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С появлением эндонуклеазных методов редактирования генома, особенно CRISPR/Cas9, стало 
возможным методом микроинъекции зигот с высокой эффективностью получать животных — как 
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Введение
Генетически модифицированные (ГМ) 

животные используются в биомедицине 
для изучения молекулярных основ болез-
ней человека, моделирования заболеваний, 
в разработке и испытании биопродуцентов, 
для получения рекомбинантных биотехно-
логических, или т. н. «фармацевтических», 
белков. Особо востребованы для фармако-
токсикологических исследований гумани-
зированные модели — трансгенные жи-
вотные, содержащие функционирующие 
гены, клетки, ткани или иные органоиды 
человеческого организма [4]. Так, с целью 
использования в доклинических испытани-
ях лекарственных препаратов российскими 
учеными были созданы генно-модифици-
рованные мыши с введенными человече-
скими генами NAT1, NAT2, HLA I класса 
и др. [2, 3].
В подавляющем большинстве исследова-

ний в качестве биомодели используют мышь, 
но ее полезность ограничена небольшим 
размером, короткой продолжительностью 
жизни, различиями с человеком в анатомии, 
физиологии, биохимии. В отличие от моде-
ли-мыши кролик имеет ряд преимуществ 
более крупного животного и давно исполь-
зуется для изучения заболеваний человека. 
Кролики быстро достигают половой зрело-
сти, имеют короткий период беременности, 

дают большое потомство при относительно 
простом содержании. В течение последних 
двух десятилетий кролики, в т. ч. и транс-
генные, все больше востребованы в области 
био медицины [6, 11].

Недалекая история трансгеноза 
и геномного редактирования 
кроликов
Первый трансгенный кролик был получен 

микроинъекцией (МИ) конструкции ДНК 
в пронуклеус зиготы еще в 1985 г. [29], од-
нако эффективность получения трансген-
ных (ТГ) животных классическим трансге-
незом длительное время оставалась низкой 
[12, 33]. В отличие от мышей технологии 
использования эмбриональных стволовых 
клеток (ESС) на кроликах практически не ра-
ботали, метод переноса ядер соматических 
клеток (SCNT) имел очень низкую эффек-
тивность [16, 30, 99]. В 2011 году с использо-
ванием ZNF был получен первый ГМ кролик 
с сайт-специфичной модификацией — раз-
рушением локуса гена IgM [24]. Эта техно-
логия была применена в создании кроликов 
с нокаутом генов APOC3 и APOE [35, 93], 
CETP [101] в 2017 году. Примерно в это же 
время TALEN-технологией были созданы 
KO-кролики Rag1, Rag2 [71, 86], FAH [43].
Первый кролик с нокаутом гена (knock-

out, KO) был получен методом SCNT только 



НОВЫЕ БИОМЕДИЦИНСКИЕ ТЕХНОЛОГИИ | NEW BIOMEDICAL TECHNOLOGIES

БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2019 | Toм 15 | № 4 | 12–3314

в 2015 году [94]. Тем временем стремитель-
но развивающиеся методы редактирования 
генома позволили получать KO-гены у раз-
ных видов животных, в т. ч. и кроликов 
[12, 32].
С появлением методов геномного редак-

тирования и новых эндонуклеазных техно-
логий более 10-ти видов млекопитающих, 
в т. ч. кролик, были добавлены в спи-
сок животных с нокаутом генов (рис. 1). 
Эффективность получения ГМ животных 
методом микроинъекции в пронуклеус 
возросла в несколько раз. Так, при извле-
чении из суперовулированной крольчихи 
30–50 ооцитов/эмбрионов при их МИ ком-
понентами той или иной эндонуклеазной 
системы развивается до 50% эмбрионов. 
После их переноса в фаллопиевы трубы 
крольчихи-реципиентки 30–50% дают по-
томство, эффективность ГМ которого мо-
жет достигать 100%.
По сравнению с классическим трансгене-

зом современные технологии дают возмож-

ность получения животных с расширенным 
диапазоном модификаций (нокаутом одного 
или нескольких целевых генов одновремен-
но, сайт-специфической вставки (knock-in, 
KI) конкретной геномной последователь-
ности) в применении к оплодотворенным 
яйцеклеткам методом МИ с очень высокой 
эффективностью.
Основными механизмами репарации 

разрывов, вносимых сайт-направленными 
нуклеазами в определенное место генома, 
являются негомологичная сшивка концов 
ДНК (NHEJ) и, в случае наличия подхо-
дящей одно- или двухцепочечной матри-
цы, — гомологичная рекомбинация (HDR), 
позволяющая сайт-специфично интегриро-
вать трансген, находящийся между плечами 
гомологии к ДНК-мишени. Направленное 
редактирование генома позволяет избежать 
основных недостатков «классического» 
трансгенеза — случайного встраивания 
трансгена в геном, неконтролируемого чи-
сла копий трансгена.

Рис. 1. Хронология применения нуклеазных технологий ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9 и Cpf1 для редактирования 
генома у различных лабораторных животных [41].
Fig. 1. Chronology of application of nuclease technologies ZFN, TALEN, CRISPR/Cas9 and Cpf1 for genome editing in 
various laboratory animals [41].
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Гены-мишени кроликов-биомоделей, 
полученные с использованием 
современных эндонуклеазных 
технологий
Несмотря на впечатляющие результа-

ты, применение методов ZFN и TALEN 
в практике большинства лабораторий за-
труднительно. Для редактирования ге-
номов более востребованной оказалась 
технология РНК-направляемых эндону-
клеаз — CRISPR/Cas9. Начиная с 2013 года, 
CRISPR-технология активно применяет-
ся для получения ГМ животных с целью 
их использования в качестве биомоделей 
для изучения физиологии и болезней чело-
века или животных, биореакторов для полу-
чения биологически активных белков, доно-
ров органов для трансплантации [44, 57, 78].
Для идентификации подходящих мишеней 

РНК-направляющих (sgRNA) эндонуклеаз 
создано множество онлайн-инструментов 
[7], позволяющих оценить не только эффек-
тивность gRNA, но и их потенциальное не-
специфическое действие на геном выбран-
ного организма. Векторы для технологии 
CRISPR, в т. ч. экспрессионные плазмиды 
с кодон-оптимизированной версией эндо-
нуклеазы Cas9 (hCas9), можно приобрести 
в разных компаниях, наиболее популярная 
из них — Addgene (http://www.addgene.org). 
Существует несколько методов построения 
векторов экспрессии sgRNA, но все они за-
ключаются в синтезе пары олигонуклеоти-
дов на основе последовательности целевого 
сайта, которые затем отжигаются и клониру-
ются в CRISPR-вектор.

Кролики, полученные 
с использованием технологии 
CRISPR/Cas9
Кролики с нокаутом одного или однов-

ременно нескольких генов. Первые ГМ 
КО-кролики с использованием технологии 
РНК-направляемых эндонуклеаз были по-
лучены международной группой исследо-
вателей (США, Китай, Япония) в 2014 году. 

В условиях in vitro культивирования кроли-
чьих эмбрионов был осуществлен нокаут 
девяти генов: APOE, CD36, LDLR, RyR2, 
CFTR (трансмембранный регулятор му-
ковисцидоза), APOC3, SCARB1 (белок ли-
пидного метаболизма — scavenger receptor 
class B member1), LEP (лептин) и LEPR (ре-
цептор лептина). Эффективность sgRNA 
к целевым генам была разной: от 10% 
к LEPR до 100% к RyR2. Были получены 
F0 кролики нескольких нокаутных ли-
ний — CD36, LDLR, APOE и RyR2 со сред-
ней эффективностью нокаута генов 56%, 
получения биаллельных мутаций — 40%. 
При использовании всего 10-ти кроли-
ков — доноров эмбрионов и 10-ти реципи-
ентов из 301-го эмбриона получили 38 КО 
F0 (табл. 2). В среднем на один ген было 
использовано пять кроликов, работа была 
выполнена всего за два месяца [92]. В том 
же году на эмбрионах кроликов была по-
казана возможность одновременного но-
каута нескольких генов: эффективность 
биаллельного КО каждого из генов IL2rg, 
RAG1 и RAG2 была 100, 90 и 100% соответ-
ственно, т. е. для трех генов сразу — почти 
100%. Для 5-ти генов одновременно (IL2rg, 
RAG1, RAG2, TIKI1, ALB) эффективность 
биаллельного КО была у каждой третьей 
бластоцисты. В этой же серии эксперимен-
тов с очень высокой эффективностью были 
получены кролики KO по одному (IL2rg-/-) 
и двум генам одновременно (IL2rg-/- + 
RAG1-/-) (табл. 2 и 3) [90].

Кролики со встроенными 
модификациями (Knock-in, KI)
Локус ROSA26 очень часто используется 

для направленного трансгенеза гомологич-
ной рекомбинацией при создании транс-
генных организмов с предсказуемым про-
филем экспрессии трансгена. Встраивание 
трансгена в этот локус не вызывает небла-
гоприятных последствий для жизнеспособ-
ности и позволяет получить устойчивую 
экспрессию трансгена во всем организме. 
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Таблица 1. Гены-мишени для нокаута у кроликов-моделей
Table 1. Target genes for knockout in rabbit models

Ген Белок, функция Модель-заболевание, 
цель исследования Ссылка 

IgM Иммуноглобулин М Инактивация эндогена 
для замены человеческим [24] Z

ApoE Аполипопротеин Е Метаболизм липидов и липо-
протеинов: гиперлипидемия, 

атеросклероз

[93, 35]z, [92, 51, 98]
LDLR Рецептор липопротеинов низкой плотности

APOC3 Аполипопротеин C-III [93] Z; [92, 35] 

RyR2 Рианодиновый рецептор 2, компонент 
кальциевого канала Сердечная недостаточность [92]

CD36 Мембранный белок поверхности 
макрофагов Врожденный иммунитет [92]

FAH Фумарилацетоацетатгидролаза Тирозинемия 1-го типа (HT1) [43]Т

CETP Белок-переносчик эфиров холестерина Атеросклероз [101]Z

FBN1 Фибриллин-1 Поражения соединительной 
ткани [14] 

FOXN1 Фактор транскрипции — развитие 
волосяного фолликула и тимуса Т-клеточный иммунодефицит [69]

IL2RG Сигнальный компонент интерлейкиновых 
рецепторов

Т-, В- и NK-клеточный 
иммунодефицит [90, 69]

RAG1 Элементы соматической рекомбинации 
генов Т-клеточного рецептора 

и иммуноглобулинов 
Т- и В-клеточный иммунодефицит [71, 86 ]T; [90, 69] 

RAG2

PRKDC Полипептид репарации двунитевых 
разрывов ДНК Т- и В-клеточный иммунодефицит [69]

Tyr Тирозиназа: окисление фенолов, биосинтез 
меланина

Альбинизм, пигментная 
меланома

[31]; [75]; [47]BE, [48]
APOBEC3A-nCas9

MSTN Миостатин Гипермышечный фенотип [53]; [27]; [47]BE

PFEX Фосфат-регулирующая эндопептидаза Гипофосфатемия, рахит [80]
DMD Дистрофин Мышечная дистрофия Дюшенна [77]; [47]ABE7

ANO5 Аноктамин-5, трансмембранный белок 
(возможный хлоридный канал)

Поясно-конечностная мышечная 
дистрофия [79]

DMP1 Белок матрицы дентина 1 Минерализации костей и дентина [48]

GJA8 Коннексин 50, трансмембранный белок 
хрусталика глаза

Порошкообразная зонулярная 
катаракта [96]

CRYAA α-кристаллин А Ядерная форма катаракты [97]
SRY Белковый фактор развития семенников Гермафродитизм [72, 74]

ATP7B Транспортирующий медь АТФ-азный 
протеин Р-типа Болезнь Вильсона [36]

PAX4

Ядерный транскрипционный фактор: 
генерация, дифференциация, развитие 
и выживание β-клеток, продуцирующих 

инсулин в поджелудочной железе

Сахарный диабет [89]

LMNA
Ламин А/С, основные компоненты 

слоя под мембраной клеточного ядра, 
называемого ядерной ламиной

Синдром преждевременного 
старения [78]; [47]BE

FUT1,FUT2, 
SEC1 Фукозилтрансферазы Межклеточные взаимодействия: 

гликозилирование белков [45]

Нoxc13 Фактор транскрипции: развитие волос, 
ногтей, волосяных луковиц

Эктодермальная дисплазия 
волос и ногтей 9 (ECTD-9) [18]

GADD45G Белок реагирования на стресс Расщепление нёба [52]

Примечание: Z — ZNF-технология; T — TALEN-технология; BE, ABE7, APOBEC3A-nCas9 — редакторы оснований, модифи-
кация CRISPR.
Note: Z — ZNF-technology; T — TALEN-technology; BE, ABE7, APOBEC3A-nCas9 — base editors, modifi cation CRISPR.
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Таблица 2. Кролики, нокаутные по одному гену
Table 2. One-gene knockout rabbits 

Ген-мишень

mRNA Cas9 
(нг/мкл) / 

sgRNA (нг/мкл) /
 кол-во sgRNA

Живые крольчата / 
всего крольчат / 

подсажено эмбрио-
нов / МИ эмбрионов

Биаллельны (-/-) / 
ГМ (-/-, -/+) / 

всего крольчат
Ссылка

APOE
CD36
LDLR
RyR2

150/6/1

12/?/94/?
13/?/54/?
28/?/93/?
15/?/60/?

Всего: 68/?/301/?

10/10/12
4/11/13
0/9 /28
1/8 /15

Всего: 15/38/68

[92]

LDLR (7 экзон)
49/13 sgRNA1 3/3/12/14 3/3/3

[51] 
49/13 sgRNA2 4/10/79/82 10/10/10

LDLR (2, 7 экзон, ∆2800) 40/13/2+2 1/5/?/179 1-/- (∆2800) [98] 
FBN1 (65 экзон) 200/30/2 28/?/197 26/28 [14] 

Il2rg 200/20 8/?/66/? 3-/-/8/8
[90]

TIKI1 200/20 5/?/30/? 3-/-/5/5
TYR (экзон 1) 5 (pX330) 9/9/67/77 1-/-/2/9 [31] 

TYR (экз.3, ∆105 п.н.) 100/25/2 17/169/? 1-/-(∆105)/15/17 [75] 
TYR (3’utr, ∆330 п.н.) 100/25/2 4/?/84/921 2(в т. ч. ∆)/3/4 [73] 

TYR (экзон 1) BE3 200/50 ? 6-/-/6/7 [47]
TYR (экзон 1) APOBEC3A 200/50 ? 5гз/5/5 [48]

MSTN (экзон 1) 180/40/2 20/?/158/? 6-/-/16/20 [53] 
MSTN (экзон 1) BE3 200/50 ? 4гз/6/7 [47]

MSTN (экзоны 1,3; 
∆ ≈4600 п.н.)

200/20/1 2/2/65/85
24/34 (19–экз1, 18–экз2, 

13–экз1+экз3, 2-∆) [27]200/40/2 3/5/56/80
100/40/2 29/32/194/218

PHEX (экзон 1) 200/40/2 26/?/131/? 11-/-/19/26 [80]
GJA8 (экзон 1) 180/40/2 11/11/110/? 0/11/11 [96]

CRYAA (экзон 2) 180/40/2 19/?/85/? 15/19/19 [97] 
DMD (экзон 51) 200/50/2 33/?/128/? 22-/-/26/33 [77] 

DMD (экзон 9)ABE7 200/50 ? 6-/-/6/7 [47]
ANO5 (экзон 12, 13) 200/40/2 26/?/124/? ?/13/26 [79]

SRY (Sp1) 100/25/2 9♂ из 20/?/391/? 7/9 [72]
SRY (HMG) 100/25/2 1/?/75/? Мозаичность, химеризм [74]

PAX4 (экз. 3,5, ∆ ≈1200 п.н.) 180/40/2 22/?/210/? 15-/-/19/22 [89] 
LMNA (экзон 3) 200/50/2 32/?/126/? 29-/-/30/32 [78]

FOXN1 150/6 4/?/20/?
3/?/18/?

10/?/20/?
3/?/18/?

Итого: 21/?/76/? 
(3 рец.)

20/21 [69]
RAG2 150/6 
IL2RG 150/6 

PRKDC 150/6 

FBN1(экз. 65) 200/30/2 28/?/197/? 26/28 [14] 
LMNA (экзон 11) BE3 200/50 ? 7-/-/7/8 [47]

Примечание: ? — данные не приведены; ∆ — ожидаемая крупная делеция; гз — гомозиготы.
Note: ? — data not provided; ∆ — the expected large deletion; гз — homozygotes.

С использованием локуса ROSA26 были 
созданы сотни ТГ животных, в первую 
очередь — мышей, и клеточных линий, 
экспрессирующих различные трансгены. 
Как и у мышей, транскрипты локуса Rosa26 

кроликов — некодирующие РНК, стабиль-
но экспрессируемые во всех тканях [91]. 
С применением ДНК-матрицы, содержа-
щей ген зеленого флуоресцентного белка 
(EGFP) с соответствующими фрагментам 
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Rosa26 плечами гомологии, были получе-
ны rbRosa26-EGFP кролики с экспресси-
ей зеленого белка во всех тканях (табл. 4). 
Эффективность гомологичной рекомбина-
ции (HDR) возрастала при использовании 
вещества RS-1, успешно применявшегося 
для получения KI-мышей. Ингибитор про-
цесса негомологичного соединения концов 
(NHEJ), соединение SCR7, однако, не сме-
щал ДНК-репарацию в пользу HDR [70].
С использованием рекомбинационной 

системы Cre/loxP получают ТГ животных 
с условным нокаутом генов, нокаутом генов 
в нужное время или в нужном месте. Линия 
кроликов rbRosa26-CRE-reporter содержала 

ген tdTomato, инвертированный ген EGFP 
и введенные последовательности loxP и му-
тантную loxP2272, дающие возможность 
Cre-удаления гена tdTomato с последующей 
экспрессией EGFP [91].

Методические проблемы, связанные 
с формой и местом введения 
компонентов
Подавляющее большинство работ 

с использованием CRISPR/Cas9-тех но-
логии в настоящее время проводятся либо 
с использованием РНК-форм компонен-
тов, либо рибонуклеопротеинового ком-
плекса — белок Cas9 и gRNA. Прямая МИ 

Таблица 3. Кролики, нокаутные по нескольким генам одновременно
Table 3. Multi-gene knockout rabbits 

Гены-мишени

mRNA Cas9 
(нг/мкл) / 

sgRNA (нг/мкл) / 
кол-во sgRNA

Живые крольчата / 
всего крольчат / 

подсажено 
эмбрионов / 

МИ эмбрионов

Характеристика ГМ 
крольчат(-/-, -/+) / 
живые крольчата

Ссылка

Il2rg+RAG1 200/20+20 5/?/67/? 2 Il2r-/-, 3 Il2r-/+; 5 RAG1-/- [90] 
RAG1+RAG2 150/6 3/15 (1 рец.) 1(RAG1-/-+RAG2-/-)/3/3

[69] FOXN1+PRKDC+IL-
2RG+RAG1 +RAG2 150/6 5/45 (2 рецип.)

1 (FOXN1+PRKDC+RAG1); 
1(IL2RG+RAG1); 1(IL2RG); 

1 (PRKDC+RAG1); 
1 (FOXN1+PRKDC+IL2RG-/-

+RAG1-/-)/5
LDLR (2,7 экзон)+APOE 

(5’utr)
LDLR (2, 7 экзон)+APOE 

(1 экзон)

40 / 13 / пара 1+1 4/10/?/96 1(LDLR-/-, ∆2800);
2 (LDLR-/-+APOE-/-)/4 [98]

40 / 13 / пара 2+1 2/3/?/109 2 (LDLR-/-+APOE-/-)/2

FUT1+FUT2+SEC1 200/50/2 31/?/181/? 6-/-/8/31 [45] 

Таблица 4. Knock-in кролики
Table 4. Knock-in rabbits

Ген-мишень
mRNA Cas9 (нг/мкл) / 

sgRNA (нг/мкл) / 
кол-во sgRNA

ДНК донор, конц. Условия 
введения 

KI / КО / всего 
крольчат / транспл. 

эмбрионов
Ссылка 

rbROSA26
(интрон1) 150/6+RS-1/7,5 Cre-reporter 100 нг/

мкл CP 7/?/20/100 [91]

rbROSA26
(интрон1)

100/6
EGFP 100 нг/мкл CP

3/29/43/373
[70]

100/6+RS-1/7,5 10/18/38/146
ATP7B 
(экз.8) 20/10/2 ssODNs,

(Arg778Leu) 50mM 
19 ч после ХГЧ
14 ч после ХГЧ

2/7/14/62
9/5/17/56 [36]

TYR (экз.3) 100/25/2 ssODNs,
(K373T) 50mM CP 5/17/22/158 [76]

Примечание: CP — МИ в цитоплазму; ХГЧ — хорионический гормон человека; ssODNs — однонитевые олиго-
нуклеотиды ДНК.
Note: CP — microinjection into the cytoplasm; ХГЧ — human chorionic hormone; ssODNs — single-stranded DNA 
oligonucleotides.
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в пронуклеус плазмидной ДНК (pX330), 
содержащей кассеты экспрессии hCas9 
и сайт-специфичной sgRNA, — простой 
и воспроизводимый метод целевого му-
тагенеза у мышей [56], на кроликах была 
применена в работе по получению КО Tyr 
кроликов [31, 38].
Компоненты CRISPR/Cas9 в РНК-форме 

вводят в цитоплазму яйцеклетки. Как пра-
вило, для сайт-специфичной модификации 
гена в эмбрионах млекопитающих вво-
димые мРНК готовят в несколько этапов: 
реконструируют вектор экспрессии мРНК, 
после чего получают нужную молекулу 
транскрипцией in vitro [92]. Время жизни 
РНК в клетке гораздо меньше, чем у плаз-
мидной ДНК, что также может быть при-
чиной меньшего проявления мозаицизма 
и неспецифических мутаций. Введение 
плазмидной ДНК в цитоплазму вместо про-
нуклеуса приводит к мозаичности у боль-
шинства эмбрионов кроликов. Плазмидная 
форма, в отличие от РНК, более устойчи-
ва и не требует особых условий хранения 
(–20°С против –80°С), работа с ней проще. 
Рибонуклеопротеиновый комплекс в виде 
композиции белка Cas9 и sgRNA или бел-
ка Cas9 с парой crRNA–tracrRNA вводят 
в пронуклеус, при этом эффективность по-
следнего варианта в экспериментах на мы-
шах была выше, чем при использовании 
РНК-форм [8].
Концентрации, количество CRISPR-

компонентов. Для Cas9 mRNA и sgRNA 
в первой работе на кроликах [92] брали 150 
и 6 нг/мкл соответственно: более высокие 
концентрации sgRNA (12, 18 или 24 нг/мкл) 
не улучшали эффективность целевых му-
таций, но могли привести к появлению не-
специфических нарушений. При равных 
концентрациях sgRNA Cas9 mRNA в коли-
честве 200 нг/мкл была токсичнее для раз-
вития эмбрионов, чем 100 нг/мкл: выжива-
емость эмбрионов перед трансплантацией 
составляла 70% против 89%. Отмечены 
факты съедания неполноценного потомства 

матерями [27]. Концентрация плазмидных 
форм компонентов CRISPR/Cas9 (pX330) 
для введения в пронуклеус, как правило, 
не превышает 5–10 нг/мкл [31].
При использовании двух sgRNA, на-

правленных на ДНК-фрагменты с рядом 
расположенными РАМ-мотивами, эффек-
тивность нокаута гена может быть выше, 
как это продемонстрировано на гене MSTN 
у кроликов [53].
Неспецифичность. Критической про-

блемой геномного редактирования являет-
ся эффект неспецифичности CRISPR/Cas9, 
наблюдаемый, однако, не так уж часто, осо-
бенно на полученных живых F0 потомков. 
В сообщениях о сайт-специфично модифи-
цированных мышах и крысах, полученных 
с помощью системы Cas9, было очень мало 
обнаруживаемых нецелевых мутаций [85]. 
В контексте получения ГМ животных 
основное внимание к нецелевым мутаци-
ям обычно сужают до области экзонов, 
что делает их анализ возможным и доступ-
ным. При использовании строгого способа 
оценки нецелевых мутаций в возможных 
мишенях-экзонах (условие — точное сов-
падение ключевой последовательности 
12-ти нуклеотидов плюс NGG в PAM), их 
не нашли, возможно, из-за низкой концен-
трации sgRNA — 6 нг/мкл [92]. Напротив, 
при 20 нг/мкл sgRNA нецелевые мутации 
были обнаружены у 5-ти из 13-ти крольчат 
F0 только в одном сайте (с не самой высокой 
расчетной вероятностью) из нескольких. 
Побочная мутация не отразилась на рожде-
нии и фенотипе IL2rg KO-кроликов [90].
При одновременном введении несколь-

ких sgRNA и исследовании 30-ти потен-
циальных неспецифических мишеней их 
модификаций не нашли [98]. У KO PFEX 
кроликов при исследовании 14-ти потен-
циальных сайтов лишних мутаций не об-
наружили [80]. При использовании pX330 
у F0 крольчат не было ни hCas9 трансге-
неза, ни потенциальных неспецифических 
мутаций [31].
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«Технические» моменты получе-
ния ГМ кроликов с использованием 
CRISPR/Cas9-технологии. Исследования 
KO-кроликов показали, что часто модифи-
цируются сразу оба аллеля (не редкость 
и гомозиготные модификации), фенотип 
биаллельных мутаций может быть полу-
чен уже в поколении F0 без скрещивания 
моноаллельных мутантных родителей. 
Размножение скрещиванием нокаутных 
гетерозиготных братьев и сестер способно 
вызвать инбредную депрессию, что может 
препятствовать распространению и практи-
ческому использованию КО-кроликов.
Как и у других видов, при предимплан-

тационном развитии эмбрионов у кроликов 
может возникнуть мозаичность. Первое 
деление эмбрионов кроликов происходит 
примерно через 24–32 ч после оплодотво-
рения, а второе и третье деление — в те-
чение следующих 8-ми ч с образованием 
8-клеточных эмбрионов. Этот короткий 
период на 2- и 8-клеточной стадиях может 
вызвать более сложные мозаичные модели, 
чем у других видов.
Дополнительные возможности CRISPR/

Cas9. Набор инструментов редактирования 
генов постоянно расширяется. Появилась 
возможность редактирования отдельных 
нуклеотидов ДНК. В 2016 году коман-
да Гарвардского университета сообщила 
о создании первого метода «редактирова-
ния оснований», разработанного для пре-
образования одного нуклеотида в другой 
без расщепления двойной спирали генома 
с использованием направленной фермен-
тативной активности цитидиндезаминазы 
к конкретным геномным локусам. Этот 
метод редактирования оснований (Base 
editor, или BE3) работает в двух случа-
ях превращений: С-Т и G-А [39]. Другой 
редактор оснований (ABE7) преобразу-
ет Т-С или А-G [25]. Оба метода имеют 
высокую точность и могут применяться 
для исправления большинства однобуквен-
ных мутаций, присутствующих в геноме. 

При использовании систем BE3 и ABE7.10 
для создания точечных замен оснований 
в генах кролика Mstn, Dmd и Tia1 эффек-
тивность, проверенная на бластоцистах, 
составляла 53–88%. Эффективность точеч-
ных замен у F0 кроликов по генам Mstn, Tyr, 
LMNA, Dmd составляла в среднем 86,5% 
(табл. 2). Частота инделей, соответственно, 
уменьшалась [47]. Однако при использова-
нии BE3 часто возникают нежелательные 
замены C-T, когда в «окне редактирования» 
находится несколько C-нуклеотидов. Еще 
один редактор оснований с использова-
нием однодоменной цитидиндезаминазы 
человека (APOBEC3A (eA3A)) предпочти-
тельно дезаминирует цитидины в конкрет-
ных мотивах в соответствии с иерархией 
TCR>TCY>VCN [25]. Если в первой работе 
с использованием BE3-редактора часто-
та случайных соседних С-Т мутаций гена 
Tyr была 86%, в следующем эксперимен-
те с использованием APOBEC3A-nCas9-
редактора в целевой точечной замене все 
кролики были гомозиготны (табл. 2), часто-
та лишних замен была 28%. Все F0 были 
альбиносы [46]. Полученные результаты 
демонстрируют перспективность примене-
ния редакторов оснований в создании мо-
делей, точно имитирующих генетические 
заболевания человека.

Мозаицизм как геномное 
разнообразие
Ранее мы показали, что попадание плаз-

мидной формы ДНК в цитоплазму при-
водит к почти 100%-ной мозаичности, 
поскольку клетки могут претерпевать изме-
нения во время последовательных этапов 
онтогенеза, то есть подвергаться различ-
ным постзиготическим мутациям, которые 
наследуют все дочерние клетки [102].
Многоклеточный организм, в структуре 

которого присутствуют генетически раз-
нородные популяции клеток, произошед-
шие из общей зиготы, называется мозаик. 
Мозаицизм может существовать как в сома-
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тических клетках, так и в клетках зароды-
шевой линии [13]. Если мозаицизм встре-
чается только в популяции соматических 
клеток, фенотипический эффект будет за-
висеть от размера популяции мозаичных 
клеток и сроков возникновения мутаций. 
Такой признак не будет передан потом-
ству [13]. А если мозаицизм встречается 
только в популяции клеток зародышевой 
линии, индивидуум не будет иметь фено-
типических проявлений, но его потомки 
унаследуют данный признак. Также воз-
можно, что в случае индукции мозаицизма 
в раннем онтогенезе как соматические, так 
и клетки зародышевой линии будут мозаич-
ны [17]. Существует множество возможных 
механизмов развития мозаицизма: сомати-
ческие мутации, эпигенетические измене-
ния, нарушения структуры и/или количест-
ва хромосом [13, 102].
Хромосомный мозаицизм проявляется 

с довольно высокой частотой в эмбриональ-
ных тканях, достигая 25% в спонтанных 
абортусах. Ограниченность мозаицизма 
только одной специфической тканью — из-
вестный феномен. Ещё в 1983 г. Калоушек 
и Дилл описали хромосомный мозаицизм, 
ограниченный только плацентой (ограни-
ченный плацентарный мозаицизм) [34].
Вполне резонно предположить, что самой 

обычной генетической причиной прена-
тальной смерти может быть хромосомный 
мозаицизм. Можно прийти к заключению, 
что ограниченный определённой тканью 
мозаицизм — причина дисфункции этой 
ткани, как это было продемонстрирова-
но на примере заболеваний головного 
мозга, на мозге плодов и тканях яичника. 
Следовательно, при поиске роли хромосом-
ного мозаицизма в патологии нужно напря-
мую изучать ткани, подвергшиеся патоло-
гическим изменениям.
С хромосомным мозаицизмом связа-

ны некоторые хромосомные болезни че-
ловека, обычно трисомии: мозаичную 
форму могут иметь синдром Дауна (око-

ло 2%), синдром Клайнфельтера, синдром 
Шерешевского — Тёрнера (20–50% боль-
ных), синдром Эдвардса (около 10%), син-
дром де ля Шапеля; при этом, как правило, 
часть клеток характеризуется обычным на-
бором хромосом, а часть клеток — наличи-
ем дефектной хромосомы. Если число му-
тантных клеток при мозаицизме составляет 
менее 10%, то картина синдромов менее 
выраженная. Мозаицизм по половым хро-
мосомам (XX/XY) в ряде случаев приводит 
к интерсекс-состояниям [34].
С мозаичными формами генных болез-

ней не следует путать мозаицизм гонад. 
Мозаицизм гонад является частным случа-
ем органного мозаицизма, возникающего 
на более поздних стадиях эмбрионального 
развития в процессе органогенеза. Наличие 
его у клинически здорового индивида мо-
жет обусловить рождение детей с полной 
формой доминантной наследственной бо-
лезни (например, гемофилии) [34].
Не так давно было обнаружено, что сома-

тический хромосомный мозаицизм харак-
терен для развивающегося головного моз-
га человека в большом числе нормальных 
эмбрионов. Более того, было установлено, 
что увеличение мозаичной анеуплоидии 
в развивающемся мозге человека — интег-
ральный компонент развития центральной 
нервной системы [34].

Трансгенные и нокаутные кролики 
в биомедицине
Последовательности генов кроликов 

имеют гомологию с генами человека боль-
ше, чем у грызунов. Ранний эмбриогенез 
и гаструляция (процесс образования заро-
дышевых листков) кролика более близки 
к человеку, что позволяет использовать 
кролика как репродуктивную модель [20]. 
Тератогенный эффект талидомида, не про-
являвшийся на мышах, был подтвержден 
на кроликах [42]. Заболевания легких, их 
патофизиология, воспалительные реакции 
модели-кролика, особенно в случае аст-
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мы, сопоставимы с теми, что встречаются 
у человека: кроликов используют в лекарст-
венных скрининговых тестах на аллергиче-
ские реакции как модель для исследования 
терапии стволовыми клетками [37], заболе-
ваний глаз (дегенерация сетчатки, синдром 
сухого глаза, глаукома, катаракта, увеит 
и др.) [40, 100].
Моделирование опухолей у кроликов приме-

няется достаточно давно. Преимущественно 
используется опухоль VX2 (плоскоклеточ-
ная карцинома). Перевивку этой опухоли 
применяют в экспериментальной онколо-
гии для моделирования злокачественных 
новообразований головы и шеи, почки, 
головного мозга, печени [62], при иссле-
довании колоректального рака с мета-
стазами в печень [67]. Для исследования 
образования метастазов лимфатическая 
система кролика подходит больше, чем 
у грызунов [61].
Сердечно-сосудистые заболевания оста-

ются ведущей причиной заболеваемости 
и смертности в развитых странах. Мыши — 
не самая подходящая модель для изучения 
этих болезней не только из-за размера: 
у грызунов преобладает α-тяжелая цепь мио-
зина (МНС), у крупных млекопитающих, 
включая кроликов и людей, экспрессирует-
ся преимущественно β-МНС. Трансгенные 
по мутантному гену β-МНС человека кро-
лики — модель для изучения гипертро-
фической кардиомиопатии человека [49]. 
Трансгенные кролики используются для изу-
чения атеросклероза, нарушений ионных ка-
налов сердца, индуцированной тахикардией 
кардиомиопатии [61]. Кролики — объект 
для моделирования артериального тромбоза 
[5], остеопороза [66].
Для изучения защитного иммуните-

та, индуцированного профилактической 
вакцинацией, например вирусом просто-
го герпеса (HSV-1), гуманизированные 
HLA-трансгенные кролики во многих 
случаях — более корректная модель, чем 
HLA-трансгенные мыши [15]. На кроликах 

изучают инфекционные заболевания чело-
века, включая СПИД (вызванный ВИЧ1), 
Т-лимфотропный вирус человека перво-
го типа (HTLV-I), вирус простого герпеса 
типа 1, туберкулез, сифилис [65], исследу-
ют острую печеночную недостаточность, 
заболевания, вызванные норовирусами, па-
пилломавирусами [19].
На кроликах исследуют обусловлен-

ные питанием метаболические синдромы 
[9, 50]. В отличие от мышей кролики чувст-
вительны к холестерину: как у людей, у них 
могут развиться тяжелые гиперхолестери-
немии. Природные мутанты с наследуемой 
гиперлипидемией несут мутацию сдвига 
рамки считывания в гене рецептора липо-
протеина низкой плотности, и у них разви-
вается атеросклероз даже при нормальном 
питании. Модели кролика, в т. ч. и транс-
генные, активно используются для иссле-
дования липидного обмена, атеросклероза, 
остеоартроза [20, 21].
Для изучения метаболизма липидов 

и липопротеинов необходимы разные 
модели: если APOE KO-кроликов, чтобы 
вызвать гиперлипидемию, необходимо 
держать на диете с высоким содержанием 
холестерина, нужны и модели с возмож-
ностью развития метаболических заболе-
ваний на обычном рационе. Модификация 
гена LDLR созданием инделей в 7-м эк-
зоне (кодирует консервативный домен, 
подобный предшественнику эпидермаль-
ный фактор роста (EGF)) привела к по-
лучению семи кроликов LDLR KO, и все 
они содержали биаллельные модифика-
ции. Моделирование третичной струк-
туры модифицированных белков LDLR 
КО-кроликов показало отличие каждого 
из них от WТ типа. У всех F0 кроликов 
на нормальной диете спонтанно развива-
лись гиперхолестеринемия и атероскле-
роз, выраженные как на биохимическом, 
так и на гистологическом уровнях. Такая 
модель полезна для изучения семейной ги-
перхолестеринемии человека [51].
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При одновременном использовании 
gRNA к разным экзонам гена LDLR был про-
веден нокаут гена как большой (2800 п. н.), 
так и мелкими делециями в сайтах-мише-
нях (табл. 1). С высокой эффективностью 
был осуществлен и одновременный нокаут 
генов LDLR/APOE, в т. ч. с большой деле-
цией в гене LDLR (табл. 3). У КО-кроликов 
была выраженная гиперлипидемия с уров-
нем холестерина в 10 раз большим по срав-
нению с кроликами дикого типа. У КО F0 
кроликов развивался аортальный и коро-
нарный атеросклероз [98]. Ожирение и ме-
таболический синдром — проблемы соци-
ально-медицинского значения. Признанная 
экспериментальная модель для изучения 
наследственной гиперхолестеринемии, 
атеросклероза человека — кролики линии 
Ватанабе с врожденной гиперхолестери-
немией, вызванной генетическим нару-
шением функции рецептора LDLR. Диеты 
с высоким содержанием жира, холестерина 
и сахара приводят к быстрому развитию 
гиперхолестеринемии, атеросклероза, со-
судистых изменений. APOE KO-кролики 
с точки зрения их липидного и липопроте-
инового профилей сравнимы с кроликами 
Ватанабе и могут быть полезной моделью 
для изучения гиперлипидемии человека 
[57]. Трансгенные кролики с измененной 
экспрессией специфических генов по-
зволяют уменьшить продолжительность 
экспериментальных исследований, демон-
стрируют быструю и сильную реакцию 
на диету [50].
Быстрое и эффективное получение имму-

нодефицитных кроликов было выполнено 
комплексной трансплантацией эмбрионов 
c мишенями в генах FOXN1, RAG2, IL2RG, 
PRKDC. Группы эмбрионов, микроинъеци-
рованных sgRNA к этим генам, объединяли 
для трансплантации всего трем реципиен-
ткам. В результате у 20-ти из 21-го кроль-
чат были индели в соответствующих генах 
(табл. 2). При одновременном таргетинге 
двух соседних генов RAG1 и RAG2 (меж-

ду ними 6,1 т. п. н.) у всех крольчат были 
индели по обоим генам, у одного — биал-
лельные гомозиготные мутации. При одно-
временной МИ сразу пяти sgRNA к генам 
FOXN1, RAG1, RAG2, IL2RG и PRKDC были 
получены крольчата с мутациями от одного 
до четырех генов (табл. 3) [69]. У кроликов 
был тяжелый комбинированный иммуно-
дефицит, характеризующийся отсутствием 
или выраженной гипоплазией тимуса и бе-
лой пульпы селезенки, а также отсутстви-
ем незрелых и зрелых Т- и В-лимфоцитов 
в периферической крови. Полный анализ 
крови показал тяжелую лейкопению и лим-
фоцитопению, сопровождающуюся тяже-
лой нейтрофилией [68].
Тирозиназа — медьсодержащий фер-

мент, катализирующий окисление фенолов, 
играет ключевую роль в биосинтезе мела-
нина. Пигментная меланома, злокачествен-
ная опухоль, берущая свое начало из ме-
ланоцитов, характеризуется повышенной 
активностью тирозиназы. Мутации гена 
тирозиназы нарушают процесс синтеза 
меланина и приводят к альбинизму глаз 
и кожи, изменению пигментации кожи. KO 
Tyr мыши и крысы характеризуются разно-
образием окраски шерсти [58, 95], что сра-
зу наглядно демонстрирует эффективность 
ГМ. В первом опыте по КО гена Tyr кроли-
ка использовали плазмиду pX330 с кодиру-
ющей последовательностью Cas9 и gRNA, 
разработанную Mashiko и сотр. для мышей 
[56]. Кролики KO Tyr имели окрас по типу 
голландского кролика [31]. Для получения 
нефункциональной тирозиназы использо-
вали пару sgRNA для образования круп-
ной делеции. Эффективность каждой sgR-
NA была около 80%, но делеции крупного 
фрагмента при совместной МИ двух sgR-
NA была менее 10%. С применением 4-х 
sgRNA (по паре к каждому сайту) эффек-
тивность крупной делеции выросла до 17%. 
Возможно, одновременное использование 
нескольких sgRNA снижает эффектив-
ность отдельных из них, и для получения 
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направленной крупной делеции требуется 
не более четырех sgRNA [75]. На примере 
нокаута гена Tyr была показана важность 
3’-некодируемой последовательности (utr) 
с polyA-мотивами в его нормальном функ-
ционировании: в результате ее удаления 
у кроликов (делеция по одному аллелю) 
был серый цвет шерсти и уменьшение 
уровня меланина в волосяных фолликулах 
и радужках глаз [73].
Миостатин — белок, подавляющий 

рост и дифференцировку мышечной ткани 
у млекопитающих. Нокаут гена Mstn, ранее 
успешно осуществленный для мышей, коз, 
свиней и КРС, с высокой эффективностью 
был получен и у кроликов [53]. Кролики 
имели типичный фенотип с гипертрофией 
и/или гиперплазией мышц, увеличенную 
массу тела. Полученный фенотип сохра-
нялся в F1, при этом у новорожденных 
крольчат не было существенной разницы 
в размере тела и весе по сравнению с WT. 
В работе др. группы ученых мишенью были 
выбраны 1-й и 3-й экзоны гена Mstn, в т. ч. 
с целью получения большой делеции. Было 
отмечено много мертворож дений, ранней 
смертности. У большинства ГМ крольчат 
был увеличенный язык. Почти у полови-
ны крольчат были индели в обоих экзонах, 
у двух — большие делеции. По сравнению 
с предыдущей работой, у Mstn KO новоро-
жденных крольчат был повышенный вес 
[27]. Такие исследования важны для выяс-
нения безопасности КО MSTN с/х живот-
ных, получаемых с целью увеличения мяс-
ной продуктивности.
Связанная с Х-хромосомой гипофос-

фатемия (XLH) — наиболее распростра-
ненная причина наследуемого рахита, 
встречающаяся у людей с частотой 1/20 000. 
Инактивация или мутация гена PHEX при-
водит к гипофосфатемии и дефектам ми-
нерализации костей, хрящей, зубов. PHEX 
KO-кролики имели типичный для заболева-
ния фенотип. Крольчата начинали умирать 
после рождения: в течение 15-ти недель 

смертность составляла 90%, самцы погиба-
ли в течение двух месяцев [80].
Другое связанное с X-хромосомой заболе-

вание — мышечная дистрофия Дюшенна 
(DMD) возникает в результате мутаций 
в гене дистрофина DMD. Встречаемость 
заболевания — 1 из 3500 новорожденных 
мальчиков. Как биомодель DMD применяют 
мышей Mdx (Dmd), однако доклинические 
исследования на этой модели плохо соотно-
сятся с состоянием DMD-пациентов. У KO 
Dmd кроликов понижалась физическая ак-
тивность, повышался уровень креатинки-
назы в сыворотке крови, наблюдался про-
грессирующий мышечный некроз и фиброз, 
имелись и др. признаки, очень похожие на та-
ковые у человека с DMD. Эффективность 
получения Dmd KO-кроликов была очень 
высокой: 78% F0 крольчат, из которых 85% 
были Dmd-/- [77].
Другие дистрофии — поясно-конечност-

ная мышечная дистрофия типа 2L и мышеч-
ная дистрофия Миоши типа 3 — связаны 
с мутациями в гене ANO5. Мыши с полным 
нарушением транскриптов ANO5, как био-
модели, не проявляли явных фенотипов 
мышечной дистрофии, тогда как у кроликов 
с инделями в 12-м и/или 13-м экзоне ANO5 
были типичные признаки соответствующей 
мышечной дистрофии [79].

DMP1 — белок, необходимый для пра-
вильной минерализации кости и денти-
на, присутствует в различных клетках 
костной и зубной тканей. KO Dmp1 мыши 
имеют ограничения для изучения гипофос-
фатемического рахита (ARHR). KO Dmp1 
кролики имели многие особенности ARHR 
человека и после рождения погибали в те-
чение 8-ми недель из-за развития тяжелого 
дефекта костной микроархитектуры [46].
Синдром Марфана — заболевание на-

следственного типа, при котором пора-
жается соединительная ткань — про-
является признаками изменения скелета, 
сердца и сосудов, глаз, кожи, ЦНС, легких. 
Синдром развивается в результате мутации 
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гена FBN1, кодирующего фибриллин-1, 
при недостатке которого волокна соедини-
тельной ткани становятся чрезмерно растя-
жимыми и менее устойчивыми к деформа-
циям. В наибольшей степени повреждению 
подвержены сосуды и связки. При модифи-
кации 65-го экзона гена FBN1 у фибрил-
лина-1 обрезается C-конец, необходимый 
для его секреции. FBN-/+ кролики имели все 
признаки синдрома Марфана: мышечное 
истощение, глазной синдром, расширение 
аорты и липодистрофия, снижение сборки 
микрофибрилл во внеклеточном матриксе 
(табл. 2) [14].
На сегодняшний день идентифицировано 

22 гена, мутации в которых ответственны 
за развитие наследственной врожденной 
катаракты. С целью скрининга лекарств 
для ее профилактики и лечения были по-
лучены кролики с нокаутом некоторых ге-
нов, кодирующих критичные для зрения 
белки. Мутации в белке коннексин 50 (Сх50 
или GJA8) приводят к возникновению по-
рошкообразной зонулярной катаракты. 
При получении КО GJA8 кроликов эффек-
тивность мутации была 98,7% у эмбрионов 
и 100% у крольчат, у которых были обнару-
жены микрофтальмия, малый размер хру-
сталика и катаракта [96]. Мутации в гене 
CRYAA белка, играющего важную роль 
в поддержании прозрачности хрусталика, 
структуры др. его белков, — одна из при-
чин развития ядерной формы врож дённой 
катаракты. КО CRYAA крольчата имели му-
тации гена CRYAA с инделями в диапазоне 
3–52 п. н., без неспецифических мутаций, 
у большинства была катаракта разной сте-
пени [97].
Гермафродитизм — проявление анома-

лий генов, регулирующих определение пола, 
развитие гонад или экспрессию гормонов 
и их рецепторов в эмбриональном развитии 
во время половой дифференцировки. Один 
из генов — SRY (Sex-determining Region Y), 
расположенный на Y-хромосоме большин-
ства млекопитающих, кодирует белковый 

фактор развития семенников и иницииру-
ет развитие организма по мужскому типу. 
Мутация или дисфункция его консерватив-
ного домена HMG (ДНК-связывающегося 
домена белка SRY) индуцирует синдром 
реверсии пола у XY-носителей. Мутации 
Sp1-связывающего сайта (Sp1 — фактор 
транскрипции, необходимый для диффе-
ренциации сперматозоидов) в 5’-фланкиру-
ющей области SRY также связаны с клини-
ческим синдромом реверсии пола. В первом 
исследовании при введении мутаций в Sp1-
сайте большинство полученных крольчат-
самцов КО SRY-Sp1 имели женские призна-
ки и были бесплодны, но при гормональной 
обработке могли стать «суррогатными ма-
терями» [72]. При введении мутации в об-
ласть HMG был получен кролик-гермафро-
дит, имевший яичники, семенники и матку 
одновременно (табл. 2) [74].
С возникновением и развитием сахарно-

го диабета связаны нарушения множества 
генов, PAX4 — один из них. У PAX4-/- кроли-
ков наблюдали замедление роста, стойкую 
гипергликемию, снижение количества ин-
сулинпродуцирующих β-клеток и увеличе-
ние количества глюкагонопродуцирующих 
α-клеток. Фенотипы, ассоциированные 
с заболеванием, включая диабетическую 
нефропатию, гепатопатию, миопатию 
и кардиомиопатию, также наблюдались 
только у PAX4-/- кроликов (табл. 2) [89].
Причиной развития синдрома прежде-

временного старения, известного как про-
герия, или синдром Гилфорда, является 
мутация гена LMNA. При этом очень ред-
ком наследственном заболевании у детей 
развиваются симптомы, ассоциированные 
с преклонным возрастом, в т. ч. выпадение 
волос, уменьшение слоя подкожной жи-
ровой клетчатки, атеросклероз и измене-
ния скелета. Такие дети обычно умирают 
от болезней сердечно-сосудистой системы 
в подростковом возрасте. Для понимания 
патофизиологических механизмов синдро-
ма преждевременного и процессов нор-
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мального старения человека были полу-
чены LMNA KO-кролики. Все они имели 
пониженную двигательную активность, 
аномально жесткий скелет, укороченный 
рост и умерли в течение 22-х дней. У кро-
ликов были кардиомиопатия, мышечная 
дистрофия, костные и суставные аномалии, 
липодистрофия. Эффективность получения 
LMNA ГМ кроликов была 94%: 29 из 30-ти 
ГМ крольчат были LMNA-/- (табл. 2) [78].
Одновременная мутация нескольких 

гомологичных генов с использованием об-
щих для этих генов sgRNA была выполне-
на на группе генов трех фукозилтрансфе-
раз (FUT1, FUT2 и SEC1). Эти ферменты 
участвуют в биосинтезе фукозилирован-
ных гликанов, необходимых для много-
численных биологических процессов, 
таких как сигнальная трансдукция, взаи-
модействие хозяина и микрофлоры, раз-
витие тканей, прогрессирование рака и др. 
Нуклеотидные последовательности генов 
FUT1, FUT2 и SEC1 имеют высокую го-
мологию, что позволяет подобрать общие 
для них sgRNA. Были получены кролики 
с КО FUT1, FUT2 и SEC в разных комби-
нациях со сниженной активностью фер-
ментов (табл. 3). Из восьми ГМ крольчат 
у четырех были мутации одновременно 
по двум генам, у одного — биаллельные 
мутации сразу по трем генам [45].
Эктодермальная дисплазия 9 (ECTD-9) 

характеризуется гипотрихозом и дистро-
фией ногтей без других эктодермаль-
ных нарушений и вызывается мутациями 
в гене HOXC13. Мыши и свиньи с мута-
циями в Hoxc13 не дают гипотрихозный 
фенотип, тогда как у Нoxc13-/- кроликов 
шерстный покров отсутствует. При рез-
ком снижении количества волосяных лу-
ковиц увеличивалось количество сальных 
желез, и такой дисбаланс соответствовал 
клиническим проявлениям заболевания. 
Нoxc13-/- кролики могут быть адекватной 
моделью для изучения ECTD-9 человека, 
дерматологических заболеваний, таких 

как акне и гипотрихоз, в доклинических 
исследованиях [18].
Расщепление нёба («заячья губа») — 

один из наиболее распространенных вро-
жденных дефектов у человека. Как один 
из факторов, влияющих на риск развития 
этого заболевания, определен ген GADD45G 
из семейства генов, ответственных за реа-
гирование на стресс. Из-за тяжелых череп-
но-лицевых дефектов GADD45G-/- крольча-
та умирали после рождения: впервые была 
показана роль гена GADD45G в формиро-
вании верхней челюсти [52].
Болезнь Вильсона — врождённое 

или приобретенное нарушение метабо-
лизма меди, приводящее к тяжелейшим 
наследственным болезням центральной 
нервной системы и внутренних органов. 
Описано более 600 мутаций гена ATP7B, 
приводящих к болезни Вильсона. Из-за не-
достатка белка ATP7B (транспортирующий 
медь АТФ-азный протеин Р-типа) наруша-
ется трансмембранный транспорт меди, 
встраивание ионов меди в белок церуло-
плазмин. С использованием CRISPR/Cas9-
технологии в сочетании с однонитевыми 
олигонуклеотидами ДНК (ssODNs, плечи 
гомологии по 46 нуклеотидов) была сге-
нерирована точечная мутация гена ATP7B 
для моделирования наиболее часто встреча-
емого типа мутации у азиатов (Arg778Leu) 
с болезнью Вильсона. Кролики, несущие ал-
лель с мутантным ATP7B, умирали пример-
но в трехмесячном возрасте. Содержание 
меди в их печени было увеличено в девять 
раз, что аналогично пятикратному увели-
чению, наблюдаемому у людей с болезнью 
Вильсона. Авторы исследования отмечали 
высокую эффективность сайт-специфич-
ных точечных мутаций при МИ РНК в зи-
готы на более ранних стадиях: 53% против 
14% при МИ зигот через 14 и 19 ч соответ-
ственно после обработки ХГЧ [36].
В другой работе тоже была сгенериро-

вана точечная мутация гена TYR с измене-
нием 373-го кодона, приводящая к замене 
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в тирозиназе треонина на лизин. Мутация 
T373K в гене TYR снижала активность фер-
мента: у кроликов TYR-K373T пигментация 
луковиц шерсти и радужки глаз была нару-
шена [76].

Генная терапия
Генная терапия — совокупность генно-

инженерных (биотехнологических) и ме-
дицинских методов, направленных на вне-
сение изменений в генетический аппарат 
соматических клеток человека в целях ле-
чения заболеваний. Это новая и бурно раз-
вивающаяся область, ориентированная 
на исправление дефектов, вызванных мута-
циями ДНК, или придания клеткам новых 
функций, альтернативная стратегия лече-
ния многих заболеваний. Иными словами, 
это способ лечения или коррекции забо-
левания путем искусственного введения 
в клетку новой генетической информации, 
призванной по править ту, с которой свя-
зана болезнь. Животные-модели, имити-
рующие условия заболевания человека, 
в генной терапии необходимы при оценке 
использования вирусных векторов — их 
безопасности, эффективности, дозировки, 
локализация экспрессии трансгена в докли-
нических испытаниях препаратов генной 
терапии. Наиболее часто в исследованиях 
генной терапии используются мыши, кры-
сы, кролики, свиньи, гуманизированные 
мыши [27]. Кролик, классическая модель 
для изучения офтальмологических и сер-
дечно-сосудистых заболеваний, использу-
ется в качестве модели генной терапии этих 
же заболеваний. В доклинических исследо-
ваниях внутримышечное введение кролику 
плазмидной ДНК, кодирующей сосудистый 
эндотелиальный фактор роста (VEGF), 
усиливало коллатеральное развитие со-
судов и перфузию тканей на модели ише-
мии задней конечности [78]. Эффективным 
для этих целей было и введение плазмиды 
с геном фактора роста гепатоцитов (HGF) 
[81]. Было показано предотвращение об-

разования артериального тромба путем 
локальной сверхэкспрессии тканевого 
активатора плазминогена (ТАП) [87] вве-
дением в бедренную артерию кролика ре-
комбинантного аденовирусного вектора, 
экспрессирующего ТАП человека.
Описано успешное применение гена 

IL-10 с использованием тетрациклин-зави-
симого промотора в качестве терапевтиче-
ского при генной терапии аутоиммунного 
дакриоаденита (воспаление слезных желез) 
у кроликов [82]. Неоваскуляризация — па-
тологическое разрастание сосудов там, где 
в норме их быть не должно. В офтальмо-
логии выделяют неоваскуляризацию ро-
говицы и хориоидальную неоваскуляри-
зацию. Протеогликан декорин способен 
подавлять этот процесс. Введение гена 
декорина в роговицу заметно снижало ее 
VEGF-индуцированный ангиогенез [59].
На кроликах проверяли эффективность, 

безопасность, уровень экспрессии транс-
гена человеческого фактора IX (hFIX) в за-
висимости от дозы, серотипа аденоассоци-
ированного вирусного вектора, способного 
вызывать у человека иммунный ответ [22].
Генно-направленная ферментативная 

пролекарственная терапия — «троянская» 
суицидальная генная терапия, представля-
ющая собой нацеленную на опухоль систе-
му доставки гена, кодирующего фермент, 
преобразующий безвредное пролекарст-
во в цитотоксические метаболиты in situ. 
Описано исследование, что внутриарте-
риальное введение стволовых клеток ме-
зенхимы, трансдуцированных оптимизи-
рованным геном (MSC-CYP2B6TM-RED), 
с последующим внутривенным введением 
циклофосфамида (CPA) в опухоль печени 
кролика VX2 привело к 78%-му некрозу 
опухоли с уменьшением метастазов [63].
Продуценты диагностических и тера-

певтически активных белков — еще одна 
область применения кроликов, в т. ч. 
и трансгенных. Кроличьи моноклональ-
ные антитела от использования в сугубо 
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научных целях имеют все более широкое 
терапевтическое и диагностическое при-
менение [85]. Для диагностических прило-
жений, в т. ч. нескольких видов рака, FDA 
утверждено использование ряда кроличьих 
поли- и моноклональных антител (рAbs, 
mAbs). Кроличьи mAbs к рецептору про-
граммируемой клеточной смерти (PD-1) — 
ниволумаб и атезолизума (последний пока 
не зарегистрирован в России) — исполь-
зуются в таргетной иммунотерапии рака. 
До III фазы клинических испытаний дошел 
уже целый ряд mAbs [55].
Трансгенные животные перспектив-

ны в качестве биореакторов для продук-
ции фармацевтических белков с молоком 
или кровью. Кролик — самое маленькое 
животное, из которого могут быть полу-
чены рекомбинантные белки фармацевти-
ческого назначения в экспериментальном 
и промышленном масштабе. Содержание 
белка в молоке кроликов значительно 
выше, чем в коровьем (14% против 5%) 
[54]. Кролики могут найти применение 
для производства с молоком фармакологи-
ческих белков, не требуемых в больших ко-
личествах: рекомбинантный ингибитор С1 
эстеразы человека (Pharming BV) для лече-

ния пациентов с наследственным ангионев-
ротическим отеком из молока ТГ кроликов 
разрешен к применению [10].

Заключение
С развитием новых технологий редак-

тирования генома, особенно CRISPR/Cas9 
и его модификаций, стало возможным 
с высокой эффективностью получать все 
большее количество животных с точно 
заданными генетическими модификаци-
ями для решения самых разнообразных 
задач научного и прикладного характера. 
Кролики как биомодели заболеваний че-
ловека, биореакторы-продуценты фарма-
кологически активных рекомбинантных 
белков становятся все более востребо-
ванным видом лабораторных животных. 
Эффективность получения ГМ кроликов 
методом микроинъекции зигот сравни-
ма с эффективностью получения транс-
генных мышей. Несмотря на очевидные 
успехи зарубежных, особенно китайских, 
генетиков в создании генно-редактирован-
ных кроликов, такие работы в России пра-
ктически отсутствуют. Тем не менее опыт 
получения трансгенных кроликов в нашей 
стране есть [1].
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ЛИПОСОМИРОВАННАЯ ФОРМА ЭКСТРАКТА 
ПРЕПУЦИАЛЬНОЙ ЖЕЛЕЗЫ КАБАРГИ — НОВОЕ СРЕДСТВО 

АДАПТОГЕННОГО ДЕЙСТВИЯ

В.Н. Каркищенко, М.С. Дуля*, Р.А. Агельдинов, С.Л. Люблинский, Н.Н. Каркищенко
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий 

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

Впервые получена и охарактеризована липосомальная форма нового оригинального средства на основе 
препуциальной железы мускуса кабарги сибирской. Для препаративного выделения липосом мускуса 
кабарги использован эффективный и масштабируемый метод гомогенизации при высоком давлении. 
Полученный липосомальный продукт охарактеризован методами динамического светорассеяния, прос-
вечивающей микроскопии, препаративной и аналитической хроматографии, хромато-масс-спектроме-
трии на показатели качества распределения по размерам, гомогенность и степень включения биологиче-
ски активных компонентов. Получены гомогенные дисперсии липосом мускуса кабарги с равномерным 
распределением по размерам — с максимумами распределения при 50 и 240 нм. Установлена высокая 
физико-химическая стабильность липосомальной дисперсии: ζ-потенциал полученных наночастиц 
составил –35…–47 мВ. Степень включения в липосомы целевых компонентов мускуса кабарги 
по данным гель-размерной хроматографии и масс-спектрометрии для липосом мускуса по стероидам 
и общему белку составила 55–75%. Полученные показатели качества формируют предпосылки 
к высокой эффективности средства на основе липосомальной формы экстрактов мускуса кабарги как 
адаптогена природного происхождения с усиленным и выраженным действием.

Ключевые слова: кабарга, мускус, железа, липосомы, хроматография, масс-спектрометрия, адапто-
гены, пептиды, белки, андростероиды
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For the fi rst time, a liposomal form of a new original drug based on the Siberian musk deer preputial gland 
extract was obtained and characterized. An effective and scalable method of high-pressure homogenization 
was used for preparative extraction of liposomes from musk extracts. For the obtained liposomal product, 
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such indicators as the quality of size distribution, homogeneity and the degree of inclusion of biologically 
active components were characterized using the methods of dynamic light scattering, transmission micros-
copy, preparative and analytical chromatography and chromatography-mass spectrometry. A homogeneous 
dispersion of musk liposomes with a uniform size distribution was obtained, with the maximum distribution 
values being achieved at 50 and 240 nm. The ζ-potential of the obtained nanoparticles of –35...–47 mV 
confi rmed a high physicochemical stability of the developed liposomal dispersion. According to the gel 
fi ltration chromatography and mass spectrometry results, the degree of inclusion of the target musk extract 
components in the liposomes was 55–75% in terms of steroid and total protein values. The obtained quality 
indicators indicate that the developed liposomal composition of musk deer extracts can be used as a high-ef-
fective natural adaptogen.
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Введение
Адаптогены
Одним из ключевых понятий, отражаю-

щих особенности существования живого 
организма в изменяющихся условиях сре-
ды, является адаптация. Под адаптацией 
понимают системный ответ организма 
на длительное или многократное воздейст-
вие окружающей среды, обеспечивающий 
выполнение основных задач деятельности 
и направленный на достижение адекват-
ности первичной реакции и минимизацию 
побочных реакций. Такой ответ связан 
с изменением структуры гомеостатическо-
го регулирования, направленным на опти-
мизацию регуляторных, энергетических 
и пластических процессов в организме [5].
Фармакология адаптационных процес-

сов — одно из ключевых направлений 
«фармакологии здорового человека», яв-
ляющихся связующим звеном физиологии 
и биохимии адаптации, медицины экстре-
мальных состояний, спортивной и военной 
медицины, производственной медицины, 
экологической медицины, иммунофармако-
логии, нейрофармакологии, эндокриноло-
гии, а также фитохимии и фармакогнозии.

К настоящему времени предложено зна-
чительное количество средств, способных 
ускорять процессы адаптации, стимулиро-
вать защитные силы организма, повышать 
его работоспособность и резистентность 
в ходе приспособления к неблагоприят-
ным эколого-профессиональным факторам. 
Препараты, обладающие такими свойства-
ми, называются адаптогенами [2, 4, 5]. Эти 
вещества с большим успехом применяют-
ся для повышения физической выносли-
вости и умственной работоспособности. 
Адаптогены все более широко применяют-
ся в клинической практике при комплекс-
ном лечении ослабленных больных, в про-
цессе медицинской реабилитации.
В настоящее время имеется достаточно 

большой материал, свидетельствующий 
об их положительном действии на здоро-
вых людей, выполняющих тяжелую фи-
зическую и умственную работу (в т. ч. 
и в условиях Крайнего Севера и др. тяже-
лых климатических условиях), на спорт-
сменов, на лиц, ослабленных различными 
заболеваниями и вредными воздействия-
ми. Общим эффектом для всех адаптоге-
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нов является неспецифическое повышение 
функциональных возможностей (состояние 
повышенной неспецифической резистент-
ности), повышение приспособляемости 
(адаптации) организма при осложненных 
условиях существования.
Адаптогены практически не меняют нор-

мальных функций организма, но значитель-
но повышают физическую и умственную 
работоспособность, переносимость нагру-
зок, устойчивость к различным неблаго-
приятным факторам и сокращают сроки 
адаптации к ним. Под действием адапто-
генов мышечная работа характеризуется 
более экономичным расходованием энерге-
тических ресурсов организма, усиливаются 
окислительные процессы, связанные с фос-
форилированием, улучшается энергетиче-
ский обмен, по-видимому, за счет усиления 
аэробных реакций и использования в каче-
стве источника энергии не только углево-
дов, но и липидов [1].
Действие адаптогена должно быть неспе-

цифично и универсально, т. е. под его вли-
янием должна повышаться устойчивость 
к действию основных природных (физи-
ческая нагрузка, гипоксия, холод и т. д.) 
и техногенных (кинетозы, вибрации) экс-
тремальных факторов. Положительные 
эффекты при его применении должны осу-
ществляться за счет оптимизации обмен-
ных процессов, защиты тканевых структур 
от деструкции. Повторные введения адап-
тогена приводят к формированию «систем-
но-структурного следа адаптации» [2].
По своему происхождению адаптоге-

ны могут быть разделены на две группы: 
природные и синтетические. Источниками 
природных адаптогенов являются назем-
ные и водные растения, животные и ми-
кроорганизмы. К преимуществам природ-
ных адаптогенов относятся их малая 
токсичность, широта терапевтического 
действия, отсутствие фазы отрицательно-
го последействия и привыкания вследст-
вие длительного применения. Препараты 

животного происхождения: пантокрин, 
рантарин, пантогематоген (экстракт 
из неокостенелых рогов марала, изюбря 
или пятнистого оленя), рог носорога (при 
истощении и импотенции, как антитокси-
ческое и жаропонижающее средство), по-
рошок из костей тигров и медведя, свежая 
и консервированная кровь и мышцы змей 
(особенно японского ужа), кожа и мясо 
ежа, экстракт из свежих улиток, порошок 
из сушеных сверчков, раковины жемчуж-
ницы, пауки и скорпионы (как успокаива-
ющее, наркотическое и антитоксическое 
средство), червяки, пиявки, продукты 
пчеловодства (перга, цветочная пыльца, 
маточное молочко, комбинированные пре-
параты из женьшеня и маточного молочка 
пчел), сотовый мёд из рамок многолетней 
экспозиции, мёд с препаратами адаптоге-
нов (женьшенем, родиолой розовой, лев-
зеей и др.), препараты из морских и океа-
нических животных (морских львов и др. 
млекопитающих, морских черепах), мол-
люсков и иглокожих (кукумарий, мидий, 
морского гребешка) и др.

Экстракт препуциальной железы 
кабарги — природный адаптоген
Кабарга (Moschus moschiferus) — не-

большое, похожее на оленя животное, 
населяющее крутые, поросшие хвойным 
лесом скалистые склоны гор. Кабарга ха-
рактеризуется стенофагией (узкоспециа-
лизированное питание животных) и пре-
обладанием в ее рационе лишайников, доля 
которых очень высока и может достигать 
95%. Мускус (выделение особой железы) 
кабарги является одним из наиболее цен-
ных природных биостимуляторов, при-
менение которых в арабской, тибетской, 
китайской и индийской медицине извест-
но с середины IV века. Он применяется 
или как монокомпонентная зернистая суб-
станция, или как обязательный базисный 
компонент различных комплексов поддер-
жания жизнедеятельности и долголетия. 
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Экспериментальные и клинические наблю-
дения на мышах, крысах, морских свинках 
и кроликах показали, что мускус в дозах 
1–100 мг/кг массы оказывает анальгезиру-
ющее и противовоспалительное влияние, 
вызывает спонтанные сокращения матки 
у крыс, тормозит перистальтику изолиро-
ванной подвздошной кишки у кролика [4].
В экспериментальных исследованиях об-

наружены антиоксидантные свойства му-
скуса кабарги [7]. Антиоксидантные свой-
ства мускуса предполагают эффективное 
его применение в профилактике и лечении 
заболеваний, причиной которых является 
оксидативный стресс или в патогенезе кото-
рых он участвует. Перспективность для сов-
ременной медицины новых биогенных сти-
муляторов, полученных из мускуса кабарги, 
основанная на многовековом опыте их при-
менения в арабской, тибетской, китайской 
и индийской медицине, не вызывает со-
мнений [9].
Установлено, что отличительными осо-

бенностями состава мускусной железы 
кабарги являются наличие широкого ряда 
андростероидов, жирных ненасыщенных 
и насыщенных кислот (и их эфиров), ке-
тонов и альдегидов (мусконподобные про-
изводные, придающие мускусной железе 
специфический запах), ароматических 
производных и гетероциклического клас-
са соединений (пиримидины, фураны) [4]. 
Согласно установленному составу мускуса 
кабарги нами предложено выделить 3 груп-
пы соединений, значимых с точки зрения 
биологического эффекта и его выраженно-
сти: 1) стероидные компоненты; 2) жирные 
кислоты; 3) пептиды и белки. Широкий 
спектр показаний к применению мускуса 
кабарги является следствием многокомпо-
нентного состава ткани, в которой особое 
внимание вызывают регуляторные соеди-
нения пептидной природы, гормонально 
активные комплексы и ростовые факторы, 
в т. ч. активирующие жизненный цикл ство-
ловых клеток [8].

Использование липосомальных форм 
гормональных препаратов позволяет 
уменьшить проявление побочных эффек-
тов, повысить терапевтическую эффек-
тивность и уменьшить используемую дозу 
гормона. В настоящее время разработаны 
различные формы липосом гормональных 
препаратов: инъекционные, аэрозольные 
и мазевые.

Липосомирование биологически 
активных компонентов мускуса кабарги
Липосомы представляют собой колло-

идные образования, состоящие из неболь-
шого объёма водной фазы, отделённой 
от объёма раствора замкнутым липид-
ным бислоем. Многие фосфолипиды 
при диспергировании в воде самопро-
извольно образуют гетерогенную смесь 
везикулярных структур, состоящих 
из нескольких бислойных концентриче-
ских оболочек. Такие липосомы называ-
ются мультиламеллярными везикулами. 
Большой интерес представляют монола-
меллярные везикулы, т. е. везикулы, обра-
зованные одинарным бислоем. При полу-
чении липосом возможно контролировать 
их внутреннее содержимое, состав бислоя 
и его кривизну (размер липосом).
Состав липосом (соотношение компонен-

тов) определяет характер и свойства биоло-
гического действия липосомального пре-
парата. Основным компонентом липосом 
являются фосфолипиды (ФЛ). ФЛ относят-
ся к классу полярных липидов и представ-
ляют собой сложные эфиры жирных кислот 
и глицерола. Уникальное строение природ-
ных ФЛ, в молекулах которых одновре-
менно находятся гидрофобные и полярные 
фрагменты, предопределяет их незамени-
мую роль во многих важнейших биологи-
ческих процессах.
ФЛ являются одними из основных ком-

понентов биомембран эукариотических 
и прокариотических клеток, среди них есть 
биологически активные вещества, которые 
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используются в пищевой и фармацевтиче-
ской промышленности. Широкое использо-
вание липидов в медицине основано на их 
высокой функциональной активности, ма-
лой токсичности, биосовместимости и био-
деградируемости. ФЛ для медицинских 
целей производятся в основном из желтков 
куриных яиц или соевых бобов, в неболь-
ших количествах используется также дру-
гое растительное сырье и ткани животных. 
Наиболее частое применение нашел фос-
фатидилхолин, получаемый из природного 
сырья.
Липосомы рассматриваются как эффек-

тивные средства доставки к органам-ми-
шеням лекарственных средств и широко 
применяются в клинической практике [3]. 
Благодаря особенностям транспорта, 
транслокации через гистогематические 
барьеры и клеточные мембраны, метабо-
лической трансформации липосомальные 
препараты обладают уникальными свойст-
вами [6]. Применение липосом как средств 
доставки позволяет в некоторых случаях 
существенно увеличить биодоступность, 
в других — напротив, предотвратить чрез-
мерное увеличение концентрации препара-
та в крови, тем самым снижая опасность 
передозировки и уменьшая побочные эф-
фекты. На сегодняшний день наиболее 
значимым способом оценки эффективно-
сти новых липосомальных лекарственных 
форм является существующий арсенал 
различных современных методов оценки 
биодоступности веществ (хроматография, 
масс-спектрометрия).
Особую роль липосомы стали играть 

в связи с появлением препаратов, полу-
чаемых методами биотехнологии, таких 
как белковые и пептидные препараты, 
а также лекарственные средства на основе 
нуклеиновых кислот.
Цель работы — препаративное полу-

чение и характеризация липосомальной 
формы экстракта препуциальной железы 
кабарги сибирской.

Материалы и методы
Выбор метода получения липосом опре-

деляется необходимостью максимального 
сохранения в них биологической активно-
сти выделяемых компонентов, регулиро-
ванием заданного размера липосом, ско-
ростью и производительностью процесса 
гомогенизации, а также возможностью мас-
штабирования технологии.
Диспергирование реакционной смеси вы-

полняли на гомогенизаторе высокого давле-
ния «Донор» (Россия).
Полученные р-ры липосом мускуса ка-

барги измерялись на корреляционном спек-
трометре Photocor Compact-Z с использова-
нием программного обеспечения Photocor 
Software.
Микроскопическое исследование выпол-

нялось для образца липосом мускуса кабар-
ги с помощью просвечивающего электрон-
ного микроскопа LEO-912 AB Omega.
Молекулярно-массовое распределение 

липосомальных продуктов оценивали 
на жидкостном изократическом хромато-
графе среднего давления NGC Discovery 
(Bio-Rad, США), оснащенном многоволно-
вым спектрофотометрическим детектором, 
датчиком pH элюента, кондуктометриче-
ской ячейкой и хроматографической ко-
лонкой для гель-размерной хроматографии 
(ГРХ) высокого разрешения Enrich SEC 
650, в качестве калибровочных стандар-
тов с известными молекулярными массами 
использовали Gel Filtration Standard (Bio-
Rad, США). Условия ГРХ-анализа: 0,1 М 
Трис-HCl; 0,1 M NaCl pH=7,4.
Степень включения биологически актив-

ных компонентов мускуса кабарги в состав 
липосом определяли методом хромато-
масс-спектрометрии высокого разрешения 
ВЭЖХ-МС ВР 1290 QTOF 6545XT (Agilent 
Technologies, США) для фракций, собран-
ных после гель-размерной хроматографии, 
позволяющей отделить липосомы от низ-
комолекулярной не включаемой доли суб-
станции липосом мускуса кабарги и фос-
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фатидилхолиновой части. Маркерными 
компонентами включения выбраны стеро-
идная фракция, холестерин и общий белок.
Готовую липосомальную форму муску-

са кабарги получали лиофилизацией в оп-
тимизированных условиях высушивания 
на лиофильной станции Alpha 2-4 LSCplus 
Lyocube Freeze Dryer (Martin Christ, 
Германия).
Реагенты и реактивы. В работе исполь-

зовались следующие реактивы и материалы: 
спирт этиловый, ортофосфорная кислота, 
натрия хлорид, натриевая соль дезоксихо-
левой кислоты, трис(гидроксиметил)-ами-
нометан, ацетонитрил (для ВЭЖХ-МС), со-
евый лецитин, экстракт мускусной железы 
кабарги, буфер для гомогенизации, лактоза, 
криопротектор, буферы для хроматографии 
и масс-спектрометрии.
Из существующих на сегодняшний день 

промышленных методов получения липо-
сом наиболее предпочтительным является 
метод гомогенизации под высоким давле-
нием.
Диспергируемые компоненты приготав-

ливаемого продукта после предварительно-
го перемешивания в механическом смеси-
теле, в нашем случае — в супер блендере, 
переносили в расходную ёмкость. При про-
давливании через микрощель процессы 
диспергирования, гомогенизации и дезин-
теграции осуществляли за счет резкого 
падения давления и действия гидродина-
мических сил турбулентного потока, возни-
кающих в области микрощели. Микрокапли 
с включаемыми компонентами мускуса 
кабарги, испытывая усилия растягивания 
и среза, дробятся и диспергируются на ча-
сти. Величина давления характеризует сте-
пень этих усилий и служит основным тех-
нологическим показателем трудоемкости 
процесса.
После продавливания через микрощель 

продукт поступает либо в приёмную ём-
кость, если процесс закончен, либо вновь 
в расходную ёмкость для повторного про-

давливания через микрощель. Процесс по-
вторяется несколько раз до достижения не-
обходимого качества продукта.
Контроль за процессом проводили 

при помощи измерения средней величины 
размеров полученных после диспергирова-
ния частиц и величины ζ-потенциала. Если 
достичь нужного среднего размера частиц 
при установленном давлении не удаётся, 
то давление гомогенизации повышается. 
Процесс гомогенизации необходимо прово-
дить до получения устойчивой суспензии, 
которая характеризуется высокой агрега-
тивной (конденсационной) и седиментаци-
онной стабильностью.
Важность ζ-потенциала состоит в том, 

что его значение связано с устойчивостью 
коллоидных дисперсий. ζ-потенциал опре-
деляет степень и характер взаимодействия 
между частицами дисперсной системы. 
Для молекул и частиц, которые достаточно 
малы, высокий ζ-потенциал будет означать 
стабильность, т. е. раствор или дисперсия 
будут устойчивы по отношению к агре-
гации. Когда ζ-потенциал низкий, притя-
жение превышает отталкивание, и устой-
чивость дисперсии будет нарушаться. 
Так, коллоиды с высоким ζ-потенциалом 
являются электрически стабилизирован-
ными, в то время как коллоиды с низким 
ζ-потенциалом склонны коагулировать 
или флокулировать.
Значение ζ-потенциала, равное 30 мВ 

(положительное или отрицательное), нами 
рассматривается как характерное значение 
для условного разделения низкозаряжен-
ных и высокозаряженных поверхностей. 
Чем больше электрокинетический потен-
циал, тем устойчивее коллоид.
Для получения липосом методом гомоге-

низации высоким давлением 100 мл реак-
ционной среды (в различных соотношени-
ях мускуса кабарги и лецитина) пропускали 
через гомогенизатор 3 раза при рабочем 
давлении 1000 атм до получения монодис-
персного опалесцирующего р-ра.
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Рис. 1. Гистограмма распределения по размерам частиц липосом мускуса кабарги.
Fig. 1. Histogram of the particle size distribution of musk deer liposomes.

Анализ  размерных эффектов получа-
емых липосом. Для определения размера 
наночастиц и величины ζ-потенциала ис-
пользовался метод лазерной корреляцион-
ной спектроскопии, или метод динамиче-
ского рассеяния света (ДРС). Он широко 
используется при исследованиях молеку-
лярных растворов. Измерения проводились 
на спектрометре Photocor Compact-Z.
Спектрометром измерялись радиусы 

частиц в 11-ти растворах. Проводилось 
по четыре измерения каждого раствора. 
Обработка производилась программным 
обеспечением DynaLS: каналы коррелято-
ра с 30 по 150, границы поиска решения 
от 0,01 до 10 000 нм.
Среднее арифметическое значение разме-

ра липосом мускуса кабарги для двух неза-
висимых измерений составило 50 и 240 нм 
(рис. 1).
Микрофотографии липосом мускуса ка-

барги приведены на рис. 2.
Данные рис. 2А коррелируют с получае-

мыми значениями распределения по разме-
рам методом динамического светорассея-
ния (50±10 нм).
Микрофотография липосом мускуса ка-

барги после 5-ти циклов гомогенизации вы-
соким давлением (до 160 МПа) представ-
лена на рис. 2Б. Видны более гомогенные 

и однородные по размеру липосомы, без аг-
регирования и конгломерации. Данные кор-
релируют с получаемыми значениями 
распределения по размерам методом дина-
мического светорассеяния (243±10 нм).
Хроматограмма раствора липосом му-

скуса кабарги и соответствующий им масс-
спектр представлены на рис. 3.
Каждая из собираемых фракций после 

гель-размерной хроматографии подверга-
лась ВЭЖХ-МС ВР на содержание включа-
емого компонента липосом мускуса кабар-
ги в состав липосом (рис. 4).
На этапе выбора оптимального режи-

ма хроматографического разделения ком-
понентов фосфатидилхолина от вклю-
чаемого компонента липосом мускуса 
кабарги использовали набор фаз для ВЭЖХ-
разделения (С18, С8, SEC и PLRP).
Анализ восстановленных липосом по-

сле лиофилизации проводили на жидкост-
ном хроматографе Agilent Technologies 
1260 Infi nity II с использованием хрома-
тографической колонки Yar ra SEC-2000; 
4,6×300 mm; 5 μm; Phenomenex.
Элюирование осуществляли смесью, со-

стоящей из компонентов 5% В, в изократи-
ческом режиме: до 30 мин — 5% В.
Время уравновешивания колонки 

на исходных условиях — 2 мин. Компонент 
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Рис. 2. Микрофотографии липосом мускуса кабарги.
Fig. 2. Microphotographs of musk deer liposomes.

А Б

Рис. 3. Хроматограмма полного ионного тока (TIC) (сверху) и масс-спектр высокого разрешения экстракта ли-
посом мускуса кабарги (0,1 мг/мл, хроматографическая колонка ZORBAX Eclipse XDB-С18; 2,1×100 mm; 1,8 μm).
Fig. 3. Chromatogram of the total ion current (TIC) (top) and a high-resolution mass spectrum (HR-MS) of the developed 
musk liposome extract (0.1 mg/ml, ZORBAX Eclipse XDB-C18 column, 2.1×100 mm, 1.8 μm).

Рис . 4. Препаративная гель-размерная хроматограмма раствора липосом мускуса кабарги (хроматографиче-
ская колонка Enrich SEC 650; 4,6×300 mm, 10 μm).
Fig. 4. Preparative size exclusion chromatography of musk liposomes in aqueous solution (Enrich SEC 650 column, 
4.6×300 mm, 10 μm).
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А представлял собой 0,1%-й р-р муравьиной 
кислоты в деионизированной воде, компо-
нент В — 0,1%-й р-р муравьиной кислоты 
и 10%-й деионизированной воды в ацето-
нитриле. Скорость потока — 200 мкл/мин, 
время анализа составило 30 мин.
Степень включения для липосом муску-

са кабарги составила 55–70%. ζ-потенциал 
для полученных липосом имеет значе-
ния –35…–47 мВ, что свидетельствует 
о стабильности полученной липосомаль-
ной формы мускуса кабарги.

Результаты и их обсуждение
Оценку степени включения липосом му-

скуса кабарги проводили двумя методиче-
ски независимыми способами: 1) по дан-
ным гель-размерной хроматографии; 2) по 
данным ВЭЖХ-МС ВР анализа.
Данные гель-размерной хроматографии 

информативны и свидетельствуют о липо-
сомировании (образовании мицелл и липо-
сом) гомогенизацией при высоком давле-
нии (рис. 6, 7).
Данные относительных вкладов каждой 

из собираемых фракций ГРХ позволяют 
сопоставить доли получаемых липосом 
и оценить степень включения компонентов 
в состав липосом мускуса кабарги, исходя 
из понимания, что целевой фракцией, содер-
жащей липосомы с включенными биологи-
чески активными компонентами (стероиды, 
пептиды и белки), являются фракции А1–
А2, соответствующие цельным загружен-
ным липосомальным частицам с высоким 
ζ-потенциалом стабильности и установлен-
ного размера. При этом липосомированная 
форма в условиях гель-размерной хромато-
графии разделяется от низкомолекулярной 
невключаемой фракции и элюируется в на-
чальном объёме колонки.

Выводы
1. Формирование липосом мускуса кабар-

ги в условиях гомогенизации при высоком 
давлении происходит в широком диапазо-

не изучаемых соотношений лецитин : экс-
тракт мускуса кабарги. 

2. Получены гомогенные дисперсии ли-
посом мускуса кабарги с равномерным 
распределением по размерам (по данным 
динамического светорассеяния и микро-
скопии, 5 циклов циркуляции, 16 МПа), 
при этом для липосом достигнут нанораз-
мерный эффект — 50 и 240 нм.

3. Значения ζ-потенциала полученных 
наночастиц составили –35…–47 мВ и отра-
жают высокую стабильность полученных 
липосом.

4. Степень включения в липосомы це-
левых компонентов мускуса кабарги 
по данным гель-размерной хроматографии 
и масс-спектрометрии для липосом муску-
са кабарги по стероидам и общему белку 
составила 55–75%, что свидетельствует 
о высоком сродстве биологически актив-
ных компонентов препуциальной железы 
к фосфотидилхолину (лецитину), использу-
емому в технологическом цикле получения 
липосом.

5. Для липосомальной формы экстрак-
та мускуса кабарги успешно оптимизиро-
ваны условия лиофильного высушивания 
и получены опытные серии порошка-лио-
филизата для дальнейших исследований 
особенностей биологического действия 
и параметров фармакокинетики тестируе-
мых ли посом.

6. Преимуществами получения липосо-
мальной формы методом гомогенизации 
высокого давления являются стандартность 
и возможность масштабирования, высокая 
производительность метода, минимальное 
окисление и гидролиз фосфолипидов, со-
хранность и стабильность липосомального 
средства, а также возможность постоянно-
го контроля температуры и давления в про-
цессе технологии. Режим гомогенизации 
позволяет получить липосомальное сред-
ство стандартного состава, основная масса 
которых представлена частицами размера-
ми в диапазоне 50–250 нм.
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Рис. 5. Аналитическая гель-размерная хроматограмма раствора липосом мускуса кабарги (хроматографиче-
ская колонка Yarra SEC-2000; 4,6×300 mm; 5 μm).
Fig. 5. Analytical size exclusion chromatography of musk liposomes in aqueous solution (Yarra SEC-2000 column, 
4.6×300 mm, 5 μm).

Рис. 6. Гель-размерная хроматограмма липосом мускуса кабарги (хроматографическая колонка Enrich SEC 650; 
4,6×300 mm; 10 μm).
Примечание: А6, А7 — фракции целевых липосом мускуса кабар ги; А8 — фракция невключённых компонентов в 
состав липосом мускуса кабарги.
Fig. 6. Size exclusion chromatography of musk liposomes (Enrich SEC 650 column, 4.6×300 mm, 10 μm).
Note: A6, A7 — fraction of target musk liposomes; A8 — fraction of the components that were not included in the fi nal 
composition.

Рис. 7. Гель-размерная хроматограмма восстановленных после лиофильной сушки липосом мускуса кабарги 
(хроматографическая колонка Enrich SEC 650; 4,6×300 mm, 10 μm).
Примечание: А1, А2 — фракции липосом; А3 — фракция невключённых в липосомы компонентов мускуса кабар-
ги; А4 — фракция низкомолекулярных фрагментов деструкции липосом.
Fig. 7. Size exclusion chromatography of musk liposomes restored after freeze-drying (Enrich SEC 650 column, 4.6×300 
mm, 10 μm).
Note: А1, А2 (fi rst peak) — fraction of the liposomes; А3 (second peak) — fraction of the musk extract components 
that was not included in the composition; А4 (third peak) — fraction of low-molecular weight fragments of liposome 
destruction.
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Введение
Катехоламины — первые нейромедиато-

ры, участие которых в регуляции эстраль-
ного цикла было доказано еще в середи-
не прошлого века в классических опытах 
Дж. Эверетта и Ч. Сойера [9].
Известно, что именно в возрасте 

8–12 мес. у крыс начинают происходить из-
менения в эстральном цикле, наблюдается 
задержка во времени начала преовулятор-
ного подъема [12, 14, 15].
Так, например, в исследовании [3] одним 

из объектов изучения стали 13–14-мес. кры-
сы, у которых еще встречались отдельные 
эстральные циклы, но уже наблюдалось 
удлинение стадии диэструса и/или эструса. 
Начальные этапы угасания репродуктивной 
функции самок стареющих крыс сопрово-
ждаются постепенным исчезновением ха-
рактерной суточной динамики содержания 
норадреналина, что, в свою очередь, свя-
зывается с нарушениями работы циркади-
анных центров в супрахиазмальных ядрах 
гипоталамуса.
Существует ряд литературных данных, 

свидетельствующих о возраст-зависимых 
изменениях в сывороточном уровне ка-
техоламинов. В частности, обнаружено 

значительное повышение уровня катехо-
ламинов в процессе развития климактери-
ческих изменений у женщин в начальный 
период менопаузы. Однако существующие 
данные носят довольно противоречивый 
характер. В одних статьях указывается 
на то, что повышается уровень всех кате-
холаминов без исключения, в других — 
подчеркивается особенное значение по-
вышения адреналина и норадреналина. 
С указанными изменениями связывают раз-
витие особого типа кардиомиопатий (кар-
диомиопатия Такоцубо) у женщин во время 
климакса [13]. В этой связи нам представ-
лялось важным проанализировать уровень 
катехоламинов в моче лабораторных жи-
вотных в зависимости от периода развития 
и сопутствующих возрастных изменений 
в работе репродуктивной системы.
Отличительной особенностью фармако-

логического влияния препаратов пептидной 
природы является эффект кратковременного 
воздействия и развитие фармакодинамики 
после применения в течение одного часа 
независимо от способа введения. В дальней-
шем концентрация действующих веществ 
падает за счет метаболической трансформа-
ции пептидов и включения их в пул биохими-
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ческих трансформаций [7]. В исследовании 
нам представлялось важным проанализи-
ровать эффект пептидных экстрактов эндо-
кринных желез и репродуктивных органов 
(эпифиз, гипофиз, желтое тело, яичники) 
северного оленя (Rangifer tarandus), которые 
были получены с помощью метода мягкого 
лизиса. Состав указанных экстрактов пред-
ставляет собой набор короткоцепочечных 
пептидов и олигопептидов, с молекулярны-
ми массами, лежащими преимущественно 
в области от 100 до 2000 Да, с незначитель-
ным включением минорных компонентов 
с массой от 3 до 5 кДа. Метод хронотерапии, 
предложенный в данной работе, предполага-
ет возможность пролонгирования действия 
клеточных экстрактов пептидной природы 
за счёт наличия второй фазы высвобожде-
ния основного действующего вещества либо 
путём последовательного стимулирования 
фармакологических мишеней разными суб-
станциями. Экстракты пептидной природы 
(ЭПП) применяются в виде набора пептид-
ных экстрактов (НПЭ) с последовательным 
их разведением и введением, с примене-
нием технологии хронотерапии. В основе 
действия данного препарата лежит поли-
пептидный класс-эффект в виде регуляции 
центрального звена «гипоталамус — адено-
гипофиз — гонады» в условиях возрастного 
дефицита эстрогенов.
Функционирование системы «гипота-

ламус — аденогипофиз — гонады» может 
зависеть от факторов различной этиологии. 
Известно, что стрессорные воздействия, 
развитие десинхроноза, психоэмоциональ-
ные нарушения, естественное старение 
организма могут вызывать сбои в деятель-
ности системы, ответственной за репродук-
тивный потенциал организма [1, 8].
Относительно низкий уровень эстроге-

нов и прогестинов стимулирует, а высокий 
уровень — угнетает активность половых 
центров гипоталамуса. Последовательное 
сочетание положительной и отрицательной 
обратной связи определяет циклическую 

активность катехоламинов, осуществляю-
щих контроль репродуктивной функции [5].
Цель работы — изучить содержание 

катехоламинов в моче самок крыс в норме 
и при развитии возраст-зависимых изме-
нений, связанных с нарушениями эстраль-
ного цикла, на ранней стадии развития 
менопаузы, а также оценить возможное 
корригирующее влияние и отложенные 
эффекты экстрактов пептидной природы 
на возрастные нарушения в работе системы 
«гипоталамус — аденогипофиз — гонады».
Задачи исследования:
• выявить изменения эстрального цикла 

лабораторных крыс после воздействия пре-
паратов ЭПП в виде НПЭ;

• изучить содержание катехоламинов 
в моче самок крыс в предменопаузе в контро-
ле и на фоне фармакологического воздейст-
вия при возрастных изменениях.

Материалы и методы
Для исследования выбраны самки 

крыс, которые принесли 5–6 потомств. 
Исследование проводилось в два отдель-
ных возрастных периода. Возраст самок 
в первом периоде составлял 10 мес., что со-
ответствует среднему (зрелому) возрасту 
половозрелой особи. Далее крысы были пе-
редержаны до 13-ти мес., что соответствует 
возрасту пременопаузы, когда эстральный 
цикл крыс становится нерегулярным.
Самки были разделены на две груп-

пы: экспериментальная и контрольная. 
Экстракты пептидной природы представле-
ны в виде НПЭ, которые вводились после-
довательно, внутримышечно с временным 
промежутком (эпифиз + желтое тело в 930 ч 
по МСК → гипофиз + яичники в 1130 ч 
по МСК).
Экстракты пептидной природы изготовле-

ны из мозговых придатков и половых желез 
внутренней секреции северного оленя мето-
дом щадящего лизиса. Северные олени от-
носятся к животным с ярко выраженными 
сезонными биологическими циклами [6].
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Пептидные экстракты вводились после-
довательно в узком временном интервале 
между 930 и 1130 ч циркадианного времени 
(табл. 1). Продолжительность введения 
препарата составляла 21 день.
Выбор дозы был пересчитан 

на среднюю массу самок крыс, приве-
ден по аналогии с препаратом Пинеамин 
(ООО «ГЕРОФАРМ», Россия), действую-
щим веществом которого являются поли-
пептиды эпифиза PPG — 10 мг, восстанав-
ливающие нормальную функциональную 
плотность пинеалоцитов и стимулиру-
ющие синтез эндогенного мелатонина. 
После в/м введения препарата полипепти-
ды PPG попадают в нижнюю полую вену, 
минуя портальную систему, затем — в пра-
вое предсердие и далее — в артериальный 
круг по ветвям средней и задней мозговых 
артерий, минуя гематоэнцефалический ба-
рьер, сразу попадая внутрь пинеалоцитов 
через аксовазальные синапсы, где акти-
вируют синтез мелатонина и серотонина, 
что в дальнейшем направлено на купиро-
вание нейровегетативных проявлений кли-
мактерического синдрома [2].

Выявление изменений эстрального 
цикла лабораторных крыс после 
воздействия экстрактами пептидной 
природы (ЭПП) в виде набора 
пептидных экстрактов
На цитологическое исследование 

были представлены 60 препаратов вла-
галищных мазков от 20-ти крыс. Мазки 
были окрашены азур-эозином (по Рома-
новскому).
Исследование мазков проводили в про-

ходящем свете под микроскопом Leica 

DM2500, под увеличением ×400, с помо-
щью установленной на этот же микроскоп 
цифровой камеры Leica DFC450 и про-
граммного обеспечения LASV 4.8.
Статистическую обработку данных про-

водили с использованием U-критерия 
Манна — Уитни. Также применяли ранго-
вые корреляции Спирмена. Отмеченные 
корреляции с содержанием катехоламинов 
значимы на уровне p<0,05.

Метод определения катехоламинов 
в моче крыс
В микропробирку на 1,5 мл вносили 

0,5 мл мочи крыс или градуировочного 
р-ра (смесь определяемых веществ в ра-
бочих концентрациях) и добавляли 50 мкл 
внутреннего стандарта изопреналина 
в концентрации 5 мкг/мл либо вносили 
1 мл фосфатного буфера для контроля. 
Добавляли 50 мкл 0,1%-ного р-ра метаби-
сульфита калия, 500 мкл 1М трис-буфера, 
25 мг адсорбента (активированного Al2O3, 
BASi Inc., США). Далее пробы встряхива-
ли на вибромиксере в течение 5-ти мин. 
Затем образцы центрифугировали на цент-
рифуге на скорости 3000 об./мин в течение 
3-х мин, надосадочную жидкость удаляли 
пастеровской пипеткой и отбрасывали. 
Осадок адсорбента дважды промывали 
пипеткой по 1 мл бидистиллированной 
воды. Для десорбции (выделения) катехо-
ламинов к промытому адсорбенту добав-
ляли 500 мкл 0,2 М HClO4, встряхивали 
на вибромиксере 1 мин, центрифугиро-
вали при 2000 об./мин в течение 3-х мин. 
Надосадочную жидкость в объеме 20 мкл 
подвергали хроматографическому разде-
лению.

Таблица 1. Дизайн эксперимента
Table 1. Design of the experiment

Параметр Опытная группа Контрольная группа

Препарат и время введения Эпифиз + желтое тело, 930

Гипофиз + яичники, 1130
Изотонический р-р, 930

Изотонический р-р, 1130

Доза 400 мкг (100 мкл) 100 мкл
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Метод хроматографического разделения
Содержание моноаминов и их метаболи-

тов определяли с помощью метода высоко-
эффективной жидкостной хроматографии 
(ион-парная хроматография) с электрохими-
ческой детекцией (ВЭЖХ-ЭД) на жидкост-
ном хроматографе System Gold (Beckman 
Coulter, Inc., США), оснащенном амперо-
метрическим детектором RECIPE EC3000 
(Германия), с инжектором Rheodyne 7125, 
объём вкола — 20 мкл. Изучаемые вещест-
ва разделяли на обращенно-фазной колон-
ке Nucleodur C18 Gravity, 4,6×250 мм, ди-
аметр пор — 5 мкм (Mashery-Nagel GmbH 
& Co. KG, Германия). Насос System Gold 
125 (Beckman Coulter, Inc., США), ско-
рость потока подвижной фазы — 1 мл/мин, 
при давлении 200 атм. Мобильная фаза: 
0,1 M цитратно-фосфатный буфер, содер-
жащий 1,1 мМ октансульфоновой кислоты, 
0,1 мМ ЭДТА и 9% ацетонитрила (pH 3,0). 
Измерение проводили с помощью электро-
химического детектора RECIPE EC 3000 
(Германия), оборудованном измерительной 

ячейкой ClinLab ECD-Cell, Model Sputnik, 
со стеклоуглеродным рабочим электро-
дом (+0,65 В) и хлорсеребряным элек-
тродом сравнения Ag/AgCl. Регистрацию 
образцов и обработку хроматограмм про-
водили с применением аппаратно-про-
граммного комплекса «МультиХром 1,5» 
(«Амперсенд»). Все использовавшиеся 
для анализа реактивы были высокой степе-
ни чистоты: о. с. ч., х. ч. или analytical grade. 
Для калибровки хроматографа использова-
ли смеси рабочих стандартов определя-
емых веществ. Величины концентрации 
моноаминов в опытных образцах рассчиты-
вали методом «внутреннего стандарта» ис-
ходя из отношений площади пиков в стан-
дартной смеси и в образце [4, 11].
В этих условиях время удерживания со-

ставляло: 1) для норадреналина — 4,67 мин; 
2)  для адреналина — 5,22 мин; 3) для до-
фамина — 7,77 мин. Внутренний стандарт 
(адреномиметик изопреналин с финальной 
концентрацией 500 нг/мл) имел время удер-
живания 11,53 мин (рис. 1).
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Рис. 1. Типичная хроматограмма анализируемых соединений в концентрации 250 нг/мл.
Fig. 1. A typical chromatogram for the compounds under study at a concentration of 250 ng/ml.
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Предел количественного определения 
для всех трёх анализируемых катехолами-
нов составил 3,13 нг/мл. Относительная 
ошибка метода для концентрации 3,13 нг/мл 
не превышала 10%. Установлено, что в ди-
апазоне концентраций 3,13–1000 нг/мл ка-
либровочные кривые всех трёх аналитов 
линейны (рис. 2).
Параметры хроматографических кривых 

для анализируемых соединений представ-
лены в табл. 2.
Нулевая проба при построении кривой 

не учитывалась. Отклонения от номиналь-
ной концентрации для всех калибровочных 

стандартов не превышали допустимых зна-
чений (20% для нижнего предела количест-
венного определения и 15% для остальных 
стандартов).

Результаты и их обсуждение
Цитологическое исследование 
влагалищных мазков самок крыс
Результаты проведенного цитологическо-

го исследования представлены в табл. 3, 4 
и позволяют сделать следующие заклю-
чения.
Цитологические исследования влага-

лищных мазков у 10-мес. крыс в конце 
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Рис. 2. Калибровочные кривые анализируемых катехоламинов.
Fig. 2. Calibration curves of the catecholamines under study.

Таблица 2. Параметры градуировочных кривых анализируемых соединений
Table 2. Parameters of the calibration curves of the compounds under study

Вещество Формула градуировочной 
зависимости Коэффициент корреляции С. К. О., %

Норадреналин Q=0,195739·A 0,999462 2,949

Адреналин Q=0,215921·A 0,999927 6,430

Дофамин Q=0,17908·A 0,998289 5,266
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острого эксперимента выявили достоверные 
(p<0,05) различия в первой группе по срав-
нению с контролем. Наличие в мазках безъ-
ядерных клеток и слизи свидетельствует 
о том, что животные, получавшие препарат, 
находятся преимущественно в фазах эструса 
и метаэструса.
Отмечена корреляция (р<0,05) по со-

держанию катехоламинов норадренали-
на (NA), адреналина (ADR) и дофами-
на (DA) в суточной моче 10-мес. крыс 
и сдвиги в фазах эстрального цикла. 
Цитологические исследования влагалищ-
ных мазков в конце острого эксперимента 
показали наличие сдвигов фаз эстраль-
ного цикла, где сумма рангов в 2 раза от-
личалась по стимулирующему эффекту, 
животных, экспонированных к препарату 
в сравнении с контролем, а также корре-
ляцию высокого стимулирующего дейст-
вия и низкого раздражающего действия 

на фазы эстрального цикла к содержанию 
катехоламинов в суточной моче 10-мес. 
самок крыс.

Содержание катехоламинов в моче 
самок крыс
Результаты анализов представлены 

в табл. 5, 6. Сбор суточной мочи в указан-
ных группах животных производился два-
жды. Первый сбор производился у 10-мес. 
крыс после субхронического (21 день) 
введения экстрактов пептидной природы 
с целью выяснения кратковременных эф-
фектов после подострого введения. Второй 
сбор суточной мочи с целью выявления 
отложенных эффектов указанного препара-
та на содержание катехоламинов произво-
дился спустя 3 мес. после последнего по-
дострого введения препарата. Полученные 
данные представлены в табл. 5 (кратко-
срочный эффект подострого введения) 

Таблица 3. Стадии эстрального цикла в группе I крыс
Table 3. Estrous cycle stages in group I rats 

Номер животного Стадия эструса
1 Диэструс Диэструс Эструс
2 Эструс Метаэструс Эструс
3 Не показателен Не показателен Метаэструс
4 Эструс Метаэструс Эструс
5 Не показателен Диэструс Не показателен
6 Не показателен Диэструс Метаэструс
7 Метаэструс Эструс Метаэструс
8 Не показателен Не показателен Диэструс
9 Не показателен Метаэструс Эструс

10 Не показателен Эструс Проэструс

Таблица 4. Стадии эстрального цикла в группе II крыс (контрольная группа)
Table 4. Estrous cycle stages in group II rats (control)

Номер животного Стадия эструса
1 Эструс Эструс Диэструс
2 Эструс Диэструс Метаэструс
3 Метаэструс Диэструс Эструс
4 Не показателен Проэструс Диэструс
5 Эструс Эструс Диэструс
6 Не показателен Не показателен Метаэструс
7 Эструс Не показателен Метаэструс
8 Метаэструс Эструс Проэструс
9 Метаэструс Эструс Метаэструс
10 Не показателен Эструс Метаэструс
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Таблица 5. Концентрация катехоламинов в моче 10-мес. крыс после субхронического введения набора пептид-
ных экстрактов
Table 5. Concentrations of urinal catecholamines in 10-month-old rats after subchronic administration of peptide 
extracts

№ животного NA
(нг/мл)

ADR
(нг/мл)

DA
(нг/мл)

Объем
(мл)

NA
(нг/сут)

ADR
(нг/сут)

DA
(нг/сут)

11 25,49 28,13 92,35 20 509,8 562,6 1847
12 69,02 32,03 150,13 8,9 614,278 285,067 1336,157
13 42,4 38,06 190,57 3,8 161,12 144,628 724,166
14 42,86 33,98 101,84 7,8 334,308 265,044 794,352
15 57,66 37,71 163,65 6,9 397,854 260,199 1129,185
16 41,55 32,78 90,66 6,6 274,23 216,348 598,356
17 60,08 36,66 79,83 10 600,8 366,6 798,3
18 82,33 27,16 162,59 9,4 773,902 255,304 1528,346
19 53,8 11,84 50,93 20 1076 236,8 1018,6
20 45,74 24,99 108,98 7,8 356,772 194,922 850,044
21 45,74 36,06 113,2 6,3 288,162 227,178 713,16
22 75,56 34,23 212,19 4,7 355,132 160,881 997,293
23 40,43 13,53 74,5 9,1 367,913 123,123 677,95
24 38,54 17,56 72,04 8,9 343,006 156,284 641,156
25 57,18 31,75 95,66 5,9 337,362 187,325 564,394
26 46,84 22,35 254,35 7,2 337,248 160,92 1831,32
27 18,64 11,34 27,49 15 279,6 170,1 412,35
28 40,75 14,59 56,64 10 407,5 145,9 566,4
29 66,37 44,18 117,14 6,9 457,953 304,842 808,266
30 52,08 25,74 96,63 6,8 354,144 175,032 657,084

Таблица 6. Концентрация катехоламинов в моче 13-мес. крыс спустя 3 мес. после финальной инъекции под-
острого введения набора пептидных экстрактов
Table 6. Concentrations of urinal catecholamines in 13-month-old rats 3 months after the fi nal subacute administration 
of peptide extracts

№ животного NA
(нг/мл)

ADR
(нг/мл)

DA
(нг/мл)

Объем
(мл)

NA
(нг/сут)

ADR
(нг/сут)

DA
(нг/сут)

11 49,1 9,74 105,28 9,8 481,18 95,452 1031,744
12 108,71 26,14 185,73 10 1087,1 261,4 1857,3
13 251,42 69,86 510,1 4,5 1131,39 314,37 2295,45
14 21,3 8,88 51,55 20 426 177,6 1031
15 200,55 35,05 408,45 4,1 822,255 143,705 1674,645
16 83,94 23,12 248,43 8 671,52 184,96 1987,44
17 141,23 21,6 244,28 5,2 734,396 112,32 1270,256
18 62,37 5,98 92,93 10,5 654,885 62,79 975,765
19 25,13 8,75 88,85 18 452,34 157,5 1599,3
20 136,78 67,89 181,4 6,6 902,748 448,074 1197,24
21 103,17 29,94 266,04 6,5 670,605 194,61 1729,26
22 92,74 6,58 173,87 8,1 751,194 53,298 1408,347
23 130,5 13,14 150,43 9,5 1239,75 124,83 1429,085
24 89,09 11,88 200,99 9 801,81 106,92 1808,91
25 229,5 58,37 341,6 3,6 826,2 210,132 1229,76
26 50,7 8,96 182,69 9 456,3 80,64 1644,21
27 22,7 15,9 67,23 18 408,6 286,2 1210,14
28 46,58 47 128,66 9,6 447,168 451,2 1235,136
29 164,86 63,05 307,36 6 989,16 378,3 1844,16
30 76,78 16,64 199,74 6,2 476,036 103,168 1238,388
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и табл. 6 (отложенный эффект). Приведены 
значения концентрации катехоламинов 
(норадреналина, адреналина и дофамина), 
выраженные в нг/мл, объем суточной мочи 
и количество катехоламинов — в нг, экс-
кретированных за сутки (нормированные 
на объем суточной мочи).
Полученные данные были статистиче-

ски обработаны методом дисперсионного 
анализа, на основании которого показано, 
что субхроническое внутримышечное вве-
дение набора пептидных экстрактов вызы-
вает кратковременный эффект на уровень 
катехоламинов, выражающийся в досто-
верном реактивном повышении уровня 
дофамина, адреналина и норадренали-
на в суточной моче крыс в сравнении 
с контро лем (рис. 3). Также была отмечена 

тенденция к повышению уровня адрена-
лина, что в целом может свидетельство-
вать о мягком тонизирующем эффекте 
пре парата.
Повторный сбор суточной мочи выполня-

ли спустя 3 мес., в течение которых живот-
ные не получали препарата. Данный про-
боотбор был предназначен для выявления 
возможных отложенных эффектов субхро-
нического введения набора экстрактов пеп-
тидной природы на уровень катехоламинов 
или неуправляемых факторов, связанных 
с пролиферативным действием пептидов. 
Дисперсионный анализ при межгрупповом 
сравнении не выявил достоверных отли-
чий между контрольной группой животных 
и группами животных, принимавших пре-
парат (рис. 4).
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Рис. 3. Влияние субхронического введения набора пептидных экстрактов на концентрацию катехоламинов в 
моче 10-мес. крыс.
Примечание: * — достоверное отличие от контроля, p<0,05, критерий Фишера.
Fig. 3. Effects of subchronic peptide extract administration on the concentration of urinal catecholamines in 10-month-
old rats.
Note: * — signifi cant difference from control, p <0.05, Fisher’s test.
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В то же время нужно отметить, что нами 
были обнаружены выраженные отличия 
в содержании катехоламинов во всех груп-
пах крыс по сравнению с первым пробоотбо-
ром, причем для норадреналина и дофамина 
эти отличия были статистически значимы-

ми (p<0,05, критерий Фишера). В среднем 
у 13-мес. крыс наблюдается увеличение уров-
ня катехоламинов на 40–50% по сравнению 
концентрацией катехоламинов, обнаружива-
емой в этих группах животных в 10-мес. воз-
расте (табл. 7). Полученные результаты хоро-
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Рис. 4. Влияние субхронического введения смеси пептидов на концентрацию катехоламинов в моче 13-мес. крыс.
Fig. 4. Effects of subchronic administration of peptide extracts on the concentration of urinal catecholamines in 
13-month-old rats.

Таблица 7. Сводные данные концентрационных значений катехоламинов, объединённые по группам и возра-
стам, нг/сут
Table 7. Summary data on the catecholamine concentration values, combined by groups and age, ng/day

Вещество Норадреналин (NA) Адреналин (ADR) Дофамин (DA)
Возраст 
самок 
крыс

10 мес. 13 мес. 10 мес. 13 мес. 10 мес. 13 мес.

Группа 1 509,906±85,202* 736,381±79,378# 247,212±20,601* 206,968±39,117 1062,450±126,071* 1492,014±145,152#

Группа 2 352,802±16,464 699,872±88,658# 176,045±17,204 194,109±46,491 786,937±126,022 1457,570±90,425#

Примечания: * — значимые отличия по сравнению с контролем (p<0,05); # — возрастные отличия по сравне-
нию с предыдущими значениями внутри группы. При p<0,05, критерий Фишера.
Notes: * — signifi cant differences compared to the control (p <0.05); # — age differences compared to previous values 
within the group. For p <0.05, Fisher’s test.
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шо согласуются с литературными данными, 
согласно которым доказано: как возраст сам 
по себе, так и менопауза могут повышать уро-
вень катехоламинов в крови [16], что, в свою 
очередь, приводит к ослаблению активности 
вегетативной нервной системы [10].

Выводы
1. Выявлено наличие сдвигов фаз эстраль-

ного цикла лабораторных крыс после воз-
действия препаратов пептидной природы 
в виде набора пептидных экстрактов и по-
следовательного их введения.

2. Субхроническое (инъекционное) вве-
дение смеси пептидов в течение 21-го дня 
характеризуется достоверным повышени-
ем уровня катехоламинов в суточной моче 
10-мес. крыс.

3. Сравнительный анализ суточной мочи 
самок крыс в возрасте 10-ти и 13-ти мес. 
обнаруживает достоверное возраст-зави-
симое повышение содержания катехола-
минов.

4. Значимого отложенного влияния пеп-
тидов на содержание катехоламинов в су-
точной моче 13-мес. крыс не выявлено.
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ОСОБЕННОСТИ ФАРМАКОДИНАМИКИ ГЛИПРОЛИНОВЫХ 
ПЕПТИДОВ ПО ПАРАМЕТРАМ ЖИРОВОГО ОБМЕНА 
И ТРОМБОЭЛАСТОГРАММЫ НА ФОНЕ РАЗВИТИЯ 

МЕТАБОЛИЧЕСКОГО СИНДРОМА У КРЫС

Т.Ю. Оберган*, М.Г. Ляпина, М.Е. Григорьева, Л.А. Ляпина
ФГБОУ ВО «Московский государственный университет им. М.В. Ломоносова»

119234, Российская Федерация, Москва, Ленинские горы, д. 1/12

При использовании модели животных с метаболическим синдромом получены эксперименталь-
ные данные о биологическом действии препаратов пептидов глипролинового ряда — Pro-Gly-Pro, 
Pro-Arg-Pro, Arg-Pro-Gly-Pro и Pro-Gly-Pro-Leu на процессы свертывания крови и липидный обмен 
в динамике. В условиях повышенной свертываемости крови и гиперхолестеринемии исследован-
ные регуляторные пептиды вводились интраназально многократно в течение 7-ми сут ежедневно 
через каждые 24 ч. Установлено, что через 20 ч после последнего введения пептидов параметры 
тромбоэластограммы свидетельствовали о восстановлении функционального состояния свертываю-
щей и противосвертывающей систем организма с одновременным позитивным сдвигом показателей 
жирового обмена. Эти изменения сохранялись и через 7 сут после отмены введения препаратов. 
Сущность действия исследованных пептидов заключается в регуляторном воздействии на процессы 
гемостаза и одновременно на жировой обмен.

Ключевые слова: регуляторные пептиды, глипролины, жировой обмен, метаболический синдром, 
система гемостаза, фибринолиз, тромбоэластография
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GLYPROLINE PEPTIDE PHARMACODYNAMICS IN RATS 
IN THE SETTING OF METABOLIC SYNDROME 
BY THE PARAMETERS OF LIPID METABOLISM 

AND TROMBOELASTOGRAMMA

Tamara Yu. Obergan*, Margarita G. Lyapina, Marina E. Grigorjeva, Ludmila A. Lyapina
Lomonosov Moscow State University

119234, Russian Federation, Moscow, Leninskie gory str., 1/12

In this study, experimental data on the biological action of glyproline peptides — Pro-Gly-Pro, Pro-Arg-
Pro, Arg-Pro-Gly-Pro and Pro-Gly-Pro-Leu — on the processes of blood coagulation and lipid metabo-
lism were obtained using animal models of metabolic syndrome. Under the conditions of increased blood 
clotting and hypercholesterolemia, the regulatory peptides under study were administered intranasally for 
7 days once every 24 hours. 20 hours after the last peptide administration, thromboelastogram parameters 
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confi rmed the restoration of the functional state of the coagulating and anticoagulant systems. In addition, 
a simultaneous positive shift in the parameters of lipid metabolism was observed. These changes lasted for 
7 days following the withdrawal of the drugs. It is found that the biological action of the peptides under 
study consists in their simultaneous regulatory impact on the processes of hemostasis and lipid metabolism.

Keywords: regulatory peptides, glyprolines, lipid metabolism, metabolic syndrome, hemostasis, fi brinol-
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Введение
В последние годы внимание физиологов, 

клиницистов и фармакологов приковано 
к изучению природных соединений с высо-
кой биологической активностью. Большой 
интерес вызывают биологически активные 
соединения пептидной природы. Известно, 
что регуляторные пептиды глипролинового 
ряда способны предотвращать процессы 
тромбообразования при повышенной свер-
тываемости крови, возникающей в организ-
ме в разных условиях (развитие атероскле-
ротических изменений в сосудах, сахарный 
диабет, предтромбоз и др.). При этом мо-
гут наблюдаться дислипидемия (сочетание 
низкого уровня холестерина липопротеи-
дов высокой плотности — Хc-ЛПВП, повы-
шенной концентрации холестерина липо-
протеидов низкой плотности — Хc-ЛПНП, 
гипертриглицеридемии), инсулинорези-
стентность, артериальная гипертензия, 
снижение фибринолиза, ожирение, повы-
шение уровня глюкозы крови [1, 19]. Все 
эти нарушения объединены рамками мета-
болического синдрома (МС) и длительное 
время протекают бессимптомно. МС — это 
комплексное заболевание, включающее 
ряд факторов риска, которые способствуют 
развитию сердечно-сосудистых осложне-
ний, вызывающих тяжелое течение процес-
са и в конечном итоге летальность [5, 9]. 

В проспективных исследованиях было оце-
нено, что МС связан с двукратным увели-
чением риска развития кардиоваскулярной 
патологии. Присутствие МС у лиц без ди-
абета повышает вероятность развития диа-
бета 2-го типа в 7 раз [11].
Выяснение патогенеза МС позволяет 

выработать правильную терапевтическую 
стратегию, основным принципом которой 
является изменение стиля жизни — уве-
личение физической активности, коррек-
ция диеты, снижение массы тела. Эти 
факторы оказывают позитивное влияние 
на все метаболические нарушения, харак-
терные для МС. В качестве терапевтиче-
ских средств рекомендовано применение 
статинов [10, 11], но в настоящее время 
нет четких данных относительно степени 
эффективности препаратов этого ряда у па-
циентов с МС. Статины снижают кардио-
васкулярный риск у пациентов с низким 
уровнем Хс-ЛПВП, но они не оказывают 
существенного влияния на повышение их 
уровня. Фибраты могут быть использованы 
при атерогенных дислипопротеидемиях, 
связанных с МС [5].
Для восстановления метаболизма в орга-

нах и тканях и коррекции нарушений в си-
стеме гемостаза рекомендуется применять 
различные антилипидемические сред-
ства совместно с антитромботическими 
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[3, 15, 18]. В то же время при нарушениях 
гомеостаза предлагается использовать ряд 
пептидных соединений, восстанавливаю-
щих компенсаторно-приспособительные 
реакции организма [4, 16]. Регуляторные 
пептиды глипролинового ряда (Pro-Gly-Pro, 
Pro-Gly и др.) способствуют нормализации 
функции гемостаза (антиагрегационной, 
антикоагулянтной и фибринолитической) 
при развитии гиперхолестеринемии и ги-
пергликемии в организме [16].

Целью исследования явилось из-
учение динамики сочетанного терапевти-
ческого действия регуляторных пептидов 
Pro-Gly-Pro (PGP), Pro-Arg-Pro (PRP), 
Pro-Gly-Pro-Leu (PGPL), Arg-Pro-Gly-Pro 
(RPGP) на липидный обмен по данным 
липидограмм и на состояние системы ге-
мостаза по результатам тромбоэластогра-
фического исследования на модели крыс 
с экспериментальным метаболическим 
синдромом.

Материалы и методы
В работе применялись пептиды PGP, PRP, 

PGPL, RPGP, синтезированные в Институте 
молекулярной генетики РАН (Москва).
В экспериментах было использовано 

68 лабораторных белых крыс-самцов попу-
ляции линий Wistar массой тела 300–400 г 
(возраст 9–10 мес.), полученных из фили-
ала «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России (Московская обл.). Все эксперимен-
ты на животных проведены в соответствии 
с этическими принципами и документами, 
рекомендованными Европейской конвен-
цией по защите позвоночных животных 
(Стокгольм, 15.06.2006 г.). Индуцирование 
метаболических нарушений вызывали вы-
сококалорийной диетой (ВКД) [16]. Состав 
ВКД включает избыток углеводов, холесте-
рина и насыщенных жирных кислот: жир 
свиной (15% по массе), манную кашу на мо-
локе (30%), муку пшеничную и белый хлеб 
(15%), сахарный песок (5%), животные 

жиры (маргарин с гидрогенизированными 
жирами, майонез, сыр) (25%), стандартный 
сухой корм ООО «Лабораторкорм» (10%). 
В качестве питья животные получали 10% 
р-р глю козы.
До проведения экспериментов крысы 

в течение 6-ти нед. получали ВКД c целью 
развития у них МС. Далее при продолжа-
ющемся соблюдении ВКД животные были 
разделены на пять групп: 4 опытные, по-
лучавшие 7-кратно интраназально каж-
дый из четырех исследуемых пептидов 
в дозах 50 мкг/кг, и контрольную, получав-
шую в те же сроки и подобным образом 
вместо пептидов 0,85% NaCl (физ. р-р). 
Дополнительно в экспериментах использо-
вали нормальных здоровых крыс, которые 
содержались на обычном лабораторном ра-
ционе и не получали никаких препаратов.
Через 20 ч после последнего 7-го введе-

ния пептидов или физ. р-ра и через 7 сут 
после отмены их применения при продол-
жающемся содержании животных на ВКД 
у них натощак брали кровь на анали-
зы. Взятие крови осуществляли из vеna 
jugularis в количестве 2 мл с использовани-
ем в качестве консерванта 3,8% р-ра цитра-
та натрия в соотношении кровь:консервант 
как 9:1. Образцы крови центрифугировали 
при 3000 g в течение 10–12 мин для получе-
ния бедной тромбоцитами плазмы.
Показатели жирового обмена в плазме 

крови исследовали энзиматическим ко-
лориметрическим методом с использова-
нием набора реагентов фирмы «Ольвекс 
Диагностикум» (Россия). При этом опре-
деляли концентрации (в ммоль/л) общего 
холестерина (ОХ), Хс-ЛПВП и триглицери-
дов. Концентрацию Хс-ЛПНП рассчитыва-
ли по формуле Хс-ЛПНП = ОХ – Хс-ЛПВП.
В крови определяли биохимические пара-

метры гемостаза по данным тромбоэласто-
графического (ТЭГ) исследования: R (вре-
мя реакции, соответствующее невидимой 
фазе свертывания), К (время образования 
сгустка до появления первых фибрино-
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вых нитей), ma (максимальная амплитуда, 
свидетельствующая об уровне фибриноге-
на крови), T (общее время свертывания). 
Показатель R характеризует 1-ю стадию 
процесса свертывания крови (образование 
тромбопластина и фактора Х), показатель 
K — 2-ю стадию свертывания (тромбино-
образование), показатель ma — 3-ю стадию 
(процесс фибринообразования), а показа-
тель T — весь процесс образования сгустка 
[6]. Определение параметров ТЭГ произво-
дили на приборе Hellige (Германия).
Полученные данные были подвергну-

ты статистической обработке по непара-
метрическому критерию Манна — Уитни 
(Statistica 8.0).

Результаты и их обсуждение
На модели крыс с МС, который вызыва-

ли 6-недельным кормлением пищей, обо-
гащенной жирами и углеводами, при по-
стоянном соблюдении крысами ВКД были 
продемонстрированы гемостазиологиче-
ские эффекты (по данным тромбоэласто-
графического исследования крови) регу-
ляторных пептидов с одновременным их 
влиянием на жировой обмен.
Как видно из табл. 1, в крови контрольных 

животных, содержащихся на ВКД, наблюда-
лось достоверное повышение концентрации 
ОХ (на 18–20%), триглицеридов (на 75%), 
Хс-ЛПНП (на 45%) и снижение концентра-
ции Хс-ЛПВП (на 17%) по сравнению с нор-
мальными здоровыми крысами. Полученные 
данные свидетельствовали о развитии МС 
в организме крыс [12], которым проводили 
в дальнейшем терапию пептидами.
После многократного, в течение 7-ми 

раз, применения каждого из пептидов было 
установлено, что спустя 20 ч у крыс на фоне 
ВКД в плазме крови снижался уровень ОХ 
на 8–10%, Хс-ЛПНП — на 8% (PGP), 17% 
(PRP), 24% (PGPL), 31% (RPGP) и тригли-
церидов — на 40% (PRP), 44% (PGPL), 
49% (PGP), 48% (RPGP). Кроме того, после 
действия пептида PGPL отмечалось по-

вышение Хс-ЛПВП на 34% по сравнению 
с контролем (ВКД без введения пептидов). 
Через 7 сут после отмены применения всех 
пептидов уровень ОХ сохранялся снижен-
ным. Уровень триглицеридов оставался 
уменьшенным после действия PRP, RPGP 
и PGP. В этот период PGPL и RPGP вызы-
вали выраженное повышение Хс-ЛПВП, 
но не изменяли Хс-ЛПНП, в то время 
как трипептиды PGP и PRP способствовали 
еще большему снижению Хс-ЛПНП, чем 
через 20 ч после последнего 7-го введения 
пептидов (табл. 1).
По результатам исследования параметров 

липидного обмена следует, что пептиды 
глипролинового ряда, содержащие как ар-
гинин, так и лейцин, способны улучшать 
параметры липидного профиля в условиях 
развития МС при постоянном соблюдении 
крысами ВКД. Максимальный гипохо-
лестеринемический эффект был выявлен 
у RPGP.
По параметрам гемостаза у контрольных 

животных, получавших ВКД на протяже-
нии более 6-ти недель, отмечалась гиперко-
агуляция: достоверно повысилась сверты-
ваемость крови по данным ТЭГ: параметры 
R, K, ma, T уменьшились по сравнению 
с нормой на 25, 50, 16 и 17% соответствен-
но (табл. 2).
Спустя 20 ч после интраназального мно-

гократного (в течение 7-ми раз) введения 
исследованных пептидов крысам c развив-
шимся МС в плазме крови удлинялись по-
казатели ТЭГ по сравнению с контролем: 
R повышался на 41% (при действии PRP, 
PGPL), 35% (при действии PGP) и 52% (при 
действии RPGP); K — на 103% (PRP), 48% 
(PGP), 70% (PGPL), 80% (RPGP); ma — 
на 54% (PRP), 42% (PGP), 17% (PGPL), 57% 
(RPGP); Т — на 91% (PRP), 46% (PGP), 
51% (PGPL), 69% (RPGP).
Через 7 сут после отмены введения пре-

паратов пептидов ТЭГ исследование крови 
показало по сравнению с контролем сле-
дующее: R оставался повышенным на 37–
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39% (при действии PRP, PGPL), 34% (PGP) 
и 46% (RPGP); K обнаруживал еще большее 
увеличение — на 154% (PRP), 100% (PGP), 
85% (PGPL), 116% (RPGP); ma хотя и оста-
валась повышенной, но в меньшей степе-
ни, чем через 20 ч после 7-го введения, — 
на 52% (PRP), 7% (PGP), 20% (PGPL), 54% 
(RPGP); Т превышал контрольный уровень 
на 86% (PRP), 49% (PGP), 50% (PGPL), 50% 
(RPGP) (табл. 2).
Следовательно, по данным ТЭГ иссле-

дования, аргининсодержащие пептиды 
PRP и RPGP по сравнению с лейцинсо-
держащим PGPL оказывали наибольший 
антикоагулянтный и ингибиторный по от-
ношению к факторам свертывания крови 

эффект. Максимальное их действие про-
являлось в отношении процесса тромби-
нообразования (2-й стадии свертывания 
крови), что продемонстрировано по па-
раметру K ТЭГ крови. Это подтверждает 
данные работы [2] о влиянии др. пептидов 
на ингибирование активности фермента 
тромбина. В наших исследованиях впер-
вые был доказан факт блокады активности 
тромбина аргининсодержащими пептида-
ми, которые, возможно, из-за присутствия 
в их структуре аминокислоты аргинина, 
способствующего выбросу из сосудистого 
эндотелия оксида азота [14], и проявляют 
антикоагулянтное действие в организме. 
Лейцинсодержащий пептид из-за присут-

Таблица 1. Динамика изменения липидного профиля (ммоль/л) в крови крыс, получавших 7-кратно интраназаль-
но пептиды PRP, PGP, PGPL, RPGP на фоне развития метаболического синдрома (M±m)
Table 1. Dynamics of changes in the lipid profi le (mmol/l) in the blood of rats with metabolic syndrome treated with 
7-fold intranasal peptides PRP, PGP, PGPL, RPGP (M±m)

Группы животных Общий холестерин Хс-ЛПВП Хс-ЛПНП Триглицериды
Через 20 ч после 7-го введения препаратов

Контроль (ВКД) 2,017±0,059## (100%) 0,908±0,056 (100%) 1,082±0,028## 
(100%) 1,403±0,103## (100%)

PRP+ВКД 1,824±0,081 (91%) 0,922±0,042 (102%) 0,898±0,054** 
(83%)

0,839±0,046**
(60%)

PGP+ ВКД 1,872±0,052
(93%) 0,88±0,048 (97%) 0,992±0,027*

(92%)
0,718±0,04

(51%)**

PGPL+ВКД 1,815±0,081
(90%)

1,217±0,050
(134%)**

0,822±0,029*
(76%)

0,785±0,059
(56%)**

RPGP+ВКД 1,855±0,052
(92%)

1,062±0,06
(117%)

0,747±0,054*
(69%)

0,730±0,063**
(52%)

Норма (здоровые 
крысы)

1,674±0,08**
(83%)

1,081±0,048*
(119%)

0,594±0,052** 
(55%)

0,477±0,029**
(34%)**

Через 7 сут после отмены введения препаратов
Контроль

(ВКД)
1,773±0,071##

(100%)
0,822±0,05

(100%)
0,957±0,054##

(100%)
1,53±0,087##

(100%)

PRP+ВКД 1,472±0,067*
(83%)

0,863±0,043
(105%)

0,618±0,045** 
(65%)

1,22±0,056*
(80%)

PGP+ВКД 1,58±0,09
(89%)

0,954±0,082
(116%)

0,626±0,048** 
(66%)

0,84±0,063**
(55%)

PGPL+ВКД 1,826±0,087
(103%)

1,307±0,065**
(159%)

0,871±0,048
(91%)

1,514±0,08
(99%)

RPGP+ВКД 1,560±0,083
(88%)

1,183±0,036**
(144%)

0,928±0,063
(97%)

1,086±0,043*
(71%)*

Норма (здоровые 
крысы)

1,401±0,052**
(79%)

0,945±0,025*
(115%)

0,457±0,019** 
(48%)

0,52±0,015**
(34%)

Примечание: ## p<0,01 — достоверность различий по сравнению с группой «Норма»; * p<0,05, ** p<0,01 — 
достоверность различий по сравнению с группой «Контроль (ВКД)». В скобках указан процент от контроля, 
принятого за 100%.
Note: ## p<0.01 — signifi cance of differences compared to health rats; * p<0.05, ** p<0.01 — signifi cance of differences 
compared to the control. The percentage of the control group taken as 100% is given in brackets.
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ствия в его структуре молекулы лейцина, 
положительно влияющего на жировой 
обмен [7, 13], оказывает наилучшее ги-
похолестериновое действие, более эф-
фективно, чем другие пептиды, снижая 
Хс-ЛПНП и триглицериды. Ранее было 
показано, что регуляторный пептид PGP 
[8] при интраназальном многократном 
введении в организм животных с гиперхо-
лестеринемией оказывает нормохолесте-
ринемическое действие с одновременным 
проявлением фибриндеполимеризаци-
онных и антикоагулянтных активностей 
в кровотоке, что может быть обуслов-
лено его структурными особенностями. 
Исследованные нами пептиды можно от-

нести к препаратам антитромботического 
и гиполипидемического действия.
Важная роль в энергетическом и метабо-

лическом обеспечении организма принад-
лежит крови. С другой стороны, нарушение 
взаимодействия между пептидами и бел-
ками лежит в основе многих заболеваний, 
в т. ч. и МС. Однако практически отсут-
ствует какая-либо система для выявления 
индивидуальных молекулярных основ ме-
таболизма, факторов эндогенной природы, 
определяющих физиологический уровень 
обмена. В настоящей работе использован 
специальный подход для выявления вли-
яния биологически активных соединений 
эндогенного происхождения — пептидов 

Таблица 2. Динамика изменения параметров тромбоэластографического исследования крови крыс, получавших 
7-кратно интраназально пептиды PRP, PGP, PGPL, RPGP на фоне развития метаболического синдрома (M±m)
Table 2. Dynamics of changes in the parameters of blood thromboelastographic examination of rats with metabolic 
syndrome treated with 7-fold intranasal peptides PRP, PGP, PGPL, RPGP (M±m)

Группы животных R, с (%) K, с (%) ma, мм (%) T, с (%)
Через 20 ч после 7-го введения препаратов

Контроль (ВКД) 34,0±6,6##

(100%)
60,0±3,4##

(100%)
27,3±1,1##

(100%)
120,0±14,8##

(100%)

PRP+ВКД 48,0±5,4*
(141%)

140,0±11,0**
(203%)

42,0±0,5**
(154%)

230,0±5,03**
(191%)

PGP+ВКД 46,0±3,1**
(135%)

90,3±4,8**
(148%)

39,0±1,6**
(142%)

175,0±9,7**
(146% )

PGPL+ВКД 48,0±2,0**
(141%)

102,0±6,0**
(170%)

32,0±6,0**
(117%)

182,0±2,8**
(151%)

RPGP+ВКД 52,0±7,0**
(152%)

108,0±3,4**
(180%)

43,0±1,5**
(157%)

203,0±3,0**
(169%)

Норма (здоровые крысы) 60,0±4,2
(176%)

90,0±4,8
(150%)

46,0±4,0
(158%)

196,0±14,1
(163%)

Через 7 сут после отмены введения препаратов

Контроль (ВКД) 34,4±5,5##

(100%)
48,0±4,2##

(100%)
40,8±4,7
(100%)

124,0±3,4##

(100%)

PRP+ВКД 48,0±9,1*
(139%)

122,0±0,9
(254%)

62,4±6,3**
(152%)

232,0±21,08**
(186%)

PGP+ВКД 46,2±1,5*
(134%)

96,0±3,6
(200%)

43,5±0,5
(107%)

185,7±7,5**
(149%)

PGPL+ВКД 47,3±0,4
(137%)

90,0±3,47
(185%)

49,0±15,0
(120%)

186,3±3,0**
(150%)

RPGP+ВКД 50,2±4,2
(146%)

102,0±1,8
(216%)

63,2±3,9
(154%)

215,4±6,2**
(150%)

Норма (здоровые крысы) 55,0±7,0
(162%)

66,3±4,9
(137%)

42,4±1,0
(103%)

163,7±6,1
(132%)

Примечание: ## p<0,01 — достоверность различий по сравнению с группой «Норма»; * p<0,05, ** p<0,01 — 
достоверность различий по сравнению с группой «Контроль (ВКД)». В скобках указан процент от контроля, 
принятого за 100%.
Note: ## p<0.01 — signifi cance of differences compared to healthy rats; * p<0.05, ** p<0.01 — signifi cance of differences 
compared to the control. The percentage of the control group taken as 100% is given in brackets.

Т.Ю. Оберган, М.Г. Ляпина, М.Е. Григорьева, Л.А. Ляпина
«Особенности фармакодинамики глипролиновых пептидов по параметрам жирового обмена 

и тромбоэластограммы на фоне развития метаболического синдрома у крыс»



НОВЫЕ РЕГУЛЯТОРНЫЕ ПЕПТИДЫ | NEW REGULATORY PEPTIDES

64 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2019 | Toм 15 | № 4 | 58–66

глипролинового ряда различной структуры, 
а именно с добавлением таких аминокис-
лот, как аргинин и лейцин.
Полученные новые экспериментальные 

данные свидетельствуют о сочетанном вли-
янии аргинин- и лейцинсодержащих гли-
пролинов на процессы свертывания крови 
и липидный обмен в организме. Эти пепти-
ды относятся к низкомолекулярным эндо-
генным компонентам метаболизма органов 
и тканей. Установленные нами результаты 
свидетельствуют о перспективности ис-
пользования препаратов регуляторных пеп-
тидов в качестве терапевтических средств 
защиты организма даже в условиях уже 
развившегося МС. Модельные эксперимен-
ты, проведенные с аргининсодержащими 
пептидами, показали, что под влиянием 
этих эндогенных метаболитов могут из-
меняться тромбоэластографические пара-
метры — степень и скорость образования 
фибринового сгустка в кровотоке, а также 
липидный профиль крови.
Под воздействием пептидов глипроли-

нового ряда с добавленными аргинином 
или лейцином наблюдался однонаправлен-
ный характер сдвига тромбоэластографи-
ческих показателей в сторону гипокоагу-
ляции, однако глипролины с добавленным 
аргинином проявляли больший эффект, 
чем глипролины с лейцином, что возможно 
объяснить антитромботическим действием 
этой аминокислоты [17]. В то же время гли-
пролины с лейцином практически более эф-
фективно влияли на липидный обмен, улуч-
шая степень снижения в крови Хс-ЛПНП 
и триглицеридов, что обусловлено способ-
ностью самого лейцина снижать уровень 
холестерина при ожирении [13]. Очевидно, 
что различия в структуре пептидов глипро-
линового ряда обусловливают определен-

ный характер их функций. Выявлена от-
четливая тенденция: поступление в кровь 
глипролиновых пептидов способствовало 
снижению времени наступления свертыва-
ния крови, т. е. предотвращению процессов 
фибрино- и тромбообразования, с одновре-
менным улучшением параметров липидно-
го обмена.

Выводы
Полученные результаты указывают 

на потенциальные возможности указанных 
соединений влиять на гомеостатические 
процессы, изменять метаболизм и функ-
ции клеток, участвовать в регуляции об-
мена веществ и поддерживать метаболиче-
ский баланс. Эти результаты дают новый 
фактический материал, характеризующий 
особенности структурно-функциональ-
ного взаимодействия, лежащие в основе 
способности исследуемых регуляторных 
пептидов глипролинового ряда влиять 
на гомеостаз организма. Становится все бо-
лее очевидным, что в регуляции метаболи-
ческих процессов организма значительную 
роль играют низкомолекулярные соедине-
ния пептидной природы.
Таким образом, в условиях моделиро-

вания метаболического синдрома у крыс 
исследованные нами пептиды обладают 
уникальным сочетанным действием на па-
раметры жирового обмена и показатели си-
стемы гемостаза, повышая антикоагулянт-
ные и гипохолестеринемические свойства 
плазмы крови. Эти пептиды могут быть от-
несены к терапевтическим средствам с ан-
титромботическими и гиполипидемически-
ми свойствами при нарушениях жирового 
обмена. Наиболее выраженное и устойчи-
вое позитивное действие на организм про-
являли аргининсодержащие пептиды.
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ГУМАНИЗИРОВАННЫЕ МЫШИ: 
МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ, МОДЕЛИ И ИСПОЛЬЗОВАНИЕ 

В ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ОНКОЛОГИИ (ОБЗОР)

О.И. Кит, А.Ю. Максимов, Т.П. Протасова*, А.С. Гончарова, Д.С. Кутилин, 
Е.А. Лукбанова

ФГБУ «Ростовский научно-исследовательский онкологический институт» Минздрава России
344037, Российская Федерация, Ростов-на-Дону, ул. 14-я линия, д. 63

В лабораториях разных стран ведется постоянная работа по улучшению существующих, а также со-
зданию новых биологических объектов, моделирующих различные заболевания человека. Иммуно-
дефицитные мыши, которым трансплантированы функциональные клетки и ткани человека, а также 
трансгенные животные, в геноме которых интегрированы соответствующие человеческие гены — 
то есть «гуманизированные мыши», — все чаще выступают в качестве тест-систем в различных 
биомедицинских исследованиях. Модели гуманизированных мышей постоянно совершенствуются 
и в настоящее время используются для изучения биологических реакций человека, в качестве докли-
нических инструментов для тестирования лекарственных средств, для выявления патогенетических 
механизмов широкого спектра заболеваний. В частности, такие животные играют все более важную 
роль в изучении специфических для человека инфекционных агентов, а также широко применяются 
в исследованиях биологии рака и разработках новых противоопухолевых воздействий. Кроме того, 
гуманизированные мыши все чаще используются в качестве трансляционных моделей во многих 
областях клинических исследований, включая трансплантологию, иммунологию и онкологию. В ко-
нечном счете использование гуманизированных животных может привести к внедрению действи-
тельно «персонализированной» медицины в клиническую практику. В данном обзоре обсуждаются 
современные достижения в получении и использовании гуманизированных мышей, подчеркивается 
их полезность для изучения патогенеза, а также разработки новых методов лечения онкологических 
заболеваний человека.

Ключевые слова: гуманизация животных, ксенотрансплантация, иммунодефицитные мыши, моде-
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Research laboratories in various countries are constantly endeavouring to improve the existing and to 
create new biological objects to simulate various human diseases. Immunodefi cient mice with transplanted 
human functional cells and tissues, as well as transgenic animals with the relevant human genes integrated 
in their genome — i. e. humanized mice — are increasingly used as test systems in biomedical studies. 
Humanized mouse models are constantly being improved to fi nd application in studies investigating human 
biological reactions and identifying the pathogenetic mechanisms behind a wide range of diseases, or as 
preclinical tools for medicine testing. In particular, such animals play an increasingly important role both 
in studies of human-specifi c infectious agents, cancer biology research and in the development of new anti-
tumour agents. In addition, humanized mice are increasingly used as translational models in many areas of 
clinical research, including transplantology, immunology and oncology. Ultimately, the use of humanized 
animals can lead to the introduction of a truly personalized medicine into clinical practice. In this review, 
we discuss modern advances in the creation and use of humanized mice, emphasizing their usefulness for 
the pathogenesis study, as well as the development of new methods for human cancer treatment.
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Введение
Животные модели патологических состо-

яний человека — важнейший, а зачастую 
и единственный доступный инструмент 
для исследования альтернативных стра-
тегий лечения и тестирования новых фар-
макологических субстанций [2]. На совре-
менном этапе большой научный интерес 
представляют т. н. «гуманизированные 
животные», в организме которых функ-
ционируют гены, клетки, ткани или иные 
органоиды человеческого происхождения 
[3, 44]. Значительное место при испыта-
ниях фармакологической эффективно-
сти и токсичности новых лекарственных 
средств отводится трансгенным животным, 
в геном которых целенаправленно интег-
рированы соответствующие гены чело-
века [4] (генетическая гуманизация [21]). 
Иммунодефицитные животные, гуманизи-
рованные путем приживления трансплан-
тированных клеток и тканей, становятся 
все более важными в качестве моделей 
для изучения патогенеза и разработки ме-

тодов лечения различных человеческих за-
болеваний [44].
Мелких грызунов — крыс и мышей — 

широко используют в исследованиях ввиду 
их небольшого размера, простоты содер-
жания и выполнения манипуляций, корот-
кого репродуктивного цикла, генетическо-
го и физиологического сходства с людьми. 
Однако, несмотря на огромное количество 
фундаментальных исследований, проводи-
мых на мышах, существуют ограничения 
при изучении биологии человека, т. к. неко-
торые особенности функционирования мы-
шиных биологических систем существенно 
различаются с таковыми у людей, особенно 
их иммунной системой. Например, сущест-
вует много врожденных различий на моле-
кулярном уровне, включая отсутствие од-
них веществ в организме мышей и наличие 
других, которые присущи только человеку. 
Кроме того, многие лекарства и инфекции 
являются видоспецифичными для челове-
ка, а механизмы иммунных реакций на па-
тогены зачастую значительно отличаются 
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от таковых в мышином организме [50]. Эти 
проблемы подчеркивают актуальность раз-
работки животных моделей, воспроизводя-
щих биологические системы человека.
Гуманизированные мыши начали за-

полнять этот пробел и стали важным 
инструментом для доклинических био-
медицинских исследований. Это связано 
с постоянным усовершенствованием им-
мунодефицитных мышей-реципиентов, 
используемых для гуманизации в течение 
последних двух десятилетий. Ключевым 
моментом стало получение иммунодефи-
цитных мышей с мутациями IL2rgnull, ле-
жащими в основе отсутствия адаптивно-
го и серьезных недостатков врожденного 
иммунитета. Благодаря успешному фор-
мированию гуманизированной иммунной 
системы у таких мышей, в отличие от пре-
дыдущих моделей, биологические реак-
ции максимально схожи с человеческими 
[8, 34, 35].
Получение животных с такими харак-

теристиками стало главным достижением 
в создании иммунодефицитных реципиен-
тов для успешного приживления ксенот-
рансплантатов. Им могут быть трансплан-
тированы различные человеческие клетки 
и ткани, такие как островки Лангерганса, 
фрагменты печени, кожи, а также со-
лидные и гематологические формы рака. 
Гуманизированные мыши позволяют до-
биться значительного прогресса в иссле-
дованиях инфекционных и онкологических 
заболеваний человека, аллергических и им-
мунных реакций в трансплантологии и ре-
генеративной медицине [8, 36, 44].
Каждая из существующих моделей имеет 

свои преимущества и ограничения, поэтому 
для исследователей важно выбрать модель, 
максимально подходящую для решения 
конкретных, интересующих их научных 
вопросов. В данном обзоре рассматрива-
ются методы гуманизации лабораторных 
животных, моделирование онкологических 
заболеваний человека на гуманизирован-

ных иммунодефицитных мышах, а также 
применение этих животных-моделей в раз-
работке и доклинической апробации новых 
способов противоопухолевой терапии.

Методы получения и модели гумани-
зированных животных
Процесс трансплантации донорского 

материала обычно включает следующие 
этапы.

1. Выбор и кондиционирование реципи-
ента.

2. Получение донорских клеток и их под-
готовка к трансплантации.

3. Процедура инокуляции клеточного ма-
териала в организм реципиента.

4. Контроль эффективности транспланта-
ции/приживления донорских клеток.

Выбор реципиента
Иммунодефицитные мыши являются 

наиболее оптимизированным и распро-
страненным объектом для гуманизации 
и межвидовой ксенотрансплантации [3, 4]. 
Бестимусным мышам свойственны нали-
чие B-лимфоцитов, а также компетентность 
врожденной иммунной системы, включая 
NK-клетки, которые могут препятствовать 
как приживлению донорских клеток крови, 
так и росту ксеногенной опухоли и ее мета-
стазированию.
Трансплантация мышам гематопоэтиче-

ских клеток человека впервые стала возмож-
ной благодаря мутации каталитического по-
липептида, активирующего протеинкиназы 
ДНК (Prkdcscid, или scid), обнаруженной 
у мышей линии CB17 более 30-ти лет назад. 
Однако сильная врожденная иммунная си-
стема мышей CB17-scid препятствовала их 
эффективной гуманизации [35].
Мыши scid с тяжелыми комбинирован-

ными иммунодефицитами получили широ-
кое применение, т. к. отсутствие NK-клеток 
и дополнительные врожденные дефекты 
иммунной системы позволяют успешно 
прививать этим животным человеческие 
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кроветворные клетки и опухолевый мате-
риал, включая культуры клеток, первичные 
солидные опухоли и злокачественные клет-
ки крови [10].
В последнее время внимание исследова-

телей сосредоточено на улучшении каче-
ства гуманизации мышей за счет снижения 
уровня врожденного иммунитета, осо-
бенно у иммунодефицитных линий NOD 
[35]. Мыши scid, а также Rag1null и Rag2null 
(с мутациями гена, активирующего реком-
бинацию), у которых, кроме прочего, от-
сутствует субъединица IL2rγ, утрачивают 
адаптивный иммунитет. IL2rγnull — мутация 
в общей γ-цепи рецепторов для цитокинов 
IL2, IL4, IL7, IL9, IL15 и IL21. В настоящее 
время распространено использование трех 
вариантов мышей с иммунодефицитом, 
связанным с этой мутацией:

1. NOD.Shi.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Sug — NOG;
2. NOD.Cg-PrkdcscidIl2rgtm1Wjl — NSG;
3. C:129S4-Rag2tm1 Rg2llg2Rg (BALB/c-

Rag или BRG).
У мышей NOG имеется усеченный ци-

топлазматический домен γ-цепи, который 
связывает цитокины, но утрачен сигналь-
ный домен, у NSG и BRG — γ-цепь отсутст-
вует полностью [8, 34, 35].

Jak3 является тирозинкиназой нерецеп-
торного типа, необходимой для передачи 
сигналов от рецепторов γ-цепи к цитокинам, 
поэтому Jak3-дефицитные мыши проявля-
ют тот же иммунный фенотип, что и жи-
вотные IL2rγnull. Тем не менее, полученные 
Rag-2-/-Jak3-/- мыши с разным генетическим 
фоном — C57/BL6 и Balb/c — демонстри-
ровали разный уровень приживляемости 
человеческих гематопоэтических ство-
ловых клеток (ГСК) и мононуклеарных 
клеток (МНК) периферической крови. 
Из мышей этих двух линий, имеющих ком-
бинированный дефицит Rag-2/Jak3, толь-
ко Balb/с-реципиенты характеризовались 
эффективным приживлением ксеногенных 
ГСК и МНК. Однако при подкожной пере-
вивке клеток человеческой эритролейкемии 

К562 у мышей обеих линий образовались 
солидные опухоли практически одинаково-
го размера. Авторами проведенного иссле-
дования было заявлено о перспективности 
применения моделей Balb/c Rag-2-/-Jak3-/- 
и их преимуществах перед иммунодефици-
тами NOD/scid-мышей [23].
При выборе возрастной категории живот-

ных для гуманизации — новорожденных 
(1–5, в крайнем случае 7 сут) или взрослых 
(от 5 нед.) — исследователи, как правило, 
руководствуются следующими практиче-
скими соображениями:

1. Использование новорожденных име-
ет ценовое преимущество, т. к. детеныши 
остаются с родителями до отъема, что сни-
жает расходы на содержание.

2. Дополнительным преимуществом но-
ворожденных мышей является более ран-
ний абсолютный возраст, в котором у них 
развивается гуманизированная иммунная 
система (≥12 нед. против 17–24 нед. у взро-
слых мышей).

3. Основным недостатком использования 
новорожденных реципиентов является не-
обходимость увеличения трудозатрат на об-
служивание, включая постоянный контроль 
за самкой с выводком.

4. Другим недостатком использования 
новорожденных является необходимость 
совпадения времени их рождения с нали-
чием человеческого материала, пригодного 
для трансплантации [24].
Кондиционирование перед трансплан-

тацией донорского материала подразу-
мевает «создание кондиций, т. е. условий 
в организме реципиента к введению транс-
плантата». Важнейшим из этих условий 
является иммуносупрессия, необходимая 
для предупреждения реакции транспланта-
та против хозяина, или отторжения иммун-
ной системой реципиента клеток или тка-
ней, поступивших из донорского организма. 
Иммуносупрессия может быть лучевой 
(радиационной), химической или комбини-
рованной [1]. Однако обсуждение исполь-



71БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2019 | Toм 15 | № 4 | 67–81

О.И. Кит, А.Ю. Максимов, Т.П. Протасова, А.С. Гончарова, Д.С. Кутилин, Е.А. Лукбанова
«Гуманизированные мыши: методы получения, модели и использование 

в экспериментальной онкологии (обзор)»

зования химиотерапевтических агентов 
(например, бусульфана, циклофосфамида, 
др. алкилирующих агентов, применяемых 
у животных, например, при аллотрансплан-
тациях) выходит за рамки настоящего об-
зора.
Наше внимание уделено дозам и ре-

жимам облучения, которые являются на-
иболее часто используемым методом 
миелоабляции у мышей [26]. Перед транс-
плантацией ксеногенных клеток и тканей 
в качестве иммуносупрессора, как прави-
ло, используют γ-излучение. Дозы при-
меняемых воздействий зависят от веса, 
возраста и линий животных: мыши-SCID 
более чувствительны к γ-излучению, чем 
BALB/c того же возраста, равно как и но-
ворожденные по отношению к взрослым 
животным. Например, для кондициони-
рования новорожденных мышат BALB/c 
используют дозы γ-облучения от 3до 4 Гр, 
тогда как взрослых (8–10 недель) — 5 Гр 
соответственно. Новорожденных мы-
шей SCID подвергают облучению в дозах 
1–1,5 Гр, взрослых (5–12 нед.) — 2,4–3,5 Гр 
(табл. 1).
После облучения мышам-реципиентам 

требуется отдых в течение 4–24 ч перед про-
цедурой ксенотрансплантации [24]. Описан 
режим кондиционирования новорожден-
ных мышей BALB/c-Rag-2 /IL2rγnull сум-
марной дозой 4 Гр (по 2 Гр с интервалом 
3–4 ч) и с последующим ожиданием в те-
чение 4–12 ч до инокуляции человеческих 
ГСК [40].

Получение и подготовка донорского 
материала
С целью формирования функционально-

го гуманизированного иммунитета мышам-
реципиентам трансплантируют гематопоэ-
тические стволовые клетки (ГСК) и зрелые 
мононуклеарные клетки (МНК) лейкоци-
тарного ряда, полученные от людей, а так-
же фрагменты тимуса или печени человече-
ских эмбрионов.

ГСК получают из нескольких источников: 
путем аспирации костного мозга, из пупо-
винной крови, эмбриональной печени, пе-
риферической крови (табл. 1).
МНК выделяют из цельной перифериче-

ской крови, а также из клеточной суспен-
зии лимфатических узлов или селезенки. 
Каждый реципиент должен получать МНК 
от отдельного донора [24].
Исходный донорский материал в виде 

одноклеточной суспензии, содержащей 
ГСК или МНК, подвергают очистке путем 
центрифугирования (разделения на фрак-
ции и удаления Т-клеток) и при необ-
ходимости — культивированию (раз-
множению с целью получения клеток 
в количестве, необходимом для транс-
плантации) [19]. Мононуклеарная фрак-
ция может быть выделена с помощью 
Ficoll-градиента, ГСК (иммунофенотип 
CD34+) — с помощью позитивной селек-
ции на магнитно-активированном клеточ-
ном сепараторе [24].

Сайты для трансплантации
Имплантацию клеток и тканей человека 

мышам-реципиентам осуществляют в раз-
личные сайты (табл. 1, 2) в зависимости 
от поставленных исследовательских целей 
или ввиду объективных ограничений, к ко-
торым относятся возраст и размер мыши-
реципиента, а также возможность прижив-
ления донорского материала.
Так, к эффективному приживлению ГСК 

приводят инокуляции непосредственно 
в костномозговую полость или в венозное 
русло, а также в печень. Внутривенные 
введения осуществляют преимуществен-
но в латеральную хвостовую вену, однако 
это возможно только у мышей в возрасте 
не менее 10–12 недель и массой 18–20 г. 
Применение инъекций в ретроорбиталь-
ный синус, а также в селезенку и в бедрен-
ную кость ограничено необходимостью 
наркотизации животных ввиду высокой ин-
вазивности процедуры [26].
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Трансплантация ГСК новорожденным 
мышам требует немного больше времени, 
ресурсов и технических навыков, чем вы-
полнение аналогичной процедуры у взро-
слых животных. Можно использовать один 
из путей инокуляции человеческих кле-
ток: внутривенный (через лицевую вену 
или внутрисердечно), внутрипеченочные, 
а также внутрибрюшинные инъекции [24].
Перевивку зрелых МНК осуществляют вну-

тривенно, внутрибрюшинно или в селезенку 
и только взрослым животным (табл. 1, 2). 
Фрагменты тимуса или печени использу-
ют для трансплантации под капсулу почки 
мыши (модель BLT, [44]).
Таким образом, при ксенотрансплантации 

взрослым животным самыми используе-
мыми являются внутривенные (хвостовая 
вена), а новорожденным — внутрипеченоч-
ные и внутривенные (лицевая вена) способы 
инокуляции клеточных суспензий (табл. 2).
Большую популярность на сегодняшний 

день получили три гуманизированные мо-
дели, созданные на основе иммунодефи-
цитных IL2rgnull мышей [44].
Первую модель, известную как Hu-PBL-

SCID, создают путем инъекции МНК пе-
риферической крови человека взрослым 
животным — как правило, внутрибрю-
шинно, в селезенку или внутривенно. Эта 
модель характеризуется быстрым при-

живлением CD3+ T-лимфоцитов человека 
к концу первой недели и отлично подходит 
для изучения функции Т-клеток человека in 
vivo, но имеет короткое экспериментальное 
окно из-за развития ксеногенной болезни 
«трансплантат против хозяина» с леталь-
ным исходом примерно через 4–8 недель. 
Тем не менее, это экспериментальное окно 
может быть расширено, если использовать 
реципиентов NSG, у которых отсутствует 
главный комплекс гистосовместимости.
Вторая модель, называемая Hu-SRC-SCID, 

включает внутривенную (IV) или интрафе-
моральную (в бедренную кость) инъекцию 
человеческих ГСК CD34+, полученных 
из костного мозга, пуповинной крови, эм-
бриональной печени или из мобилизован-
ной филграстимом периферической кро-
ви. Эта модель характеризуется развитием 
полноценного человеческого лимфопоэза, 
обеспечивающего полный спектр функци-
онирующих иммунных клеток. Несмотря 
на то, что В-клетки, Т-клетки, миелоидные 
клетки и антиген-презентирующие клет-
ки присутствуют в периферических кро-
ветворных тканях, уровень гранулоцитов, 
тромбоцитов и эритроцитов, формирую-
щихся в костном мозге, в периферической 
крови очень низок.
Третья модель — модель BLT, которую 

получают путем трансплантации фрагмен-

Таблица 2. Сайты для ксенотрансплантации гематопоэтических стволовых клеток (ГСК) и мононуклеарных 
клеток (МНК) иммунодефицитным мышам
Table 2. Sites for xenotransplantation of hematopoietic stem cells (HSC) and mononuclear cells (MNC) to immunodefi cient 
mice

Клетки Возраст
мышей

Пути введения человеческих клеток в организм мышей-реципиентов

хвост. 
вена

лицевая 
вена

РО
синус внутрисердеч. бедрен. 

кость печень брюшина селезенка

ГСК
н/р 0 ++ – + 0 +++ + 0
взр. +++ + + 0 + + 0 0

МНК взр. ++ 0 + 0 0 0 + +

Примечание: н/р — новорожденные; взр. — взрослые; РО — ретроорбитальный; распространенность исполь-
зования сайта для трансплантации: — — нет сведений; 0 — не используют; + — редко; ++ — часто; +++ — 
чаще остальных.
Note: н/р — newborn; взр. — adult; РО — retroorbital; frequency of transplantation sites: — — not available; 0 — not 
used; + — rare; ++ — common; +++ — most common.
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тов печени и тимуса эмбриона человека 
под капсулу почки мыши, а также внутри-
венной инъекции аутологичных ГСК, по-
лученных из печени плода. В результате, 
как и в модели Hu-SRC-SCID, развиваются 
все линии человеческих кроветворных кле-
ток. Одним из основных ограничений мо-
дели BLT является, в большинстве случаев, 
развитие синдрома истощения у мышей, 
которое сужает временные рамки для экс-
периментов [44].
Удобным и эффективным методом оцен-

ки приживления клеток человека у гума-
низированных мышей является проточная 
цитометрия (табл. 1). Также в этих целях 
могут использовать конфокальное микро-
скопирование [39].

Гуманизированные мыши 
в исследованиях биологии рака 
и разработке новых стратегий 
противоопухолевой терапии
Довольно широко гуманизированные 

мыши используются в качестве доклини-
ческих моделей для исследования биоло-
гии опухолей как платформа in vivo для вы-
явления и тестирования потенциальных 
лекарственных мишеней, исследования 
механизмов метастазирования, а также 
для оценки безопасности и эффективности 
новых методов терапии до их поступления 
в клинику.

Моделирование взаимодействия 
опухоли и иммунной системы человека 
у гуманизированных мышей
У мышей с трансплантированными чело-

веческими ГСК и лейкоцитами перифери-
ческой крови иммунные клетки человека 
проникают в опухолевое микроокружение 
подобно тому, что наблюдается в злокачест-
венных новообразованиях пациентов, пред-
ставляя модель для изучения взаимодейст-
вий опухоли и иммунной системы.
Так, новорожденным мышам NSG, гу-

манизированным введением человеческих 

ГСК CD34+ (модель Hu-SRC-SCID), при-
вивали линейные клетки рака молочной 
железы. Было отмечено, что Т-клетки 
и естественные киллеры (NK-клетки) пе-
ремещались в микроокружение образо-
вавшихся опухолей. В результате этого 
органы, пораженные злокачественным 
процессом, имели более высокое соотно-
шение количества Т-хелперов (CD4) к чи-
слу цитотоксических Т-лимфоцитов (CD8), 
большинство из которых экспрессирова-
ли фенотип памяти CD45RA-CD27+ [47]. 
У Hu-PBL-SCID-мышей с новообразова-
ниями, развившимися из того же опухоле-
вого материала, большинство Т-клеток се-
лезенки и опухоли имели фенотип памяти 
CD45RA- и были представлены популяци-
ями клеток как центральной, так и эффек-
торной памяти. Большинство туморин-
фильтрующих лимфоцитов в этом случае 
являлись эффекторными клетками памяти, 
в отличие от лимфоцитов центральной 
памяти, преобладающих в первично пе-
ревитых ксенотрансплантатах опухолей, 
полученных от пациентов (patient derived 
xenograft — PDX) [30].
Микроокружение опухоли содержит мие-

лоидные иммуносупрессорные клетки 
и ассоциированные с опухолью макрофа-
ги, которые подавляют противоопухоле-
вый иммунитет хозяина и способствуют 
опухолевому ангиогенезу и метастазиро-
ванию. Rongvaux A., et al. [27] получили 
мышей BRG с экспрессией человеческих 
рецепторов, стимулирующих развитие 
мие лоидных клеток (т. н. мышей MISTRG). 
У этих животных с трансплантированны-
ми человеческими ГСК фетальной печени 
и подкожно перевитой клеточной линией 
меланомы человека Me290 была отмечена 
инфильтрация макрофагами микроокруже-
ния опухоли подобно тому, что наблюдает-
ся в первичных новообразованиях. В ре-
зультате у мышей Hu-SRC-SCID MISTRG 
опухоли росли значительно лучше, чем 
у Hu-SRC-SCID NSG.
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Hanazawa A., et al. [13] создали новый гу-
манизированный трансгенный штамм мы-
шей NOG, экспрессирующих человеческий 
интерлейкин-6, — NOG-hIL-6 Tg. После 
трансплантации ГСК человека этим мы-
шам наблюдалась усиленная дифференци-
ровка человеческих макрофагов. Опухоли, 
образовавшиеся у них в результате пере-
вивки клеток линии HSC4 (плоскоклеточ-
ный рак головы и шеи человека), продуци-
ровали различные факторы, включая IL-6, 
IL-1β, колониестимулирующий фактор ма-
крофагов и фактор роста эндотелия сосу-
дов. Микроокружение опухолей включало 
человеческие туморассоциированные ма-
крофаги, являющиеся мишенями для им-
мунотерапии, что определяет перспективу 
использования мышей NOG-hIL-6 Tg в раз-
работке и тестировании таргетных проти-
воопухолевых средств.
Выше подчеркивается важная роль гу-

манизированных мышей в изучении взаи-
модействий опухоли и иммунной системы, 
однако использование клеточных опухо-
левых линий ограничивает применимость 
этих моделей. Большим шагом к преодоле-
нию этих ограничений было создание гума-
низированных моделей с PDX.
Трансплантация бестимусным мышам-

нудам (а в последнее время и генетически 
модифицированным иммунодефицитным 
животным) опухолей, полученных от па-
циентов, стала неотъемлемой составляю-
щей исследовательской платформы in vivo 
для разработки и усовершенствования ме-
тодов лечения различных онкологических 
заболеваний [5]. Первично приживленные 
PDX сочетают гетерогенность, отсутст-
вующую в линиях опухолевых клеток, 
с сохранностью перитуморального микро-
окружения, которое они все же утрачива-
ют при вторичном переносе вследствие 
замещения мышиными стромальными 
клетками [18].
Потенциальная трудность получения до-

статочной для исследований численности 

гуманизированных мышей с PDX — это 
отсутствие необходимого количества ауто-
логичных иммунокомпетентных клеток 
крови. С целью решения этой проблемы 
был разработан метод размножения ГСК 
и МНК ex vivo. Мышам NSG, реципиен-
там размноженных in vitro человеческих 
ГСК (т. н. XactMice), трансплантировали 
аутологичные PDX плоскоклеточной кар-
циномы головы и шеи. В результате вну-
три опухолей у XactMice были обнаружены 
человеческие CD45+ CD151+ клетки, а пе-
ритуморально наблюдалась плотная сеть 
лимфатических сосудов, возникновение 
которой объясняется наличием иммун-
ных и стромальных компонентов в микро-
окружении опухоли [19].

Естественные киллеры и цитокиновая 
терапия

NK- и NKT-клетки опосредуют опухоле-
во-иммунный надзор, а изменения их коли-
чества и функций зависят от типа опухолей. 
Разными исследователями предпринима-
ются усилия по стимулированию противо-
опухолевой активности этих клеток, вклю-
чая использование цитокиновой терапии.
Мышам NSG с привитыми ГСК инъеци-

ровали клеточную линию нейробластомы 
и размноженные ex vivo NKT-клетки чело-
века. В результате NKT-клетки были обна-
ружены в микроокружении опухоли, где 
они локализовались вместе с туморассо-
циированными макрофагами. Последние 
секретировали цитокин CCL20, который 
ингибировал выживание и активность кле-
ток NKT, обеспечивая рост опухоли. За счет 
трансформации ex vivo NKT-клеток интер-
лейкином IL-15 было получено повышение 
их выживаемости и, как следствие, тормо-
жение роста опухоли, демонстрирующее эф-
фективность терапии цитокинами IL-15 [9].
Иммунотерапия IL-15 также была ис-

пользована для увеличения популяции NK-
клеток у мышей Hu-SRC NSG, которым при-
вили рак молочной железы человека [47]. 
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Было обнаружено, что использование низ-
ких доз IL-15 способствует повышению 
жизнеспособности и размножению чело-
веческих NK-клеток in vivo, а также сниже-
нию приживляемости лейкемической кле-
точной линии и увеличению выживаемости 
подопытных животных [9].
Была исследована эффективность IL-12 

как стимулятора противоопухолевой ак-
тивности иммунной системы у гумани-
зированных мышей-опухоленосителей. 
Соединение антитело-IL12 (NHS-IL12) 
использовали в сочетании с комплексом 
антитело-IL2 (IL2MAB206) на мышиной 
модели Hu-SRC-SCID с привитой рабдо-
миосаркомой [49]. Применение NHS-IL12/
IL2MAB206 способствовало торможению 
роста опухоли и увеличению выживае-
мости мышей, а также полной регрессии 
у 75% животных при длительном лече-
нии. Кроме того, опухоли у мышей, по-
лучающих NHS-IL12, характеризовались 
высоким процентом стареющих опухо-
левых клеток и признаками миогенной 
дифференцировки, более выраженными 
у мышей, дополнительно получающих 
IL2MAB206 [33].

Редактирование T-клеток
Один из механизмов усиления противо-

опухолевого иммунитета заключается в из-
менении специфичности Т-клеток с помо-
щью трансгенного переноса Т-клеточного 
рецептора (TCR) или химерного рецепто-
ра антигена (CAR). CAR-терапия основана 
на конструировании рецептора T-клеток со 
специфичностью к антигену, не ограничен-
ному главным комплексом гистосовмести-
мости, что позволяет перенаправить TCR 
на любую выбранную мишень. Хотя тера-
пию нацеливанием Т-клеток уже использу-
ют в клинике, гуманизированные мышиные 
модели необходимы для оптимизации ма-
нипуляций TCR/CAR [44].
Адаптивная клеточная терапия — вы-

деление и размножение собственных опу-

холеспецифичных Т-клеток пациента 
для реинфузии — показала эффективность 
в лечении почечно-клеточного рака и мела-
номы [28]. Однако этот метод имеет потен-
циальные ограничения для широкого ис-
пользования: выделить редкую популяцию 
Т-клеток очень сложно, а время ожидания, 
необходимое для их адекватного размноже-
ния, неприемлемо для большинства паци-
ентов. Механизмы оптимизации переноса 
трансгенных специфичных для опухоли 
TCR в T-клетки были изучены на моделях 
гуманизированных мышей. Одной из опас-
ностей использования трансгенных TCR 
является увеличение цитотоксичности 
вследствие нарушений соединения с эндо-
генным TCR [25].
Были созданы и протестированы на гу-

манизированных мышах NSG CAR против 
мезотелина для мезотелиомы, ROR1 — 
для мантийноклеточной лимфомы, 
CD44v6 — для множественной миеломы. 
Гуманизированные мыши были исполь-
зованы для сравнения функций и тести-
рования эффективности костимулирую-
щих доменов CD27, ICOS, CD28 и 4-1BB 
[39]. CAR, включающие костимулирую-
щие домены, точнее нацелены на опухо-
ли, что повышает безопасность терапии 
с их использованием. Поскольку антиге-
ны, обычно используемые в CAR-терапии, 
не являются действительно специфичны-
ми для опухоли, Kloss C., et al. [14] созда-
ли систему, в которой комбинация двух 
антигенов была необходима для запуска 
передачи сигналов CAR. Получена моле-
кула CAR без костимуляционного мотива, 
специфичная для одного антигена, тогда 
как молекула химерного костимуляторно-
го рецептора была создана со специфич-
ностью для второго антигена. Т-клетки, 
трансдуцированные обеими молекулами, 
должны взаимодействовать с клетками, 
экспрессирующими оба антигена, для за-
пуска оптимальной передачи сигналов, ин-
дуцирующих ответ Т-клеток.
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Для устранения гетерогенности экс-
прессии опухолевого антигена был создан 
био тинсвязывающий иммунный рецептор 
авидин, расширяющий идею технологии 
CAR. Внеклеточный авидин соединяется 
с внутриклеточным сигнальным доменом 
TCR. Затем мыши получают биотинили-
рованные антитела, которые будут свя-
зываться с туморассоциированными ан-
тигенами, например с EpCAM. В модели 
Hu-PBL-SCID NSG у гуманизированных 
мышей, экспрессирующих биотинсвязы-
вающий рецептор, в результате использо-
вания EpCAM наблюдалось торможение 
роста опухолей [42].
С целью получения из человеческих ГСК 

цитотоксических Т-клеток, специфичных 
к опухоли Вильмса 1 (WT-1), Najima Y., et 
al. [22] создали линию трансгенных мышей 
NSG, экспрессирующих молекулы HLA клас-
са I. После трансплантации человеческих 
ГСК у этих мышей в костном мозге и селе-
зенке были обнаружены цитотоксические 
CD8+ лимфоциты и антигенпрезентирующие 
клетки. Для оценки CD8-специфических от-
ветов трансгенных животных иммунизиро-
вали опухолевым пептидом WT-1, включая 
вариант нагрузки этим пептидом дендрит-
ных клеток. После иммунизации частота 
CD8-опосредованных ответов на данный ан-
тиген в селезенке значительно возрастала. 
Затем рецептором WT-1 трансдуцировали 
ГСК и перевили их новорожденным мышам. 
Тетрамерные WT-1-CD8-антигены находились 
на мембранах дендритных клеток, а распоз-
нающие его цитотоксические Т-лимфоциты 
были обнаружены в тимусе, костном моз-
ге и селезенке. В исследованиях in vitro эти 
CD8-клетки вырабатывали интерферон-γ, 
уничтожавший лейкозные клетки-мишени.

Костимуляторное усиление 
и ингибиторы контрольных точек
Использование рецептора 4-1BB в качест-

ве костимуляторного мотива при создании 
молекул CAR с более высокой эффективно-

стью продемонстрировало его потенциал 
для усиления противоопухолевых T-ответов 
in vivo. Препарат PF-05082566, созданный 
на основе моноклональных тел — анта-
гонистов 4-1BB, тестировали на противо-
опухолевую эффективность к полученным 
из различных клеточных линий злокачест-
венным ново образованиям. Мышам моди-
фицированной модели Hu-PBL-SCID/Beige 
одновременно вводили под кожу злокаче-
ственные клетки и МНК. У подопытных 
животных, получавших PF-05082566, ин-
гибирование опухолевого роста составляло 
40–60% от контроля, что позволяет предпо-
лагать влияние иммуномодуляции агони-
стов на рост опухолей у людей [11].
Другим механизмом иммуномодуля-

ции является использование ингибиторов 
контрольных точек — моноклональных ан-
тител, относящихся к группе таргетных пре-
паратов. Двумя ингибиторами, имеющими 
определенный клинический эффект, явля-
ются антитела к Т-лимфоцитарному анти-
гену 4 (CTLA-4) — препарат Ипилимумаб, 
который активирует Т-клетки, а также ан-
тагонист программированной гибели кле-
ток-1 (анти-PD-1) — Ниволумаб [20]. Эти 
препараты на основе моноклональных ан-
тител эффективны при лечении меланомы, 
но не все пациенты отвечают на терапию 
CTLA-4 и анти-PD-1. Гуманизированных 
мышей с привитыми опухолями исполь-
зуют для изучения взаимодействий инги-
биторов контрольных точек с иммунной 
системой, а также для тестирования про-
тивоопухолевой эффективности и меха-
низмов действия иммуномодулирующих 
агентов. Так, было установлено, что при-
менение Урелумаба (антагониста hCD137) 
и Ниволумаба значительно уменьшало 
рост опухолей у мышей Rag2null IL2rgnull. 
Иммунодефицитным животным в одной 
группе инъецировали клетки колоректаль-
ной карциномы HT-29 человека и аллоген-
ные МНК, а в другой — трансплантировали 
PDX карциномы желудка и аутологичные 
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лейкоциты периферической крови. Было 
установлено, что замедление опухолево-
го роста связано с увеличением секреции 
γ-интерферона человеческими Т-клетками 
и уменьшением количества человеческих 
регуляторных T-клеток в опухолевых ксе-
нотрансплантатах [31].
Одной из основных проблем, связан-

ных с использованием моноклональных 
антител, является развитие синдрома выс-
вобождения цитокинов. Мышам, гумани-
зированным человеческими МНК, инъ-
ецировали препараты Мuromonab-CD3 
или TGN1412 (анти-CD28). Под воздейст-
вием Muromonab-CD3 у мышей воспроиз-
водились острые клинические симптомы, 
такие как пилоэрекция, гипомобильность 
и гипотермия, тогда как животные, полу-
чившие инъекции TGN1412, быстро теря-
ли температуру тела и умирали в течение 
2–6 ч [7, 48]. Только испытания, проведен-
ные на гуманизированных животных, дали 
возможность смоделировать разные вари-
анты реагирования человеческой иммун-
ной системы на тестируемые препараты, 
включая тяжелые последствия «цитокино-
вого шторма».

Заключение
В представленном обзоре освещены 

различные методологические подходы 
к гуманизации мышей, используемые сов-
ременными исследователями. Тем не менее, 
в случаях моделирования гуманизирован-
ной иммунной системы путем ксенотранс-
плантации клеток и тканей обязательно со-
блюдение общих условий. К ним относятся: 
1) выбор реципиента с максимальным им-
мунодефицитом; 2) дополнительная имму-

носупрессия (кондиционирование) живот-
ного-реципиента; 3) выбор оптимальных 
сайтов для внедрения определенных чело-
веческих клеток или тканей. Соблюдение 
этих условий направлено на предотвраще-
ние развития реакции «трансплантат про-
тив хозяина» и обеспечение достаточного 
уровня приживляемости человеческого ма-
териала.
Также рассмотрена роль гуманизирован-

ных мышей-опухоленосителей в изучении 
биологии и патогенеза рака, в разработке 
и тестировании новых противоопухоле-
вых воздействий. Показано, что на таких 
моделях возможно исследовать in vivo 
взаимодействие приживленных опухоли 
и иммунной системы человека, включая 
выход злокачественных новообразований 
из-под иммунного надзора. Использование 
гуманизированных мышей в эксперимен-
тальной онкологии позволило рассмотреть 
механизмы иммунной модуляции и оце-
нить на доклиническом этапе ее терапевти-
ческий потенциал, а также эффективность 
и безопасность других противоопухолевых 
средств.
Однако по-прежнему существуют огра-

ничения в применении гуманизированных 
моделей, т. к. врожденная иммунная систе-
ма мышей продолжает препятствовать эф-
фективному приживлению человеческого 
материала. Возможные перспективы реше-
ния этой проблемы заключаются в исполь-
зовании технологий, позволяющих усилить 
уже существующий иммунодефицит жи-
вотных путем нокаута определенных ге-
нов (например, мышиных генов главного 
комплекса гистосовместимости), а также 
трансгенных манипуляций.
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В статье выполнен анализ подходов к оценке совместного влияния одновременно реализующихся раз-
личных патологических процессов, которые могут формировать синдром «взаимного утяжеления». В ме-
дицине экстремальных состояний в качестве примеров таких процессов могут выступать одновременное 
воздействие гипоксии и гипертермии (горно-пустынная местность), гипоксии и низких температур (усло-
вия высокогорья, горные станции в Антарктиде), интенсивных физических нагрузок и эндогенной или 
комбинированной гипертермии (работа в изолирующем снаряжении или в условиях влажных тропиков), 
дыхания специализированными гипоксическими гелий-кислородными газовыми смесями в условиях ги-
пербарии и глубоководных погружений, воздействие невесомости и вестибулярных нагрузок во время 
космических полетов и др. В клинической практике подобные состояния могут называться феноменом 
коморбидности, если патологические процессы взаимосвязаны едиными звеньями патогенеза, или фено-
меном полиморбидности, если патогенетическая связь между ними не выявляется. Показано, что клини-
ческие методы оценки коморбидности не могут быть перенесены на доклинические исследования, вы-
полняемые с участием лабораторных животных. Представлена методология экспериментальной оценки 
взаимодействия двух моделируемых патологических процессов на одной группе животных, реализуемая 
по схеме двухфакторного эксперимента. Показано, что феномен «взаимного утяжеления» будет прояв-
ляться значимым взаимодействием между контролируемыми факторами и требует наличия аддитивного 
или супрааддитивного эффекта по ключевым параметрам экспериментальной модели. Реализуемость 
такого подхода проверена экспериментально на примере оценки взаимодействия двух независимых мо-
дельных процессов — хронической периодической умеренной нормобарической гипоксии, типичной 
для сонного апноэ, и неалкогольной жировой болезни печени. Установлено, что моделируемые процессы 
в основном реализуются как независимые факторы. Высококалорийное липидно-углеводное питание вы-
зывает преимущественную перестройку углеводного обмена в тканях и оказывает частичное антагони-
стическое воздействие на метаболические проявления хронического гипоксического воздействия.
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This article sets out to analyze possible approaches to assessing the joint effect of simultaneously occurring 
and mutually aggravating pathological processes. In medicine of extreme environments, such examples 
include the joint effect of hypoxia and hyperthermia (desert mountain environments); hypoxia and low tem-
peratures (high altitude locations, mountain stations in Antarctica); intense physical exertion and endoge-
nous or combined hyperthermia (work in insulating protective equipment or in humid tropics); respiration 
using specialized hypoxic helium-oxygen gas mixtures under the conditions of hyperbaria and deep-sea 
dives; exposure to weightlessness and vestibular loads during spacefl ight; etc. In clinical practice, such 
conditions may be referred either to the phenomenon of comorbidity, when the pathological processes have 
common pathogenesis links, or to the phenomenon of polymorbidity, when there is no clear pathogenetic 
link between the processes. This research shows that clinical methods currently used for assessing comor-
bidity cannot be directly applied in preclinical studies performed with the participation of laboratory ani-
mals. A methodology for assessing the interaction of two experimentally simulated pathological processes 
in one group of animals based on a two-factorial experiment is presented. It is shown that the phenomenon 
of mutual aggravation is manifested through a signifi cant interaction between the controlled factors, thus 
requiring an additive or supra-additive effect according to the key parameters of the experimental model. 
The feasibility of the proposed approach was tested experimentally by evaluating the interaction of two in-
dependent simulated processes, i.e. chronic periodic moderate normobaric hypoxia (typical of sleep apnea) 
and non-alcoholic fatty liver disease. It was established that the simulated processes are mainly realized 
as independent factors. High-calorie lipid-carbohydrate nutrition causes a predominant rearrangement of 
carbohydrate metabolism in the tissues and has a partial antagonistic effect on the metabolic manifestations 
of chronic hypoxic effects.
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Введение
В современной медицине достаточно 

часто описываются ситуации одновре-
менного присутствия у одного человека 
нескольких патологических процессов. 
В медицине экстремальных состояний 
в качестве примеров таких процессов мо-
гут выступать одновременное воздействие 
гипоксии и гипертермии (горно-пустынная 
местность), гипоксии и низких темпера-
тур (условия высокогорья, горные станции 
в Антарктиде), интенсивных физических 
нагрузок и эндогенной или комбиниро-
ванной гипертермии (работа в изолирую-
щем снаряжении или в условиях влажных 
тропиков), дыхания специализированны-
ми гипоксическими гелий-кислородными 
газовыми смесями в условиях гипербарии 
и глубоководных погружений, воздейст-
вие невесомости и вестибулярных нагру-
зок во время космических полетов и др. 
В клинической практике подобные ситу-
ации является типичными для больных, 
госпитализированных в многопрофильные 
стационары. Так, в исследовании [23] было 
показано, что около половины пожилых па-
циентов с артритом имеют артериальную 
гипертензию, 20% — сердечно-сосудистые 
заболевания, а 14% — сахарный диабет 
типа 2. Более 60% пациентов с бронхи-
альной астмой указали на сопутствующий 
артрит, 20% — на сердечно-сосудистые 
заболевания и 16% — на сахарный диабет 
типа 2. При развитии терминальной по-
чечной недостаточности, требующей заме-
стительной терапии, частота хронических 
форм ИБС составляет 24,8%, а инфаркта 
миокарда — 8,7% [21]. В исследовании 
[22], включавшем 483 больных ожирением, 
было установлено, что около 75% пациен-
тов имели сопутствующие заболевания, 
которыми в большинстве случаев являлись 
дислипидемия, артериальная гипертензия 
и сахарный диабет типа 2. Примечателен 
тот факт, что среди молодых пациентов 
с ожирением (18–29 лет) более двух хро-

нических заболеваний имели 22% мужчин 
и 43% женщин.
Необходимо учитывать, что при наличии 

нескольких одновременно выявляемых за-
болеваний их лечение требует назначения 
большого числа разноплановых по своим 
механизмам действия и фармакокинетике 
препаратов, что ведет к развитию поли-
прагмазии и непрогнозируемым вариантам 
лекарственного взаимодействия, сущест-
венно влияющим на эффективность и безо-
пасность проводимой фармакотерапии. 
В то же время крайне затруднительной 
является и доклиническая оценка лекар-
ственного взаимодействия в условиях од-
новременно протекающих патологических 
процессов. Тем самым разработка схем те-
рапии подобных состояний остается эмпи-
рической и зачастую не соответствует тре-
бованиям доказательной медицины.
Анализируя подобные ситуации, в 1970 г. 

A.R. Feinstein предложил понятие «комор-
бидность». Явление коморбидности было 
продемонстрировано на примере сомати-
ческих больных острой ревматической ли-
хорадкой, для которых худший прогноз был 
установлен для пациентов, страдающих 
одновременно несколькими заболеваниями 
[25]. В настоящее время под коморбидно-
стью (с лат.  со — вместе; morbus — бо-
лезнь) понимают наличие у пациента 
нескольких хронических заболеваний, свя-
занных между собой общими звеньями 
патогенетического механизма. Близким, 
но различающимся по смыслу является 
понятие полиморбидность, характеризую-
щее наличие у пациента нескольких неза-
висимых друг от друга заболеваний, не свя-
занных друг с другом патогенетическими 
механизмами [10].
По российским данным, основанным 

на материалах патологоанатомических сек-
ций (n=3239) больных соматической пато-
логией, поступивших в многопрофильный 
стационар по поводу декомпенсации хро-
нического заболевания, частота наличия 
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нескольких патологических процессов со-
ставляет 94,2%. Наиболее часто встреча-
лись комбинации из двух и трех нозологий, 
но в единичных случаях (до 2,7%) у одного 
пациента могли встречаться до 6–8 болез-
ней одновременно [1, 2].
Значимость коморбидности для клини-

ческой практики наглядно подчеркивается 
результатами исследования [30], в котором 
показано, что выживаемость пациентов 
с различными стадиями рака различается 
в зависимости от наличия или отсутствия 
коморбидности. На первой стадии рака вы-
живаемость при наличии коморбидности 
составляет 17%, а при ее отсутствии — 
83%, на второй — 14 и 76%, на третьей — 
28 и 66%, а на четвертой — 0 и 50% соот-
ветственно.
В современной клинической практике 

существуют несколько общепризнанных 
методов измерения коморбидности, осно-
ванных на анализе количества и тяжести 
хронических заболеваний в структуре ко-
морбидного статуса пациентов [24]. Все 
они основываются на различных балльных 
оценках тяжести основного и сопутству-
ющего заболевания, на основе чего опре-
деляется доля сопутствующей патологии 
в тяжести состояния пациента. Необходимо 
учитывать, что коморбидность не может 
пониматься как результат сложения того 
или иного количества болезней и автома-
тического утяжеления состояния больного, 
для нее необходимо выявление новых сущ-
ностных сторон взаимодействия организма 
и его болезней [14].
Действующая в настоящее время парадиг-

ма доказательной медицины предполагает 
широкую проверку теоретических концеп-
ций на лабораторных животных с после-
дующей статистической обработкой полу-
ченных результатов. Однако в обширной 
литературе по методологии биомедицин-
ских (доклинических) исследований нам 
не удалось найти подходов, в полной мере 
применимых к доклиническому изучению 

феномена взаимного утяжеления при од-
новременном присутствии нескольких па-
тологических процессов [18]. Причем даже 
принятые в клинической практике индексы 
оценки коморбидности не могут быть ис-
пользованы в биомедицинских исследова-
ниях в связи с практической невозможно-
стью выявления нескольких необходимых 
для исследования заболеваний на одних 
и тех же лабораторных животных.
В связи с этим целью настоящей рабо-

ты было разработать теоретические основы 
методологии оценки синдрома взаимного 
утяжеления и проверить ее реализацию 
на примере оценки совместного влияния 
двух независимых патологических процес-
сов, воздействующих на одних и тех же ла-
бораторных животных.

Теоретические основы 
методологии оценки 
взаимодействия патологических 
процессов на лабораторных 
животных
В биомедицинских исследованиях от-

носительно просто могут моделироваться 
три вида взаимодействия патологических 
процессов — причинный, осложненный 
и ятрогенный. Для этого может быть при-
менена фактически любая эксперимен-
тальная модель формирования изучаемой 
патологии, и задача исследователя будет 
сводиться к анализу динамики признаков 
анализируемых патологических процессов 
и их осложнений в ходе моделирования 
(причинный и осложненный виды взаи-
модействия) или на этапе лечения (для 
оценки ятрогенного взаимодействия). Так, 
для оценки причинного вида взаимодей-
ствия сахарного диабета и артериальной 
гипертензии необходимо будет в лонгитюд-
ном исследовании у крыс с моделируемым 
сахарным диабетом (например, при ис-
пользовании стрептозотоциновой модели 
сахарного диабета типа 1) обеспечить пе-
риодическое определение систолического 
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артериального давления у животных лю-
бым доступным экспериментатору мето-
дом. Подтверждением причинного вида 
взаимодействия этих патологических про-
цессов будет статистически достоверное 
повышение уровня артериального давле-
ния, начиная с определенных сроков иссле-
дования.
Намного сложнее обстоит дело в ситуации 

необъясненного взаимодействия, сущест-
вование которого теоретически возможно, 
но экспериментально еще не подтвержде-
но. Основная сложность в данной ситуации 
связана с необходимостью моделирования 
на одной из групп животных совместного 
воздействия обоих изучаемых патологиче-
ских процессов.
С методической точки зрения модели-

рование двух патологических процессов 
может быть последовательным или однов-
ременным (параллельным). При последо-
вательном процессе вначале проводится 
моделирование наиболее сложно и медлен-
но формируемого стойкого, практически 
необратимого патологического состояния 
(например, ХСН, сахарного диабета, мета-
болического синдрома, опухолевого роста, 
аутоиммунного процесса и т. д.). У живот-
ных, у которых формирование этого фоно-
вого патологического процесса завершено 
и наличие требуемого патологического 
состояния верифицировано, в дальнейшем 
проводится моделирование второго, более 
быстро формируемого патологического 
процесса. При этом необходимо не только 
в динамике отслеживать маркерные показа-
тели как первого, так и второго патологи-
ческого состояния, но и использовать мак-
симально широкий комплекс исследуемых 
параметров по разным функциональным 
системам организма, т. к. заранее предска-
зать, в отношении какой функциональной 
или метаболической системы может воз-
никнуть взаимодействие изучаемых па-
тологических процессов, не является воз-
можным.

При одновременном (параллельном) спо-
собе моделирования предпочтительным 
является использование специализирован-
ных линий животных, являющихся генети-
ческой моделью фонового патологического 
процесса. Так, при исследовании комор-
бидности сахарного диабета типа 2 могут 
быть использованы мыши диабетической 
линии B/Ks-Leprdb/+ (db/db), дефектные 
по рецептору лептина. При исследовании 
коморбидности по метаболическому син-
дрому могут быть использованы взрослые 
мыши линий NZB и CC57Br, для которых 
характерны висцеральное ожирение, дис-
липидемия, гипергликемия и инсулиноре-
зистентность [5], или крысы линии fa/fa 
Zucker fatty rats (ZFR) [12]. При исследо-
вании коморбидности гипертензивных 
состояний могут быть использованы кры-
сы линии SHR, для которых характер-
на спонтанная гипертензивная реакция. 
Появление в настоящее время специали-
зированных гуманизированных линий жи-
вотных, несущих определенные ключевые 
гены человека (например, гены ферментов 
систем детоксикации ксенобиотиков NAT 
и CYP, антигенов главного комплекса ги-
стосовместимости (HLA) и др.), позволяет 
максимально приблизить результаты до-
клинических исследований к клинической 
практике [6–9].
Эта же схема (параллельного модели-

рования) изучения коморбидности может 
быть использована в ситуациях, когда оце-
нивается возможное взаимодействие отно-
сительно быстро формируемых различных 
метаболических состояний или патологи-
ческих процессов при хроническом воздей-
ствии ксенобиотиков в нетоксичных дозах, 
с патологическими процессами, вызывае-
мыми воздействием различных физических 
(гипоксия, гипотермия, гипертермия, ги-
пероксия, электромагнитные воздействия 
и др.) и сенсорно-стрессовых (измененные 
режимы светопериодичности, болевые, шу-
мовые и др.) воздействия.
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Вне зависимости от выбора последо-
вательности моделирования общая схема 
исследования должна строиться на прин-
ципах двухфакторного дисперсионного 
эксперимента. Каждый из моделируемых 
патологических процессов при этом рас-
сматривается как независимый контроли-
руемый фактор (А, В), который должен 
быть представлен в минимальном варианте 
двумя состояниями (есть или нет), а в опти-
мальном — на трех уровнях выраженно-
сти (низкий, средний, высокий). Число 
экспериментальных групп при этом равно 
произведению градаций контролируемых 
факторов. В минимальном варианте таких 
групп должно быть 4: интактная (А0В0), 
с моделированием заболевания А (А1В0), 
с моделированием заболевания В (А0В1) 
и совместного моделирования обоих забо-
леваний (А1В1). В каждой группе должно 
быть равное число животных, не меньшее 
шести.
Статистическая обработка полученных 

результатов методом двухфакторного дис-
персионного анализа позволит оценить 
влияние каждого из контролируемых фак-
торов, их взаимодействия, а также случай-
ных факторов на маркерные показатели 
выраженности патологических процессов. 
Мерой такого влияния может рассматри-
ваться коэффициент детерминации (D) 
модели, показывающий, какая доля общей 
дис персии анализируемого показателя мо-
жет быть связана с контролируемыми (и их 
взаимодействием) или случайными факто-
рами. Статистическая достоверность оце-
нок влияния осуществляется по F-критерию 
для фактического числа степеней свободы.
Особое значение играет фактор взаимо-

действия (А*В) двух контролируемых фак-
торов. Для того чтобы два патологических 
процесса (моделируемых заболевания) про-
являли свойства патогенетической связно-
сти, необходимо, чтобы это взаимодействие 
было значимым и статистически достовер-
ным. При этом результат такого взаимодей-

ствия может проявляться как дополняющий 
эффект, суммация, потенцирование или ан-
тагонизм.
Отсутствие достоверного взаимодейст-

вия контролируемых факторов свидетель-
ствует о том, что они оказывают влияние 
на животных независимо друг от друга. 
Это означает, что между их процессами 
патогенеза нет общих звеньев, и вместо 
коморбидности имеет место феномен по-
лиморбидности (невзаимодействующих, 
но одновременно присутствующих патоло-
гических процессов). При этом результат 
такого взаимодействия может проявлять-
ся как дополняющий эффект, суммация 
или антагонизм, но не потенцирование, 
для которого необходимо взаимодействие 
между факторами.
Следующим этапом анализа показате-

лей, для которых выявлено достоверное 
взаимодействие двух патологических про-
цессов, должен стать анализ на аддитив-
ность взаимодействия. Для этого на основе 
среднегрупповых данных рассчитываются 
значения эффектов воздействия факто-
ров А и В, а также эффект совместного их 
воздействия (А*В). Индекс аддитивности 
(ИА) определяется как отношение эффекта 
суммарного воздействия А*В к сумме эф-
фектов А и В. Для аддитивного взаимодей-
ствия при однонаправленности эффектов 
расчетные значения ИА должны находить-
ся в диапазоне от 0,9 до 1,1, а если они пре-
вышают 1,1, то выявленное взаимодействие 
будет носить супрааддитивный, потенци-
рующий характер. Именно такие значения 
(ИА>0,9) количественной оценки взаимо-
действия будут характерны для случаев 
коморбидности. В случае разнонаправлен-
ных эффектов обычно результатом взаимо-
действия является полный или частичный 
антагонизм, но в некоторых случаях может 
также встречаться усиление действия од-
ного из факторов (извращенная реакция 
антагонизма, при которой действие второго 
фактора игнорируется организмом).
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Экспериментальная оценка 
реализации предлагаемой 
методологии исследования 
взаимодействия двух 
патологических процессов
В качестве двух независимых пато-

логических процессов, совместное воз-
действие которых может быть оценено 
как феномен «взаимного отягощения», ис-
следовались моделирование неалкогольной 
жировой болезни печени (стеатоза печени, 
процесс А) и хроническая периодическая 
волнообразная нормобарическая гипок-
сия, характерная, например, для сонного 
апноэ (процесс В). Эти два процесса яв-
ляются частыми для клинической практи-
ки и независимыми по механизму своего 
формирования. Поэтому гипотетически 
при одновременном воздействии этих двух 
патологических процессов может выяв-
ляться феномен взаимного отягощения. 
Для проверки этой гипотезы выполнен 
двухфакторный эксперимент.
Для моделирования стеатоза печени была 

использована гиперкалорийная высоко-
жировая диета при избытке легкоусвояе-
мых углеводов, которая создавалась путём 
добавления к стандартному корму (63%) 
топленого свиного жира (19%), сахарозы 
(10%) и изолированного соевого белка (8%) 
[31]. Такая диета оказывает влияние на жи-
ровой и углеводный обмен животных, спо-
собствуя развитию у них стеатоза печени 
и формированию дисгликемии. В качестве 
объекта исследования были взяты мыши 
линии С57BL6/J, общая длительность воз-
действия — 24 недели.
Для моделирования эффектов гипоксии 

при сонном апноэ (патологический процесс 
В) была разработана новая эксперимен-
тальная модель длительного прерывистого 
гипоксического воздействия на лаборатор-
ных животных. Ее особенностью был отказ 
от моделирования частного патологиче-
ского процесса, неизбежно сказывающего-
ся на функциональном состоянии органов 

и систем животных. Системную гипоксию 
организма при этом создавали методом хро-
нического прерывистого (интермиттирую-
щего) нормобарического гипоксического 
воздействия, являющегося максимально 
«чистым» с точки зрения возможных допол-
нительных патогенетических воздействий. 
Нормобарическая гипоксия создавалась 
с использованием мембранного гипоксика-
тора «БИО-НОВА-2004» («БИО-НОВА», 
Россия), адаптированного для работы 
с грызунами. Установка обеспечивает плав-
ную регулировку концентрации кислоро-
да 2–10% в гипоксической газовой смеси 
(ГГС). Производительность ГГС — не менее 
5 л/мин. Процентное содержание кислорода 
в ГГС, подаваемой животным, регулируется 
и устанавливается с помощью газоанализа-
тора, который встроен в установку.
В ходе предварительно проведенных 

исследований было установлено, что ги-
бель лабораторных животных наблюдается 
при содержании кислорода в ГГС от 5,5% 
у неустойчивых к гипоксии животных 
до 3,4% для животных с индивидуально 
повышенным уровнем устойчивости к ги-
поксии [19]. В связи с этим, как не вызы-
вающий у животных развития критической 
гипоксии, для длительного гипоксического 
воздействия был выбран режим работы ги-
поксикатора с подачей в камеру с живот-
ными 14% гипоксической смеси (парци-
альное давление кислорода во вдыхаемом 
воздухе 106,4 мм рт. ст., что соответствует 
гипоксии на высоте 3250 м над уровнем 
моря). Лабораторных животных помещали 
в камеру ежедневно на 6 ч в течение 24-х 
недель. В среднесуточном варианте такой 
режим будет соответствовать вдыханию ги-
поксической газовой смеси с содержанием 
кислорода 19,1%, парциальное давление 
кислорода 145,7 мм рт. ст., что примерно 
соответствует высоте 920 м над уровнем 
моря [15].
Длительное прерывистое гипоксическое 

воздействие не ориентировано на выявле-
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ние собственно эффектов гипоксии, т. к. 
в условиях гипоксии животные находятся 
только 6 ч/сут. Однако оно может быть ис-
пользовано для оценки последствий хро-
нического гипоксического воздействия, 
в т. ч. поведенческих, метаболических, 
иммунных и иных, связанных с длитель-
ным волнообразным воздействием на жи-
вотных умеренной гипоксии. Можно пред-
положить, что определяющим фактором, 
инициирующим перестройку метаболизма, 
будет выступать хронический гипоксиче-
ский стресс, а реализация процессов пере-
стройки метаболизма будет зависеть от экс-
прессии гипоксия-индуцибельного фактора 
HIF1α в различных тканях [20].
Лабораторные животные (мыши-самцы 

линии C57BL6/J) были получены из ФГУП 
«ПЛЖ “Рапполово”» (Ленинградская обл.). 
Содержание животных осуществлялось 
в условиях сертифицированного вивария в со-
ответствии с приказом МЗ РФ от 01.04.2016 г. 
№ 199н «Об утверждении Правил надлежа-
щей лабораторной практики».
Лабораторные животные после заверше-

ния 14-дневного карантина были рандоми-
зированы на 4 группы: интактная (А0В0), 
группа с моделированием стеатоза печени 
(А1В0), группа с гипоксическим воздейст-
вием (А0В1) и группа с сочетанным воз-
действием моделирования стеатоза пече-
ни и гипоксического воздействия (А1В1). 
В каждой группе было по 8 животных на-
чальной средней массой тела 18–21 г.
Биологический материал для исследова-

ния (кровь, ткани) у животных забирали 
на следующие сутки после прекращения 
гипоксического воздействия. По окон-
чании эксперимента у наркотизирован-
ных хлоралгидратом животных забира-
ли кровь методом кардиальной пункции 
в пробирки с активатором свертывания 
крови. Через 30 мин отстаивания кровь 
центрифугировали при 1000 об./мин 
в течение 10-ти мин, отделяли получив-
шуюся сыворотку, затем вторично цент-

рифугировали при 4000 об./мин в течение 
15-ти мин. Полученную сыворотку пере-
носили во вторичные пробирки, которые 
затем загружали в анализатор.
На биохимическом анализаторе Stat Fax 

1904+ (США) и «Эрба Лахема» (Чехия) 
определяли активность аланинаминотран-
сферазы (AлАТ), аспартатаминотранфе-
разы (AсАТ) и γ-глутамилтранспептидазы 
(ГГТП), уровни общего холестерина (ОХ), 
липопротеидов низкой плотности (ЛПНП) 
и триглицеридов (ТГ), концентрацию 
глюкозы. Кроме того, в сыворотке кро-
ви определяли содержание нейтральных 
и основных карбонильных групп белков, 
а в эритроцитах — активность супероксид-
дисмутазы (СОД) и каталазы (КАТ).
Карбонильные группировки белков 

печени определяли по реакции взаимо-
действия окисленных аминокислотных 
остатков белков с 2,4-динитрофенилгидра-
зином с образованием окрашенных гидра-
зонов [4, 28, 29]. Данные методы основаны 
на спектрофотометрической регистрации 
соединений при длинах волн 430 и 370 нм.
Определение активности каталазы кро-

ви проводили на основании способности 
перекиси водорода образовывать с солями 
молибдата стойкие окрашенные комплек-
сы желтого цвета [27]. Активность супе-
роксиддисмутазы определяли по скорости 
аутоокисления кверцетина в аэробных 
условиях [11]. В ткани печени определяли 
содержание суммарных липидов и гликоге-
на; в скелетных мышцах — гликогена [3, 13].
Статистическую обработку результатов 

проводили методами описательной стати-
стики, корреляционного и дисперсионного 
анализа с помощью пакета «Анализ данных» 
процессора электронных таблиц MS Offi ce 
Excel. Достоверность различий между груп-
пами оценивалась по F-критерию диспер-
сионного анализа ANOVA. Двухфакторный 
дисперсионный анализ проводился в специ-
ализированной программе статистического 
анализа Statisica 10 [17].
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Результаты и их обсуждение
У интактных животных исследован-

ные метаболические показатели обра-
зовывали несколько групп взаимокорре-
лирующих показателей. Первую группу 
можно условно обозначить как липидный 
фактор. К нему относятся такие показа-
тели, как липиды печени, холестерин, 
триглицериды, АЛТ, АСТ, ГГТП и глико-
ген печени. Вторую группу показателей 
образуют глюкоза крови, гликоген мышц 
и ЛПНП. Такой фактор может быть ин-
терпретирован как углеводный фактор. 
Третью группу образуют показатели 
содержания карбонильных групп (ней-
тральных и основных) в составе белков 
крови. Они тесно коррелируют между 
собой. Самостоятельными показателями 
у интактных животных является актив-
ность СОД и каталазы.

Результаты исследования метаболических 
последствий моделирования патологиче-
ских процессов представлены в табл. 1.
При анализе табл. 1 обращает на себя вни-

мание, что моделирование жировой болез-
ни печени у лабораторных животных проя-
вилось в изменении показателей не столько 
липидного, сколько углеводного обмена, 
что свидетельствует о завершении к момен-
ту исследования перестройки метаболиче-
ских процессов в организме лабораторных 
животных. Так, исследуемые показатели 
жирового обмена не имели статистически 
достоверных отличий от группы интакт-
ных животных, а значения их показателей 
в плазме были даже несколько ниже (на-
пример, холестерина — 91%, триглицери-
дов — 73%, ЛПНП — 82%). Выявленный 
прирост уровня липидов в печени (+10%) 
также не был статистически достоверным. 

Таблица 1. Влияние моделирования патологических процессов на метаболические показатели у лабораторных 
животных
Table 1. Effect of simulated pathological processes on metabolic indicators in laboratory animals

Показатель Ед. измерения
Значения в группах, M±m

интактные ЖБП гипоксия ЖБП + гипоксия
В плазме крови

Глюкоза ммоль/л 8,3±0,80 5,7±0,70* 5,2±0,80* 7,3±0,80
АлАТ МЕ/л 22,9±2,60 24,3±4,60 25,0±2,6 19,9±2,10
АсАТ МЕ/л 65,7±7,30 81,1±14,20 78,8±9,4 72,5±10,50
ГГТП МЕ/л 0,36±0,09 0,25±0,22 0,05±0,03* 0,36±0,12

Холестерин общий ммоль/л 1,24±0,09 1,12±0,09 1,23±0,12 1,10±0,10
ЛПНП ммоль/л 0,23±0,03 0,19±0,01 0,22±0,04 0,20±0,02

Триглицериды ммоль/л 0,39±0,05 0,28±0,05 0,40±0,03 0,35±0,05
Нейтральные карбонильные 

группы Д370 / мг белка 2,18±0,17 2,48±0,12 2,26±0,28 3,04±0,08*

Основные карбонильные 
группы Д430 / мг белка 0,62±0,06 1,43±0,07* 0,88±0,15* 1,45±0,04*

В эритроцитах

СОД усл. ед. / мл цель-
ной крови 34,2±1,7 36,25±0,77 0,05±0,01* Следы*

Каталаза
Ммоль 

Н2О2×103 / мин×мл 
цельной крови

22,5±0,5 30,6±0,6* 5,7±0,3* 7,0±0,4*

В тканях
Липиды печени мг/г ткани 0,06±0,01 0,07±0,01 0,05±0,01* 0,064±0,002
Гликоген печени мг/г ткани 0,90±0,06 0,53±0,05* 0,19±0,02* 0,57±0,03*

Гликоген скелетных мышц мг/г ткани 0,40±0,02 0,27±0,02* 0,09±0,01* 0,09±0,01*
Примечание: * — отличия от значений в группе интактных животных достоверны, р<0,05.
Note: * — differences from the values in the group of intact animals are signifi cant, p<0.05.
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В то же время содержание гликогена в пече-
ни и мышцах лабораторных животных до-
стоверно снижалось на 41 и 33% соответст-
венно, уровень глюкозы в крови снижался 
на 32%. Обращает на себя внимание также 
накопление в крови животных основных 
карбонильных групп (в 2,3 раза), что явля-
ется маркером активного протекания про-
цессов перекисного и свободнорадикаль-
ного окисления. Об активации процессов 
ПОЛ также свидетельствует субстратная 
активация каталазы (+36%). Перестройка 
структуры корреляционных связей между 
показателями метаболизма лабораторных 
животных при моделировании стеатоза пе-
чени представлена в работе [16].
Наиболее выраженные изменения в био-

химических показателях после длительно-
го воздействия умеренного кислородного 
голодания отмечаются в клеточных струк-
турах (клетки печени, скелетных мышц, 
эритроциты), в то время как показатели, 
регистрируемые в плазме крови животных, 
вероятно, в силу гомеостатических меха-
низмов, намного более устойчивы к преры-
вистому гипоксическому воздействию. Это 
является закономерным, т. к. именно проте-
кающие в клетках энергетические процес-
сы являются объектом действия гипоксии, 
и последствия хронического волнообразно-
го (интермиттирующего) гипоксического 
воздействия также должны иметь преиму-
щественно внутриклеточную локализацию.
Так, возникающий при хронической кис-

лородной недостаточности энергодефицит 
в первую очередь проявляется в мобилиза-
ции углеводных резервов организма, что ха-
рактеризуется снижением гликогена в пе-
чени и скелетных мышц в 4–5 раз. Однако 
даже такой мощной активации гликолити-
ческих реакций в тканях оказывается недо-
статочно для компенсации энергодефицита, 
что вызывает дополнительную утилизацию 
глюкозы крови (снижение на 37%) и вовле-
чение липидов в качестве субстратов энер-
гопродукции (снижение содержания липи-

дов в печени на 27%), переключение потока 
аминокислот с нефосфорилирующих про-
цессов детоксикации на др. виды обмена 
(снижение активности субстратзависимого 
фермента детоксикации ГГТП на 14%).
Возникающий в условиях хронической 

гипоксии дефицит кислорода закономерно 
сопровождается угнетением антиоксидант-
ной системы (снижение активности СОД 
практически в 1000 раз и каталазы в 4 раза) 
и накоплением недоокисленных продуктов 
(повышение содержания основных кар-
бонильных группировок в белках крови 
на 41%).
Данные табл. 1 показывают, что по основ-

ным метаболическим показателям плазмы 
крови животные, подвергнутые комплекс-
ному воздействию моделирования жиро-
вой болезни печени и длительному пре-
рывистому гипоксическому воздействию, 
не отличаются от интактных животных. 
Статистически достоверные отличия про-
являются в отношении показателей содер-
жания карбонильных групп белков крови 
(резкое нарастание основных групп, нара-
стание нейтральных групп), активности 
ферментов антиоксидантной защиты в эри-
троцитах СОД и каталазы (резкое угнете-
ние), а также количества гликогена в пече-
ни и в скелетных мышцах (снижение).
С учетом того, что экспериментальное 

исследование было проведено по схеме 
двухфакторного анализа, выполнена оценка 
значимости двух контролируемых факто-
ров: моделирования жировой болезни пече-
ни и длительного воздействия прерывистой 
гипоксии и их взаимодействия (табл. 2). 
Анализируемый критерий модели — коэф-
фициент детерминации D — показывает, 
какая часть общей вариативности показа-
теля может быть связана с тем или иным 
контролируемым фактором.
Таким образом, фактор моделирования 

жировой болезни существенно влияет 
на показатели липидов печени, нейтраль-
ных и основных карбонильных групп 
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белков крови. Фактор длительной прерыви-
стой гипоксии существенно влияет на по-
казатели липидов печени, гликогена печени 
и мышц, каталазы. Взаимодействие этих 
факторов существенно влияет на показа-
тели гликогена печени и мышц, глюкозы 
крови, а также активность ферментов ан-
тиоксидантной защиты (СОД и каталазы) 
в эритроцитах. Обращает на себя внимание, 
что в вариативности показателей сыворот-

ки крови (глюкоза, ферменты, показатели 
жирового обмена) в основном проявляется 
действие неконтролируемых факторов.
Результаты оценки аддитивности выявлен-

ных показателей взаимодействия двух незави-
симых патологических процессов при однов-
ременном их моделировании на одних и тех 
же животных представлены в табл. 3.
Проведенные исследования подтвер-

ждают, что связанные с моделированием 

Таблица 2. Влияние факторов моделирования жировой болезни печени (фактор А) и длительного воздействия 
прерывистой гипоксии (фактор В) и их взаимодействия (А*В)
Table 2. Effects of simulated liver fat hepatosis (factor A) and prolonged intermittent (factor B) hypoxia, as well as their 
interaction (A*B)

Показатель Фактор А Фактор В Взаимодей-
ствие А*В

Суммарно 
контролируемые 

факторы, D

Неконтролиру-
емые факторы, 

D
D p D p D p

Липиды печени 0,17 0,008 0,41 0,001 0,03 0,20 0,61 0,39
Гликоген печени 0,001 0,28 0,40 2×10–6 0,41 2×10–6 0,81 0,19
Гликоген мышц 0,06 0,002 0,78 8×10–11 0,05 0,007 0,90 0,10

НейтрКГ 0,17 0,03 0,08 0,14 0,10 0,09 0,35 0,65
ОснКГ 0,66 2×10–6 0,03 0,21 0,008 0,48 0,69 0,31

Каталаза 0,05 3×10–8 0,91 10–19 0,03 6×10–6 0,99 0,01
Глюкоза 0,02 0,47 0,04 0,28 0,25 0,015 0,31 0,69
АлАТ 0,008 0,68 0,001 0,96 0,009 0,68 0,02 0,98
АсАТ 0,02 0,47 0,01 0,60 0,02 0,57 0,05 0,95
ГГТП 0,06 0,23 0,006 0,71 0,08 0,20 0,15 0,85
ОХ 0,06 0,27 0,001 0,96 0,008 0,69 0,07 0,93
ТГ 0,05 0,30 0,09 0,15 0,009 0,65 0,15 0,85

ЛПНП 0,02 0,36 0,06 0,28 0,005 0,23 0,08 0,92

Таблица 3. Оценка аддитивности взаимодействия исследуемых патологических процессов
Table 3. Assessment of the additive interaction of the pathological processes under study

Показатель, ед. измерения Влияние фактора Сумма эф-
фектов А+В ИА, оценка взаимодействия

А В А*В

Гликоген печени, мг/г ткани –0,37 –0,71 –0,33 –1,08 0,30, частичный антагонизм, 
игнорирование фактора В

Гликоген мышц, мг/г ткани –0,13 –0,31 –0,31 –0,44 0,70, частичный антагонизм, 
игнорирование фактора А

Нейтр. КГ, Д37/мг белка +0,30 +0,06 +0,86 +0,36 2,39, потенцирование

Осн КГ, Д430/мг белка +0,81 +0,26 +0,83 +1,07 0,78, частичный антагонизм, 
игнорирование фактора В

Каталаза, Ммоль 
Н2О2×103/мин×мл +8,1 –16,8 –15,5 –8,7 Игнорирование фактора А

Глюкоза, ммоль/л –2,6 –3,1 –1,0 –5,7 0,17, антагонизм
СОД, усл. ед./мл +2,05 –33,7 –34,2 –31,65 Игнорирование фактора А

ГГТП, МЕ/л –0,11 –0,31 0 –0,42 0,00, антагонизм
Примечание: в анализ были включены только те показатели, по которым в табл. 1 и 2 были выявлены досто-
верные влияния.
Note: the analysis included only those indicators, which demonstrated signifi cant effects according to table 1 and 2.
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жировой болезни печени изменения в энер-
гетическом обмене клеток являются не-
зависимым фактором, могущим модифи-
цировать (как усиливать, так и ослаблять) 
для отдельных показателей вызванное дли-
тельным прерывистым воздействием ги-
поксии состояние энергодефицита клеток. 
Наиболее отчетливое усиливающее (потен-
цирующее) действие проявляется для пока-
зателей уровня нейтральных карбонильных 
групп белков плазмы, а также в извращен-
ной реакции показателей уровня основных 
карбонильных групп (игнорирование фак-
тора гипоксии) и активности ферментов 
антиоксидантной защиты каталазы и СОД 
(игнорирование действия моделирова-
ния стеатоза печени), что свидетельствует 
о взаимном потенцировании исследуемыми 
патологическими состояниями процессов 
перекисного и свободнорадикального окис-
ления липидов. В то же время избыточное 
поступление высококалорийных субстра-
тов энергетического обмена при моделиро-
вании жировой болезни печени в условиях 
сформировавшегося нового шаблона ак-
тивности реакций энергетического обмена 
будет способствовать сохранению угле-
водных ресурсов организма при гипокси-
ческом энергодефиците. Данный эффект 
проявляется в меньшем снижении глюкозы 

крови и запасов гликогена в печени после 
длительного гипоксического воздействия 
(полный или частичный антагонизм взаи-
модействия).

Заключение
Проведенное исследование показало, 

что в условиях одновременного воздейст-
вия на организм лабораторных животных 
высококалорийного липидно-углеводного 
питания (моделирование неалкогольной 
жировой болезни печени) и длительной 
прерывистой (интермиттирующей) уме-
ренной нормобарической гипоксии (мо-
делирование сонного апноэ) перестройка 
процессов метаболизма в основном осу-
ществляется по типу независимых контро-
лируемых факторов. Взаимоотягощающее 
взаимодействие (коморбидность) для этих 
моделируемых патологических процессов 
было выявлено только в отношении про-
цессов перекисного окисления липидов 
и свободнорадикального окисления.
Тем самым в работе была подтверждена 

реализуемость предложенной методологии 
оценки взаимодействия двух одновременно 
протекающих патологических процессов 
у лабораторных животных в двухфакторном 
эксперименте их моделирования с оценкой 
аддитивности их взаимодействия.
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КРИОСОХРАНЕНИЕ СРЕЗОВ МОЗГА КРЫС 
С РАЗЛИЧНОЙ ДЛИТЕЛЬНОСТЬЮ И ВОССТАНОВЛЕНИЕ 

ИХ ЭЛЕКТРИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ

А.А. Мокрушин
ФГБУН «Институт физиологии им. И.П. Павлова» РАН

199034, Российская Федерация, Санкт-Петербург, наб. Макарова, д. 6

Исследовали влияние криосохранения переживающих срезов мозга крыс-самцов популяции линий 
Wistar с различной длительностью (4, 8, 10, 23 и 90 сут) на изменения электрической активности. 
Измерялись амплитуды АМПA- и НМДА-зависимых глутаматергических ионотропных механиз-
мов, а также потенциала действия латерального обонятельного тракта (ПД ЛОТ) при температуре 
–20°С и последующем отогревании до +37°С. После криоконсервации эти механизмы сохранялись 
и восстанавливались. Использовалась методика электрофизиологической регистрации АМПА-, 
НМДА-потенциалов и суммарного ПД ЛОТ. После криосохранения АМПА-зависимые механизмы 
и активность проводящих волокон ЛОТ восстанавливались до нормотермических значений. Напро-
тив, восстановление НМДА-зависимых механизмов было неполным и составляло в среднем 34% по 
сравнению с нормотермическими значениями. Результаты свидетельствуют, что после криоконсер-
вации срезов мозга крыс активности базовых ионотропных глутаматергических механизмов восста-
навливаются.

Ключевые слова: срезы мозга крыс, криоконсервация, АМПА-зависимые механизмы, НМДА-за-
висимые механизмы
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CRYOPRESERVATION OF RAT BRAIN SLICES 
WITH DIFFERENT DURATION AND RESTORATION 

OF THEIR ELECTRICAL ACTIVITY

Anatoliy A. Mokrushin
Pavlov Institute of Physiology of the Russian Academy of Sciences

199034, Russian Federation, Saint Petersburg, Makarova embankment, 6

Effects of cryopreservation of male Wistar rat brain slices with different duration (4, 8, 10, 23, and 90 days) 
on changes in their electrical activity was investigated. The amplitudes of AMPA- and NMDA-dependent 
glutamatergic ionotropic mechanisms were measured, as well as the action potential of the lateral olfacto-
ry tract (AP LOT) at a temperature of –20°C and subsequent warming to +37°C. After cryopreservation, 
these mechanisms were preserved and restored. We used the method of electrophysiological registration 
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of the AMPA and NMDA potentials and the total AP LOT. After cryopreservation, the AMPA-dependent 
mechanisms and the activity of conductive LOT fi bers were restored to normothermal values. On the con-
trary, the recovery of NMDA-dependent mechanisms was incomplete and averaged 34% compared with 
the normothermal values. The results indicate that, after cryopreservation, the activity of basic ionotropic 
glutamatergic mechanisms in rat brain slices is restored.

Keywords: rat brain slices, cryopreservation, AMPA-dependent mechanisms, NMDA-dependent mecha-
nisms
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Введение
Криосохранение — это перспективная био-

технология, позволяющая длительно сохра-
нять биологический материал в жизнеспо-
собном состоянии при низких температурах. 
Исследование обратимого ингибирования ак-
тивности клеток и органов млекопитающих 
после их криоконсервации имеет практиче-
ское значение c развитием методов транс-
плантации тканей, органов и необходимо-
стью создания криобанка трансплантатов.
В настоящее время в медицине и вете-

ринарии успешно применяется низкотем-
пературное хранение однотипных клеток 
(ооциты, сперматозоиды, клетки крови 
и др.) с последующим восстановлением 
их биологических функций после отогре-
вания. Что касается сложноорганизован-
ных органов и тканей, например нервной, 
то методы криоконсервации до сих пор де-
тально не разработаны для использования 
в клинических условиях. Очевидно, это 
связано с гетерогенным клеточным соста-
вом нервной ткани (разного типа нейроны, 
глиальные клетки, синапсы) и отсутствием 
стандартных протоколов процесса замора-
живания/отогревания [12].
При разработке протоколов криоконсер-

вации нервной ткани переживающие сре-
зы мозга являются оптимальными экспе-

риментальными объектами для изучения 
закономерностей криосохранения нервной 
системы. Они представляют собой экс-
плантат мозга размером 10×15 мм и тол-
щиной 400–500 мкм. В срезах мозга можно 
регистрировать электрическую активность 
нейронов и синапсов аналогично услови-
ям in vivo для моделирования нормальных 
и патологических состояний мозга [6].
Исследования криосохранения на срезах 

мозга выявили закономерности воздейст-
вия скорости и глубины замораживания 
на восстановление синаптической актив-
ности в срезах мозга, а также применения 
некоторых криопротекторов [10]. В данном 
исследовании для разработки биотехно-
логий криосохранения нервной ткани ис-
пользовали глубину замораживания –20°C. 
Обнаружено, что активность энзимов 
в клетках при такой температуре ингиби-
руется, но восстанавливается при отогре-
вании [5].
Целью исследования явилось опре-

деление влияния криосохранения срезов 
мозга при температуре –20°C с различной 
длительностью (недели, месяцы) на вос-
становление электрической активности 
в виде ионотропных глутаматергических 
рецепторных АМПА- (α-амино-3-гидро-
кси-5-метилизоксазол-4-пропионовая 
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кислота) и НМДА-зависимых (N-метил-
D-аспартат) механизмов. Кроме того, 
были изучены эффекты криосохранения 
проводящих нервных волокон латераль-
ного обонятельного тракта (ЛОТ), кото-
рый локализован в срезах обонятельной 
коры мозга крыс. Скорости заморажива-
ния/отогревания срезов мозга не превы-
шали 0,1–0,125°C/мин, и не использова-
лись криопротекторы.

Материалы и методы
В исследованиях использовались белые 

крысы-самцы популяции линий Wistar мас-
сой 180–200 г. Все эксперименты проведе-
ны на крысах из биоколлекции «Коллекция 
лабораторных млекопитающих разной так-
сономической принадлежности» Института 
физиологии им. И.П. Павлова РАН, под-
держанной программой биоресурсных 
коллекций ФАНО России с соблюдением 
рекомендаций по этике работы с животны-
ми, предложенных European Communities 
Council Direction (86/609 EEC). Опыты 
с животными были одобрены в стро-
гом соответствии с Руководством Совета 
Федерации по уходу и использованию ла-
бораторных животных (1994 г.) и с руково-
дящими принципами Института физиоло-
гии им. И.П. Павлова Российской академии 
наук (1996 г.).
Тангенциальные срезы толщиной 400–

500 мкм изготавливали из мозга крыс-
самцов популяции линий Wistar (по 13 
контрольных и опытных животных) [2]. 
Из мозга крыс-самцов были приготовлены 
по 25 кон трольных и опытных срезов, каж-
дый из которых преинкубировали отдель-
но в стеклянных виалах инкубационной 
средой объемом 1 мл в аппарате Варбурга 
(Германия) при температуре +37°C. Обе 
группы животных (контрольная и опытная) 
были идентичны по весу, режиму кормле-
ния и содержания в виварии.
После преинкубации в течение 2-х ч 

срезы помещали в камеру электрофизио-

логической установки [3] и перфузирова-
ли со скоростью 2 мл/мин искусственной 
церебральной жидкостью следующего 
состава (мM): NaCl — 124,0; KCl — 5,0; 
CaCl2 — 2,6; KH2PO4 — 1,24; MgSO4 — 
1,2; NaHCO3 — 3,0; глюкоза — 10,0; трис-
НCl — 23,0; рН — 7,2–7,3.
Электрическая активность срезов 

определялась при регистрации АМПА-, 
НМДА-потенциалов. Регистрацию этих 
потенциалов производили экстраклеточ-
но стеклянными микроэлектродами, за-
полненными 1M NaCl, сопротивлением 
1–5 мОм в ответ на одиночные ортодром-
ные электрические импульсы (прямоуголь-
ной формы, длительностью 0,1 мс, интен-
сивностью 1–3 В, частотой 0,003 Гц) ЛОТ. 
Индифферентный хлорсеребряный элек-
трод располагали в камере.
АМПА-, НМДА-потенциалы усиливались 

прибором (НТО, Россия) и оцифровывались 
аналого-цифровым интерфейсом (Е 20-10, 
Россия) с частотой квантования 25 кГц. С по-
мощью специальной программы на компью-
тере анализировались изменения амплитуд 
АМПА-, НМДА-потенциалов.
Химические реактивы, необходимые 

для приготовления инкубационной сре-
ды, получены от фирмы «Химреактив» 
(Россия).
Статистическую обработку полученных 

результатов производили с использованием 
непараметрического анализа (U-критерий 
Вилкоксона — Манна — Уитни). Различия 
считали достоверными при p≤0,05.
Протокол криосохранения заключал-

ся в следующем. Срезы после преинку-
бации помещались в проточную каме-
ру электрофизиологической установки, 
и в них регистрировались амплитуды 
АМПА-, НМДА-потенциалов при темпе-
ратуре +37°C [3]. Затем срезы градуаль-
но охлаждались до температуры +16°C 
в установке при медленных скоростях 
(0,1–0,125°C/мин). Далее срезы переноси-
ли в стеклянные виалы с инкубационным 
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р-ром объемом 1 мл, постепенно заморажи-
вали до –20°C и сохраняли в морозильни-
ке термостата ThermoStat plus (Eppendorf, 
Germany).
После криосохранения срезы ото-

гревались с медленными скоростями 
(0,1–0,125°C/мин) до +37°C и затем пере-
носились в перфузионную камеру электро-
физиологической установки. В ней изучали 
степени восстановления электрической ак-
тивности глутаматергических ионотроп-
ных механизмов по изменениям амплитуд 
АМПА-, НМДА-потенциалов и ПД ЛОТ 
после различных временных интервалов их 
криосохранения: 4, 8, 10, 23 и 90 сут.

Результаты и их обсуждение
Срезы мозга после криоконсервации 

были испытаны на возникновение и восста-
новление АМПА- и НМДА-потенциалов 
и пресинаптического компонента — ПД 
ЛОТ в течение 15–20 мин. Скорость отогре-
вания срезов составляла 0,1°C/мин. Было 
выявлено, что во всех срезах (100%, n=25) 
активности АМПА- и НМДА-механизмов 
восстанавливались после криоконсервации 
с различной длительностью.
Далее анализировались степени восста-

новления активностей АМПА-, НМДА-
зависимых механизмов после различных 
сроков криосохранения.
Степени сохранения активностей 

АМПА- и НМДА-механизмов были раз-
личны (рис. 1). Так, активность проводя-
щих волокон ЛОТ (амплитуда ПД ЛОТ) 
восстанавливалась после 10-ти сут, но воз-
растала после 23-х и 90-та сут криосох-
ранения. Активность АМПА-механизмов 
возрастала при меньших сроках криосох-
ранения (рис. 1А, Б), но после 90-та сут 
она восстанавливалась до контрольного 
значения (рис. 1В). Степень восстановле-
ния активности НМДА-механизмов после 
всех сроков криосохранения была мень-
ше по сравнению с ПД ЛОТ и АМПА-
механизмов (рис. 1).

Для выяснения, как воздействуют различ-
ные сроки криосохранения на восстановле-
ние активности проводящих волокон (ПД 
ЛОТ), АМПА- и НМДА-механизмов, были 
проанализированы суммарные данные из-
менения амплитуд этих потенциалов.
В результате проведенных исследований 

было обнаружено, что амплитуды АМПА-
потенциалов после отогревания увеличива-
лись в течение всего времени отогревания 
и статистически не отличались от контроль-
ных значений после 4-х и 23-х сут криосох-
ранения (U=15, n=25, p≥0,05) (рис. 2). В ин-
тервалах 8-ми и 10-ти сут криосохранения 
амплитуды АМПА-потенциалов досто-
верно превышали контрольные значения 
в среднем на 47% (U=7, n=25, p≤0,05). Эти 
данные показывают, что воздействие крат-
ковременной криоконсервации способст-
вует восстановлению активностей АМПА-
зависимых рецепторных механизмов.
Криосохранение НМДА-механизмов 

представляет особый интерес, поскольку 
известно, что при обучении активности 
НМДА-рецепторов являются исключитель-
но важными для инициирования функцио-
нальной пластичности, связанной с обуче-
нием [13].
Результаты исследований выявили, 

что НМДА-зависимые механизмы после 
криосохранения, в отличие от изменений 
активности АМПА-зависимых механиз-
мов, восстанавливались иным образом. 
Амплитуды НМДА-потенциалов имели 
тенденцию к восстановлению, но значе-
ние их амплитуд составляло в среднем 
11% по сравнению с амплитудой до замо-
раживания после 4-х, 8-ми, 10-ти и 90-та 
сут криоконсервации (рис. 3). Было вы-
явлено, что восстановление амплитуд 
НМДА-потенциалов усиливалось после 
23-х сут криоконсервации и составля-
ло в среднем 53±12% (U=8, n=25, p≤0,05) 
(рис. 3).
Данные, представленные выше, свиде-

тельствуют о том, что НМДА-зависимые 
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Рис. 1. Изменения амплитуд ПД ЛОТ, АМПА- и НМДА-потенциалов после криосохранения с различными дли-
тельностями: 10 (А), 23 (Б) и 90 (В) сут при отогревании срезов до +37°С.
Примечание: Горизонтальная пунктирная линия — изолиния. Вертикальные серые линии показывают ампли-
туды АМПА- и НМДА-потенциалов. Потенциал ПД ЛОТ показан стрелкой. Измерения амплитуд потенциалов 
производились от изолинии до пика. Калибровка: 0,1 мВ; 5,0 мс.
Fig. 1. Changes in the amplitudes of AP LOT, AMPA and NMDA potentials after cryopreservation with different duration: 
10 (A), 23 (Б), and 90 (В) days when the slices were rewarming to +37°C.
Note: Horizontal dashed line — isoline. Vertical gray lines show the amplitudes of the AMPA and NMDA potentials. The 
potential of AP LOT is shown by an arrow. The amplitudes of the potentials were measured from the isoline to the peak. 
Calibration: 0.1 mV; 5.0 ms.

Рис. 2. Изменения амплитуды АМПА-потенциалов после криосохранения с различными длительностями при 
отогревании срезов до +37°С.
Примечание: По оси абсцисс: К (+37°С) — контрольные значения АМПА-потенциалов при +37°С. Горизон-
тальная пунктирная линия — контрольные значения АМПА-потенциалов при +37°С до замораживания. n=25 
для каждой точки, * — р≤0,05; U-критерий Вилкоксона — Манна — Уитни.
Fig. 2. Changes in the amplitude of the AMPA potentials after cryopreservation with different duration when re-warming 
slices to +37°C.
Note: On the abscissa axis: K (+37°C) — control values of AMPA potentials at +37°C. The horizontal dashed 
line is the control values of the AMPA potentials at +37°C before freezing. n=25 for each point, * — p≤0.05; 
Wilcoxon — Mann — Whitney U-test.
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механизмы наиболее уязвимы к действию 
глубокого замораживания –20°C и последу-
ющего отогревания до нормотермических 
значений.
В работе было проанализировано восста-

новление суммарной активности волокон 
ЛОТ после различных сроков криосох-
ранения. Было обнаружено, что амплиту-
ды ПД ЛОТ после криоконсервации вос-
станавливались (рис. 4). Рассматривая 
влияние длительности криосохранения 
на степени восстановления активности 
волокон ЛОТ, можно выявить определен-
ную закономерность. Так, после 4-х сут 
криоконсервации активность волокон ЛОТ 
восстанавливалась до 76±10% и достовер-
но отличалась от контрольных значений 
(U=7, n=5, p≤0,05). Пролонгация длитель-
ности криосохранения до 8-ми, 10-ти сут 
способствовала полному восстановлению 
волокон ЛОТ. Дальнейшее увеличение 
длительности до 23-х и особенно до 90-та 
сут криосохранения вызывало значитель-
ное возрастание амплитуд ПД ЛОТ, досто-
верно превышающее контрольные значе-

ния до замораживания срезов (U=11, n=5, 
p≤0,05) (рис. 4).
Таким образом, увеличение длительности 

криосохранения сопровождается не только 
восстановлением активности волокон ЛОТ, 
но их гиперактивацией после отогревания.
В результате проведенных исследований 

были получены данные, которые свиде-
тельствуют, что после криоконсервации 
срезов мозга негибернирующих животных 
(крыс) активность ионотропных глутама-
тергических АМПА- и НМДА-зависимых 
механизмов, а также активность проводя-
щих волокон ЛОТ восстанавливались.
Существенными факторами применен-

ного нами протокола криосохранения были 
глубина и скорость замораживания/отогре-
вания. Для криоконсервации срезов мозга 
была применена глубина замораживания 
срезов –20°C. Такой выбор температу-
ры был основан на установленном факте, 
что метаболическая активность клеток ин-
гибируется, но не блокируется [5]. Важно 
отметить, что в проведенном исследовании 
была использована медленная скорость 

Рис. 3. Изменения амплитуды НМДА-потенциалов после криосохранения с различными длительностями при 
отогревании срезов до +37°С.
Примечание: Обозначения как на рис. 2.
Fig. 3. Changes in the NMDA potential amplitude after cryopreservation with different duration during re-warming 
slices to +37°C.
Note: Designations as in Fig. 2.
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замораживания/отогревания срезов мозга 
(не более 0,125°C/мин). Этот прием был 
основан на результатах наших предыдущих 
исследований, в которых было показано, 
что скорости 0,1–0,125°C/мин заморажи-
вания/отогревания способствовали восста-
новлению активности АМПА- и НМДА-
зависимых механизмов [9, 10].
Особое внимание в работе было обраще-

но на выявление закономерностей влияния 
различных длительностей криоконсерва-
ции на сохранение и восстановление актив-
ности АМПА- и НМДА-зависимых меха-
низмов, а также активностей проводящих 
волокон ЛОТ.
Анализ результатов экспериментов по-

казал, что глутаматергические синаптиче-
ские механизмы, а также активности про-
водящих волокон после всех интервалов 
длительности криоконсервации в срезах 
сохранялись и восстанавливались при ото-
гревании, и были определены резистент-

ности этих механизмов к примененному 
протоколу криосохранения. Обнаружено, 
что резистентности исследованных ме-
ханизмов к воздействию замораживания 
и последующего отогревания оказались 
различными. При сопоставлении толе-
рантности глутаматергических механизмов 
к воздействию криосохранения выявилась 
закономерность, что АМПА-зависимые 
механизмы, а также активности проводя-
щих волокон были более устойчивы к про-
цедуре криосохранения. Активности этих 
механизмов восстанавливались при ото-
гревании, а активность волокон ЛОТ была 
гиперактивирована при длительных сроках 
криосохранения (23 и 90 сут).
Напротив, резистентность НМДА-

зависимых механизмов к воздействию 
различных длительностей криосохране-
ния была ниже, чем АМПА-зависимых 
механизмов. Активность этих процессов 
восстанавливалась до 15–50% по отно-

Рис. 4. Изменения амплитуды суммарного ПД ЛОТ после криосохранения с различными длительностями при 
отогревании срезов до +37°С.
Примечание: Обозначения как на рис. 2.
Fig. 4. Changes in the total AP LOT amplitude after cryopreservation with different duration during re-warming slices 
to +37°С.
Note: Designations as in Fig. 2.
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шению к нормотермическому контролю 
до криосохра нения.
Учитывая эти особенности вос-

становления НМДА-механизмов по-
сле криосохранения, можно полагать, 
что для оптимизации процесса криоконсер-
вации гетерогенных структур эксплантатов 
мозга необходимо применять криопротек-
торы. Вместе с тем необходимо принимать 
во внимание, что применение традицион-
ных криопротекторов, таких как диметил-
сульфоксид, этиленгликоль, глицерин и др., 
вызывает нарушение функционирования 
синаптических механизмов в мозговых 
структурах [1, 4, 7].
При поиске криопротекторов, не вызы-

вающих токсические эффекты, следует 
ориентироваться на вещества эндогенного 
происхождения, такие как белки теплово-
го шока [8], дипептид карнозин [11], пеп-
тид TSKY (Thr-Ser-Lys-Tyr), выделенный 
из мозга зимоспящих сусликов [1]. Эти во-
просы планируется изучить в следующих 
исследованиях.
Важный аспект наших исследований за-

ключался в том, что были проанализиро-
ваны влияния различных длительностей 
криоконсервации на восстановление актив-
ностей волокон ЛОТ. Отметим, что для кли-
ники криосохранение нервов представляет 
важное значение при трансплантации нерв-
ных волокон.
В результате проведенных исследова-

ний было обнаружено, что при всех сро-
ках крио сохранения происходит полное 
восстановление активностей волокон ЛОТ. 
Более того, при больших сроках криокон-

сервации (23, 90 сут) они гиперактивирова-
лись. Вероятно, что такая гиперактивация 
проявляется у немиелинизированных во-
локон группы B в составе ЛОТ. Отсутствие 
миелиновой оболочки этих нервных воло-
кон индуцирует нарушение функциони-
рования их мембран и натриевых каналов 
в них в процессе криоконсервации, тогда 
как мие линовые оболочки волокон ЛОТ 
группы Аδ защищают мембраны и оптими-
зируют функции натриевых каналов в них.

Заключение
В результате проведенных исследований 

впервые получены данные, которые сви-
детельствуют, что после криоконсервации 
с глубиной замораживания эксплантатов 
мозга при температуре –20°C и медлен-
ной скорости замораживания/отогревания 
(0,125°C/мин) электрические активности 
глутаматергических ионотропных механиз-
мов (АМПА и НМДА), а также проводящих 
волокон ЛОТ в срезах мозга негибернирую-
щих животных (крыс) восстанавливаются. 
В таком протоколе криосохранения не ис-
пользовались криопротекторы и применя-
лась медленная скорость замораживания/
отогревания.
Следует отметить, что воздействию дли-

тельной криоконсервации подвергались 
механизмы глутаматергической медиатор-
ной системы, которая является доминиру-
ющей в мозге теплокровных. Полученные 
данные, как можно полагать, будут способ-
ствовать разработке биотехнологии дли-
тельной криоконсервации нервной ткани 
для создания криобанка.
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ПЕРЕНЕСШИХ ЧЕРЕПНО-МОЗГОВУЮ ТРАВМУ
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Проведен амплитудный и спектральный анализ кортикографической активности крыс, перенесших 
травматическое повреждение головного мозга (открытая проникающая черепно-мозговая травма). 
Запись электрокортикограмм (ЭКоГ) осуществляли на 3-и и 7-е сутки после травмы. Амплитудный 
анализ включал в себя оценку средней амплитуды сигнала, а спектральный — расчет величины 
средней амплитуды и индексов δ-, θ-, α- и β-ритмов. Выявлены характерные изменения амплитуд-
ных и спектральных характеристик ЭКоГ у крыс, перенесших черепно-мозговую травму (ЧМТ). 
У испытуемых животных травматическое повреждение двигательной коры и нижележащих струк-
тур приводило к уменьшению средней амплитуды сигнала, а также снижению амплитуд и индексов 
θ-, α- и β-ритмов. Одновременно увеличивалась средняя амплитуда и индекс медленноволнового 
δ-ритма. Схожие изменения наблюдали как в области повреждения, так и в других участках коры 
и на 3-и и 7-е сутки после травмы. Полученные результаты свидетельствуют о том, что данная мо-
дель черепно-мозговой травмы имеет много электрофизиологических сходств с травмами, наблюда-
емыми у пациентов в клинической практике и, следовательно, может быть использована в дальней-
ших нейрофизиологических и фармакологических исследованиях.
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A series of amplitude and spectral studies was performed to investigate brain cortical activity in rats with 
traumatized brain (open penetrating traumatic brain injury (TBI)). Electrocorticograms (ECoG) were re-
corded on the 3rd and the 7th day following the trauma. An amplitude analysis comprised an estimation of 
the mean signal amplitude and the degree of Lempel — Ziv compression. A spectral analysis involved a 
calculation of the mean amplitude and δ-, θ-, α- and β-rhythm indices. Characteristic changes in the ECoG 
amplitude and spectral parameters were revealed in TBI rats. Traumatized animals demonstrated decreased 
values of both the mean signal amplitude, as well as the amplitudes and indices of θ-, α- and β-rhythms. At 
the same time, the mean amplitude and the index of delta-frequency were increased. Similar changes were 
observed not only near the traumatized area but also in the other brain cortex regions on the 3rd and 7th day 
following the trauma. The obtained results demonstrate that the investigated TBI model has numerous 
electro physiological similarities with traumas in clinical practice, thus being applicable for neurophysio-
logical and pharmacological studies.
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Введение
Черепно-мозговая травма (ЧМТ) являет-

ся главной причиной инвалидизации и ги-
бели пациентов молодого возраста. В связи 
с тем, что группой риска является наиболее 
трудоспособная и активная часть населе-
ния, данная проблема для общества имеет 
большое социально-экономическое зна-
чение [14].
Реабилитация пациентов после травма-

тического или ишемического повреждения 
головного мозга включает в себя восстанов-

ление нарушенных функций (двигатель-
ных, когнитивных и др.) как с помощью фи-
зических методов (ранняя вертикализация, 
ранняя мобилизация, постуральная кор-
рекция, низкоинтенсивная физиотерапия), 
так и фармакологических [3]. Традиционно 
для коррекции неврологических рас-
стройств предлагаются препараты, облада-
ющие нейропротекторным и ноотропным 
действием. Однако, несмотря на большое 
разнообразие средств, продемонстрировав-
ших эффективность в рамках доклиниче-
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ских испытаний, лишь малая часть из них 
используется в клинической практике, 
что обусловлено их недостаточной эффек-
тивностью у пациентов неврологического 
профиля.
В связи с этим возникает необходимость 

более детального изучения и, главное, 
подтверждения нейропротекторной ак-
тивности новых соединений на докли-
ническом этапе различными методами. 
Стандартом поиска и верификации нейро-
реабилитационной активности новых мо-
лекул в эксперименте являются поведен-
ческие и функциональные тесты [5, 18], 
гистологические [8] и биохимические 
исследования [9]. Все перечисленное хо-
рошо зарекомендовало себя в нейрофар-
макологических исследованиях, однако 
каждый из подходов имеет свои недостат-
ки. Так, например, тесты на координацию 
движений, память и т. д. у лабораторных 
грызунов часто являются субъективны-
ми, поскольку ряд ключевых показателей 
не может быть обработан компьютеризи-
рованными системами. Гистологические 
и биохимические исследования обычно 
невозможно проводить в динамике на од-
них и тех же животных.
Возможным связующим звеном обще-

признанных направлений нейрофарма-
кологических исследований могут быть 
нейрофизиологические методы. Среди 
последних классическим и наиболее изу-
ченным является электроэнцефалография 
(ЭЭГ) — регистрация биоэлектрической 
активности головного мозга. В экспери-
ментальных исследованиях на лабора-
торных животных более распространен 
метод регистрации биологической актив-
ности мозга непосредственно «с коры» — 
электрокортикография (ЭКоГ). И хотя 
у данных методов, как и у любых других, 
есть свои недостатки, их несомненны-
ми достоинствами является возможность 
оценки функционального состояния моз-
га как единой взаимосвязанной системы. 

Кроме того, важно, что тестирование 
испытуемых лабораторных животных 
можно проводить так часто и так долго, 
как это необходимо.
На сегодняшний день опубликовано не-

большое количество статей, где бы автора-
ми оценивалась возможность регистрации 
и анализа ЭЭГ на моделях черепно-моз-
говой травмы у животных для оценки эф-
фективности новых нейропротекторных 
средств. Поэтому экспериментальная мо-
дель ЧМТ, позволяющая оценивать ко-
личественно и в динамике множество 
параметров, характеризующих состоя-
ние головного мозга, представляет несом-
ненный интерес для нейрофармакологии. 
В связи с этим целью настоящей рабо-
ты стал поиск изменений амплитудных 
и спектральных параметров электрокорти-
кограмм, возникающих у крыс, перенесших 
черепно-мозговую травму.

Материалы и методы
Исследование проводили в соответст-

вии с принципами Базельской декларации, 
Приказом Минздрава РФ от 01.04.2016 г. 
№ 199н «Об утверждении правил надле-
жащей лабораторной практики» и рекомен-
дациями биоэтической комиссии СПХФУ. 
Крыс содержали в стандартных условиях 
вивария на обычном пищевом рационе, со 
свободным доступом к воде. Все опытные 
и контрольные животные были взяты из од-
ной партии и прошли карантин в течение 
14-ти сут.
Эксперименты выполнены на 10-ти бе-

лых беспородных крысах-самцах массой 
250–300 г, полученных из ФГУП ПЛЖ 
«Рапполово» (Ленинградская область), 
разделенных на две группы (здоровую 
и контрольную). В обеих эксперименталь-
ных группах было по 5 животных.
Кортикографические электроды из-

готавливали из нихромовой проволоки 
диа метром 0,5 мм (для регистрирующих 
и референтного электродов) и диаметром 
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0,16 мм — для заземляющего электрода. 
Изоляцию осуществляли термоусадочной 
трубкой, длина регистрирующей (неизоли-
рованной) части ≈1 мм. Все электроды объ-
единялись в гнездо на кабель BLS-8 c ша-
гом 2,54 мм.
Для проведения хирургических манипу-

ляций животных предварительно наркоти-
зировали хлоралгидратом (400 мг/кг). После 
подготовки поверхности черепа (удаление 
мышечно-фасциального слоя, надкостни-
цы и коагуляции кровоточащих участков) 
просверливали отверстия соответствую-
щих диаметров для электродов и фикси-
рующих винтов. Далее у крыс здоровой 
группы осуществляли имплантацию корти-
кографических электродов и вкручивание 
фиксирующих винтов в соответ ствующие 
отверстия, а у животных второй группы 
предварительно моделировали черепно-
мозговую травму. Координаты расположе-
ния электродов определяли с помощью сте-
реотаксического атласа мозга крысы [20]. 
Электроды FP1 и FP2 располагали в обла-
сти, иннервирующей передние конечности 
(вторичная двигательная кора, AP=+2,0, 
ML=1,5, DV=1,0), С3 и С4 — иннервиру-
ющей задние конечности (первичная дви-
гательная кора, AP=–1,0, ML=2,0, DV=1,0), 
а O1 и O2 — над гиппокампом (первичная 
соматосенсорная кора, AP=–4,0, ML=2,0, 
DV=1,0). Референтный электрод устанав-
ливали в носовую кость, заземляющий — 
под кожу в области шеи.
Черепно-мозговую травму моделирова-

ли в соответствии с описанной ранее ме-
тодикой [5, 12]. У животных проводили 
трепанацию черепа в левой лобной части 
над зоной сенсомоторной коры. Центр 
трепанационного отверстия находился 
на 2,0 мм ростральнее и 1,5 мм медиаль-
нее брегмы. После этого в трепанационное 
отверстие помещали подвижный стальной 
поршень диаметром 3 мм с ходом 4 мм, 
по которому с высоты 10 см ударял сколь-
зящий в стальной трубке груз массой 50 г. 

После этого высверленную пластину воз-
вращали на место, имплантировали элек-
троды и вкручивали фиксирующие винты. 
Дополнительную фиксацию конструкций 
в черепе осуществляли с помощью сто-
матологической пластмассы Виллакрил С 
(Zhermack, Италия). После этого ушивали 
разрез кожи, проводили антисептическую 
обработку швов и прилежащих областей.
Запись кортикографической активно-

сти животных осуществляли на 3-и и 7-е 
cут после операции с помощью 8-каналь-
ного энцефалографа «Нейрон-Спектр-1» 
(«Нейрософт», Россия). Из полученных 
5-минутных кортикограмм отбирали участ-
ки записи, во время которых тестируемые 
животные находились в спокойном состо-
янии (отсутствие двигательной или ис-
следовательской активности, а также гру-
минга). Далее проводили амплитудный 
и спектральный анализы и сравнивали ре-
зультаты двух экспериментальных групп. 
Амплитудный анализ включал в себя оцен-
ку средней амплитуды сигнала и степени 
его сжатия по Лемпелю — Зиву (степень 
сжатия по Лемпелю — Зиву характеризу-
ет повторяемость сигнала: чем повторяе-
мость больше, тем степень сжания выше). 
Для спектрального анализа проводили 
расчет величины средней амплитуды и ин-
дексов δ- (0,5–4,0 Гц), θ- (4,0–8,0 Гц), α- 
(8,0–14,0 Гц) и β-ритмов (низкочастотных, 
НЧ — 14,0–20,0 Гц, и высокочастотных, 
ВЧ — 20,0–35,0 Гц). Индекс ритма вычи-
сляли как процент количества волн ЭКоГ, 
принадлежащих δ-, θ-, α- или β-диапазону, 
за все анализируемое время записи. Длина 
эпохи анализа — 5 с.
Извлеченный головной мозг фиксирова-

ли 10% нормальным формалином в течение 
24 ч. Для гистологического исследования 
фиксированный головной мозг вскрывался 
таким образом, чтобы вертикальный разрез 
проходил через середину очага травматиче-
ского повреждения и через соответствую-
щие отделы контрлатерального полушария. 
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Вырезались образцы ткани в виде пластин 
толщиной 0,2–0,3 см. Полученные образцы 
ткани подвергались гистологической про-
водке, пропитыванию и заливке в парафин 
по общепринятой методике. Из парафи-
новых блоков при помощи ротационного 
микротома изготавливались срезы ткани, 
размещались на предметные стекла, окра-
шивались гематоксилином и эозином, по-
сле чего обезвоживались и заключались 
под покровные стекла. Гистологические 
препараты подвергались тотальному ска-
нированию при помощи сканирующей 
системы для лабораторных исследований 
с комплектом программ для обработки изо-
бражений Pannoramic MIDI (3D Histech Kft, 
Венгрия).
Статистическую обработку полученных 

данных проводили с помощью пакета про-
граммы GraphPad Prism 7.00. Значимость 
различий оценивали с помощью непараме-
трического U-критерия Манна — Уитни. 
Для сравнения значений параметров ЭКоГ 
крыс на 7-е сут после операции с собствен-
ными значениями на 3-и сут использовали 
T-критерий Вилкоксона.

Результаты исследований
В результате нанесения контролируемо-

го кортикального удара формировался очаг 

повреждения, затрагивающий не только 
кору, но и подлежащие структуры головно-
го мозга. Вокруг очага повреждения, пред-
ставленного некротизированной мозговой 
тканью, на 7-е сут формировалась перифо-
кальная демаркационная зона, представ-
ленная обильной полиморфноклеточной 
инфильтрацией и реактивными изменения-
ми нейроглии (риc. 1).
Амплитудный анализ ЭКоГ. У крыс, 

перенесших черепно-мозговую травму, на-
блюдалось достоверное снижение средней 
амплитуды сигнала ЭКоГ во всех отведе-
ниях по сравнению со здоровой группой 
в среднем на 46% (p<0,05, p<0,01) на 3-й 
и на 65% (p<0,05, p<0,01) на 7-й дни соот-
ветственно (табл.).
Спектральный анализ ЭКоГ. 

Повреждение двигательной коры и нижеле-
жащих отделов на 3-й день после травмы 
приводило к увеличению средней ампли-
туды δ-ритма в зоне первичной двигатель-
ной коры (С3) со стороны травмы на 30% 
(p<0,05). Индекс δ-ритма также достоверно 
увеличивался на 7-е сут в области вторич-
ной двигательной коры как с поврежден-
ной стороны (FP1) — на 41% (p<0,01), так 
и со здоровой (FP2) — на 33% (p<0,05). 
В области первичной двигательной коры 
наблюдалось достоверное увеличение дан-

Таблица 1. Средние амплитуды (мкВ) кортикографического сигнала здоровых и травмированных крыс на 3-и 
и 7-е сут после операции
Table 1. Mean amplitudes (μV) of the cortex signal in healthy and traumatized rats on the 3rd and 7th day following 
the surgery

Отведение
Средняя амплитуда на 3-й день, мкВ Средняя амплитуда на 7-й день, мкВ

Здоровые ЧМТ Здоровые ЧМТ
FP1 55,0±1,6 27,6±4,1** 51,4±1,5 37,8±4,5*#

FP2 55,0±3,5 35,4±2,8** 51,2±1,6 41,2±2,9*
C3 73,2±4,2 36,8±2,1** 66,4±3,6 49,4±4,7*
C4 81,0±7,3 46,8±6,0** 72,0±4,1 54,8±7,4**
O1 90,2±2,5 45,4±5,2** 82,0±2,1 55,2±4,7**
O2 91,2±2,9 45,6±7,8** 79,8±2,6# 50,8±5,9**

Примечание: * — p<0,05, ** — p<0,01 — достоверное отличие по сравнению со здоровой группой по 
U-критерию Манна — Уитни; # — p<0,05 — по сравнению с собственными значениями на 3-й день после опера-
ции по T-критерию Вилкоксона.
Note: * — p<0.05, ** — p<0.01 vs. healthy animals, Mann — Whitney U-test; # — p<0,05 vs. results on the 3rd day 
following operation using Wilcoxon T-test.
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ного показателя только со стороны травмы 
(С3) на 47% (p<0,01). В области первичной 
соматосенсорной коры над гиппокампом 
индекс δ-ритма достоверно увеличивался 
с поврежденной (O1) и здоровой (O2) сто-
рон на 48% (p<0,05) и 40% (p<0,01) соот-
ветственно (рис. 2–4).
У крыс с ЧМТ средняя амплитуда 

θ-ритма на 3-и сут уменьшалась во всех 
отведениях в среднем на 38% (p<0,05, 
p<0,01), а на 7-е сут — в области первич-
ной соматосенсорной коры с поврежден-
ной (O1) и здоровой стороны (O2) на 28% 
(p<0,01) и 29% (p<0,05) соответственно. 
Индекс θ-ритма у травмированных крыс 
также снижался: на 3-й день в области 
первичной двигательной коры на стороне 
травмы (С3) на 39% (p<0,01) и в области 
первичной сенсомоторной коры над гиппо-
кампом на здоровой стороне (O2) на 28% 
(p<0,05) (рис. 2–4).

У травмированных крыс по сравнению 
со здоровой группой на 3-й день по всем 
отведениям наблюдалось достоверное 
снижение средней амплитуды α-ритма 
в диапазоне от 40 до 59% (p<0,05, p<0,01) 
и на 7-й день — в среднем на 31% (p<0,05, 
p<0,01). Индекс α-ритма достоверно сни-
жался на 3-й день в области вторичной 
двигательной коры с поврежденной сто-
роны (FP1) на 65% (p<0,01), со здоровой 
(FP2) — на 50% (p<0,01); в области пер-
вичной двигательной коры с поврежден-
ной стороны (С3) — на 70% (p<0,01), со 
здоровой (С4) — на 46% (p<0,05); в об-
ласти первичной соматосенсорной коры 
с поврежденной стороны (О1) — на 74% 
(p<0,01), а со здоровой (О2) — на 61% 
(p<0,01). Аналогично на 7-й день: в обла-
сти вторичной двигательной коры с повре-
жденной стороны (FP1) — на 41% (p<0,01), 
со здоровой (FP2) — на 32% (p<0,01); в об-

Рис. 1. Срезы мозга тестируемых животных на 7-е сут после травмы. Окраска гематоксилином и эозином. 
А — здоровая группа, Б — группа животных с ЧМТ. На срезе мозга животного, перенесшего черепно-мозго-
вую травму, видна зона повреждения, затрагивающая не только область коры, но и подлежащие структуры 
(Б, средний рисунок, ув. ×5). Очаг повреждения окружен широкой зоной перифокального экссудативного воспа-
ления, представленного обильной полиморфноклеточной воспалительной инфильтрацией (Б, правый рисунок, 
ув. ×200). В кортикальных отделах лобных долей у животных из обеих групп видны углубления от ЭКоГ элек-
тродов (А, Б, средние рисунки, обозначены стрелками).
Fig. 1. Brain slice preparations from experimental animals on the 7th day following the surgery. Hematoxylin and eosin 
staining. А — healthy rats, Б — rats with traumatic brain injury. The injury zone, which affects not only the cortical 
region but also the underlying structures, is clearly seen in a brain slice preparation obtained from a traumatized rat 
(Б, the middle fi gure, ×5). The lesion is surrounded by a wide area of perifocal exudative infl ammation, represented by 
abundant polymorphic cell infl ammatory infi ltration (Б, right fi gure, ×200). Holes from ECoG electrodes are visible in 
the cortical sections of the frontal lobes of animals from both groups, (A, Б, middle fi gures, indicated by arrows).
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ласти первичной двигательной коры с по-
врежденной коры (С3) — на 40% (p<0,01); 
в области первичной сенсомоторной коры 
со здоровой стороны (О2) — на 25% 
(p<0,05) (рис. 2–4).
Черепно-мозговая травма у крыс при-

водила к достоверному снижению сред-
ней амплитуды β-НЧ-ритма как с повре-
жденной, так и здоровой стороны на 3-и 
и на 7-е сут в среднем на 50 и 36% соответ-
ственно (p<0,05, p<0,01). Аналогичная тен-
денция к снижению наблюдалась и у индек-
са β-НЧ-ритма как на 3-й, так и на 7-й день. 
На 3-и сут наблюдалось уменьшение индек-
са β-НЧ-ритма во всех отведениях в сред-
нем на 53% и на 7-й день — на 34% (p<0,05, 
p<0,01) (рис. 2–4).
Также у крыс с ЧМТ во всех отведениях 

наблюдалось достоверное снижение сред-
ней амплитуды β-ВЧ-ритма на 3-й и на 7-й 
день на 38 и 32% соответственно (p<0,05, 
p<0,01). Аналогично наблюдалось досто-
верное уменьшение индекса β-ВЧ-ритма 
на 3-й день в области вторичной двигатель-
ной коры на 52% (p<0,01) с поврежденной 
(FP1) и на 34% (p<0,05) со здоровой (FP2) 
стороны, а также только с поврежденной 
стороны в области вторичной двигатель-
ной коры (С3) и первичной сенсомоторной 
(О1) на 64% (p<0,01) и на 62% (p<0,01) со-
ответственно. На 7-е сут наблюдалось до-
стоверное снижение индекса β-ВЧ-ритма 
только с поврежденной стороны в области 
вторичной (FP1) и первичной (С3) дви-
гательной, а также первичной сенсомо-
торной (О1) коры на 50% (p<0,01), 50% 
(p<0,01) и 22% (p<0,01) соответственно 
(рис. 2–4).
Анализ динамики амплитудно-спек-

тральных характеристик электрокор-
тикограмм. C 3-го на 7-й день средняя 
амплитуда и индекс δ-ритма в области пер-
вичной двигательной коры с поврежденной 
стороны (С3) в группе травмированных жи-

вотных достоверно уменьшились на 32% 
(p<0,05) и 30% (p<0,05) соответственно 
(рис. 2–4). Средняя амплитуда α-ритма до-
стоверно увеличивалась в зоне вторичной 
двигательной коры с поврежденной сто-
роны (FP1) на 30% (p<0,05) и со здоровой 
стороны (FP2) — на 20% (p<0,05), с трав-
мированной стороны в зоне первичной 
двигательной коры (С3) — на 31% (p<0,05) 
и в зоне первичной сенсомоторной коры 
(О1) — на 28% (p<0,01) в группе ЧМТ 
на 7-е сут по сравнению с 3-ми. Индекс 
α-ритма в динамике с 3-х на 7-е сут в груп-
пе травмированных животных достовер-
но увеличивался со стороны повреждения 
в области вторичной двигательной коры 
(FP1) на 35% (p<0,05), в области первичной 
двигательной коры (С3) — на 48% (p<0,05), 
в области первичной сенсомоторной коры 
(О1) — на 59% (p<0,05), а со здоровой 
стороны только в области первичной сен-
сомоторной коры (О2) — на 42% (p<0,05) 
(рис. 2–4). Также наблюдалось достоверное 
увеличение средней амплитуды и индекса 
β-НЧ-ритма на 7-й день по сравнению с 3-м 
в группе травмированных животных: сред-
няя амплитуда достоверно увеличивалась 
со стороны травмы в области первичной 
двигательной коры (С3) и первичной сенсо-
моторной коры (О1) на 26% (p<0,05) и 24% 
(p<0,05) соответственно, а индекс β-НЧ-
ритма достоверно увеличивался в области 
первичной сенсомоторной коры со сторо-
ны травмы (О1) на 52% (p<0,05) (рис. 2–4). 
Аналогично в отношении β-ВЧ-ритма: со 
стороны травмы достоверно увеличивалась 
средняя амплитуда в области первичной 
двигательной коры (С3) на 23% (p<0,05) 
и в области первичной сенсомоторной коры 
(О1) на 25% (p<0,05), индекс ритма досто-
верно увеличивался в области первичной 
сенсомоторной коры (О1) на 52% (p<0,05) 
в группе ЧМТ в динамике с 3-го на 7-й день 
(рис. 2–4).
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Обсуждение результатов
В настоящем исследовании у здоровых 

крыс в норме в области первичной и вто-
ричной двигательной коры преобладали δ-, 
а в области первичной соматосенсорной 
коры, расположенной над гиппокампом, — 
θ-ритмы. Наибольшую амплитуду наблю-
дали у θ-ритмов.
ЧМТ у крыс приводила к увеличению ин-

декса и амплитуды δ-ритмов во всех отве-
дениях, в то время как у остальных ритмов 
данные показатели снижались. Сходные 
изменения в виде уменьшения средней 
амплитуды сигнала биопотенциалов мозга 
на фоне его травматического повреждения 
описаны на модели жидкостно-перкуссион-
ного удара у крыс и являются ее характерной 
особенностью [13]. Использованная нами 
модель ЧМТ инициирует множество пато-
физиологических процессов с поражением 
не только двигательной коры, но и нижеле-
жащих отделов, и, следовательно, увеличе-
ние активности низкочастотных ритмов яв-
ляется логичным для электрокортикограмм 
травмированных животных.
δ-активность (0,5–4,0 Гц) у людей может 

регистрироваться как в норме (например, 
во время сна), так и в случае патологии, 
свидетельствуя о нарушении функциональ-
ного состояния мозга. Причинами увеличе-
ния амплитуды и индекса δ-ритмов могут 
быть гипоксия, нарушения метаболизма 
и дисциркуляторные расстройства в систе-
мах ликворообращения и кровообращения, 
патологические состояния базолатераль-
ных отделов миндалин или заднего гипо-
таламуса, поражения в области базальных 
систем переднего мозга, поражения моз-
жечка и многие другие [1]. Повышение 
мощности δ-ритмов и снижение преобла-
дающих в нормальном бодрствующем со-
стоянии α-ритмов описано для пациентов, 
перенесших травматическое повреждение 
головного мозга как в острый (первые ча-
сы-недели) [17, 22], так и в подострый 
периоды (недели-месяцы) [15]. Кроме 

того, аналогичные изменения наблюдали 
и в хронический период (спустя 1–6 мес. 
после травмы) [19].
Известно, что θ-активность (колебания 

частотой 4,0–8,0 Гц) у человека и животных 
имеет различное происхождение, поэтому 
экспериментальные результаты нельзя не-
посредственно использовать в клинической 
практике. Однако поскольку генератором 
θ-ритмов у крыс является гиппокамп [23], 
снижение активности данных ритмов в на-
шем исследовании при унилатеральном фо-
кальном травматическом поражении коры 
и нижележащих структур свидетельствует 
о функциональном угнетении этой структу-
ры головного мозга, притом как с ипси-, так 
и с контрлатеральной стороны.
У человека θ-ритмы преобладают в дет-

ском возрасте, пока еще не сформирована 
α-активность. У здоровых взрослых такая 
активность не является патологической, 
если она нерегулярная и низкоамплитуд-
ная. Кроме того, показана её положитель-
ная корреляция с отдельными эмоцио-
нальными состояниями [4]. В остальных 
случаях увеличение амплитуд и индексов 
этих колебаний является признаком пато-
логии, например поражения коры больших 
полушарий [1].
Колебания с частотой 8,0–14,0 Гц 

(α-ритм) — основной компонент «нормаль-
ной» ЭЭГ. В нашем эксперименте у здоро-
вых крыс амплитуда этих ритмов увеличи-
валась по мере приближения к затылочной 
коре, а при травме уменьшалась во всех 
отведениях.
У человека α-ритм максимально выражен 

в задних (затылочной и теменной) областях 
коры больших полушарий мозга и генери-
руется за счет ритмических, импульсных 
посылок со стороны зрительного бугра 
[6]. Ослабление α-активности — умень-
шение индекса, амплитуды колебаний, 
замедление ритма — обычно сопутствует 
локальным или диффузным поражениям 
самой коры больших полушарий, а также 
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негрубым поражениям различных уровней 
ствола мозга [1].
В проведенном исследовании при травме 

у животных было выявлено уменьшение 
β-ритмов (как β-НЧ, так и β-ВЧ). У че-
ловека β-НЧ (14,0–20,0 Гц) ритмы могут 
быть связаны с двигательной деятельно-
стью или же эпиактивностью [7]. Кроме 
того, эти ритмы могут возникать при по-
ражениях ствола в области III желудочка 
и гипоталамуса [1]. β-ВЧ (20,0–35,0 Гц) 
ритмы у человека — обязательный компо-
нент ЭЭГ, исчезающий лишь при смерти 
мозга. В норме они имеют малую ампли-
туду, лучше выражены в передних (лобной, 
центральной) областях мозга [1]. Показана 
непосредственная связь β-ВЧ активности 
с деятельностью ретикулярной формации 
ствола мозга [2].
В проведенном исследовании проде-

монстрировано спонтанное частичное 
восстановление нормальных показателей 
амплитудных и спектральных характери-
стик ЭКоГ крыс на 7-е сут после ЧМТ. Это 
может быть связано с посттравматическим 
нейрогенезом, характерным для грызунов, 
продемонстрированным ранее на различ-
ных моделях травмы, включая используе-
мую нами модель контролируемого корти-
кального удара [11, 16], а также на модели 
жидкостно-перкуссионного удара [10, 21] 
и модели с использованием падающего 
груза [11].
Таким образом, у тестируемых нами крыс 

с ЧМТ наблюдали изменения амплитудных 
и спектральных параметров ЭКоГ, описан-
ные для др. моделей и, что наи более важ-

но, для пациентов в клинической практике. 
Следовательно, предлагаемая нами модель 
адекватно воспроизводит функциональные 
изменения, возникающие при травматиче-
ском повреждении головного мозга.

Выводы
1. Одностороннее травматическое по-

вреждение зоны двигательной коры 
и нижележащих отделов у крыс приводит 
к характерным изменениям величин ампли-
тудно-спектральных параметров ЭКоГ:

- достоверному снижению средней ам-
плитуды сигнала (до 65%);

- статистически значимому повышению 
амплитуды и индекса δ-ритма (до 30 и 48% 
соответственно) и снижению данных пока-
зателей θ- (до 38 и 39% соответственно), 
α- (до 59 и 74% соответственно) и β-ритмов 
(до 50 и 64% соответственно).

2. Описанные изменения фиксируют-
ся как в области удара (вторичная двига-
тельная кора), так и в областях первичной 
двигательной и соматосенсорной коры го-
ловного мозга и на 3-и, и на 7-е сут после 
травмы.

3. На данной модели ЧМТ у крыс к 7-му 
дню происходит спонтанное частичное вос-
становление амплитуды и индексов ритмов 
волн ЭКоГ до значений, близких к значени-
ям здоровых животных, о чем свидетель-
ствует сравнительный анализ параметров 
ЭКоГ в разные периоды после травмы.

4. Промежуток с 3-х по 7-е сут является 
оптимальным для тестирования электри-
ческой активности головного мозга у крыс 
с ЧМТ.
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