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ДИСКРИМИНАНТНЫЙ АНАЛИЗ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 
СОГЛАСОВАННОЙ РАБОТЫ СЕРДЦА И  СОСУДОВ В НОРМЕ 

И ПРИ ПАТОЛОГИИ 

Н.Н. Каркищенко1, Д.Б. Чайванов2,*, Ю.А. Чудина2, А.А. Николаев2, А.А. Вартанов2

1 ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России»
143442, Российская Федерация, Московская обл., Красногорский р-н, п. Светлые горы, 1

2 ФГБУН Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт»
123182, Российская Федерация, Москва, пл. Академика Курчатова, 1

Предложен дискриминантный метод моделирования и количественной оценки согласованности ре-
гуляторных механизмов в сердечно-сосудистой системе (ССС) практически здоровых волонтёров 
и при нарушениях кровообращения, сопряженных с остеохондрозом шейного отдела позвоночника 
(ОШОП) и соматоформной вегетативной дисфункцией (СВД). Конгруэнтность параметров ЭКГ-
интервалометрии (ДКИ) и длительностей пульсовой волны (ДПВ) по фотоплетизмограммам (ФПГ) 
волонтёров устанавливали путём вычислений мер различий и отклонений от средних значений, че-
рез коэффициенты смещения, наклона аппроксимирующей прямой, их достоверности и корреляции 
трендовой модели с исходными данными. Установлены грубые нарушения конгруэнтности в работе 
эфферентных и афферентных регуляторных механизмов ССС, рассогласование и снижение в срав-
нении с нормой ДКИ и ДПВ, существенное снижение их аппроксимации у волонтёров с СВД. У во-
лонтёров с ОШОП отклонения в ДКИ и ДПВ от их средних значений много ниже, чем у волонтёров 
с СВД, и уступают таковым у здоровых испытуемых. Как и при СВД, по показателям меры различий 
эти пациенты уступают здоровым волонтёрам.

Ключевые слова: дискриминантный анализ, соматоформная вегетодисфункция (СВД), остеохон-
дроз шейного отдела позвоночника (ОШОП), нарушение кровоснабжения головного мозга, верте-
бробазилярный синдром, длительности кардиоинтервала и пульсовой волны, конгруэнтность рабо-
ты сердца и сосудов, трендовая модель
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A discriminant method was proposed for modeling and quantifying the consistency of regulatory mech-
anisms in the cardiovascular system (CVS) of apparently healthy volunteers and those suffering from 
circulatory disorders associated with cervical spine osteochondrosis (OCS) and somatoform autonomic 
dysfunction (SAD). The congruence of the parameters of ECG intervalometry (DCI) and pulse wave du-
ration (PWD) according to the volunteers’ photoplethysmograms (PPG) was established by calculating the 
disparity measure and deviations from the mean values using the coeffi cients of displacement, slope of the 
approximating straight line, as well as by comparing the reliability and correlation of the trend model with 
the initial data. We discovered gross violations of congruence in the work of efferent and afferent regulatory 
CVS mechanisms, mismatch and decrease in comparison with the norm of DCI and PWD, a signifi cant de-
crease in their approximation in the SAD volunteers. In volunteers with OCS, deviations in DCI and PWD 
from their mean values are much lower than in those with SAD, being inferior compared to healthy vol-
unteers. Similar to SAD, these patients are inferior to healthy volunteers in terms of the disparity measure.
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Введение
Согласованность работы разных разделов 

и систем сердечно-сосудистой системы яв-
ляется предметом огромного числа иссле-
дований и острых дискуссий уже на про-
тяжении полутора столетий. Несмотря 
на то, что еще в 1899 г. А.С. Догель изучил 
и описал структурно-функциональную си-
стему интрамуральных нейронов сердца, 
до последнего времени доминирует мнение 
о превалирующей роли экстракардиальных 
механизмов, прежде всего симпатико-па-
расимпатических, в регуляции его дея-

тельности [14]. В то же время важнейшая 
роль интракардиальной нервной регуляции 
афферентных систем сердца [8, 9] через де-
прессорные, блуждающие нервы, корешки 
шейных и грудных сегментов спинного 
мозга и другие пути не всегда учитывается 
в клинико-диагностических, фармакологи-
ческих и морфо-функциональных исследо-
ваниях. Начиная с древней Греции, пуль-
совой диагностикой владели все лекари, 
а доведённое до совершенства её описание 
дано в «Каноне врачебной науки» и дру-
гих трудах Авиценны (Абу али ибн Сина, 
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980–1037 гг.), в которых приведены изощ-
рённые трактовки каждого из тактов че-
тырехтактовой пульсовой волны. Десятки 
диагнозов с высокой точностью ставились 
лишь на основании этих приёмов, которые 
и сегодня в практически неизменном виде, 
несмотря на прогресс в инструментальных 
инновационных исследованиях последне-
го времени, присутствуют и используются 
в медицине, физиологии и психологии.
Дисфункция регуляторных систем ЦНС, 

нарушения эфферентной импульсации и рас-
согласование между интракардиальными 
нейрофизиологическими процессами и сбо-
ями в афферентном звене внутрисердечного 
нервного аппарата [3, 8, 15] и его влияния 
на периферическую нервную и сосудистую 
системы являются основной причиной элек-
трической нестабильности миокарда как при-
чины фатальных нарушений сердечного рит-
ма и кардиальной смерти [3, 9, 17–19].
Казалось бы, разные и не всегда учиты-

ваемые экстракардиальные нарушения, 
такие как дисбаланс нейровегетативной 
регуляции, генетические дефекты, верте-
бробазилярная недостаточность или вер-
тебробазилярный синдром, шейный осте-
охондроз, синдром позвоночной артерии, 
вегетозы соматоформной природы, ОРДС 
и другие гастроинтестинальные или ре-
нальные патологии, становятся причиной 
грозных нарушений электрической стабиль-
ности сердца [3, 12, 13] и предвестниками 
кардиальной смерти [2, 13, 16], требующей 
упреждающей и превентивной лекарствен-
ной профилактики [4]. Сердечно-сосудистая 
система, как и весь организм человека, дей-
ствует при всем многообразии своих функ-
ций как единый взаимозависимый и са-
морегулируемый механизм поддержания 
гомеостаза, и нарушение любого из звеньев 
моментально отображается и сказывает-
ся на параметрах сопряженных элементов, 
включая системы компенсации и протекции.
Известно, что ишемия спинного и голов-

ного мозга, сопровождающая различные 

патологии сосудов, является фактором раз-
вития органических и психических рас-
стройств [1]. Предпосылкой недостаточ-
ности мозгового кровоснабжения могут 
стать сосудистые заболевания различного 
генеза, в частности, провоцирующие из-
менения тонуса сосудов при соматоформ-
ной вегетативной дисфункции (СВД) [1] 
и возникновение вертебробазилярного син-
дрома при остеохондрозе шейного отдела 
позвоночника (ОШОП) [10]. Очевидно, 
что при данных патологиях должны обна-
руживаться компенсаторные изменения ра-
боты сердца и сосудов.
В ранее проведенных нами исследованиях 

[6] выявили, что испытуемые с сосудистыми 
патологиями при СВД и ОШОП характери-
зуются снижением согласованности работы 
сердца и сосудов по сравнению с нормой. 
Согласованность работы сердца и сосудов 
определяли по совпадению длительности 
кардиоинтервалов (ДКИ) с длительностью 
пульсовой волны (ДПВ), для этого использо-
вали процедуру построения аппроксимиру-
ющей прямой линейной зависимости между 
ДКИ и ДПВ. Совпадение между ДКИ и ДПВ 
определяли на основе коэффициента накло-
на (КН) и коэффициента смещения (КС) ап-
проксимирующей прямой, дисперсии точек 
аппроксимирующей прямой (Д) и среднеква-
дратичного отклонения ДКИ от ДПВ (СКО) 
[11]. Анализ полученных данных позволил 
выявить наличие значимых различий по дан-
ным показателям в группах с сосудистыми 
патологиями и нормы. Оказалось, что наи-
большая согласованность работы сердца и со-
судов характерна для группы нормы, у групп 
с сосудистыми патологиями согласованность 
снижена. Встает закономерный вопрос, какие 
показатели согласованности работы сердца 
и сосудов позволят дифференцировать рас-
смотренные группы между собой.
В связи с этим целью настоящей работы 

является определение критериев разделения 
на группы: практически здоровые, с недо-
статочностью мозгового кровоснабжения 
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при ОШОП, с недостаточностью мозгового 
кровоснабжения при СВД. Основной зада-
чей исследования было выявить показате-
ли согласованной работы сердца и сосудов, 
которые обладают способностью диффе-
ренцировать данные группы друг от друга.

Материалы и методы
Исследование было выполнено на базе 

ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий ФМБА России». Волонтёры, 
участвующие в исследовании, были озна-
комлены с условиями проведения его про-
цедуры, одобренной этическим комитетом, 
и подписывали информированное добро-
вольное согласие.
В исследовании приняли участие три 

группы волонтёров. Первая группа со-
стояла из практически здоровых волон-
тёров и включала 15 человек (1 мужчи-
на и 14 женщин, средний возраст 25 лет) 
без каких-либо патологий шейного отдела 
позвоночника, сердечно-сосудистых за-
болеваний и нарушений мозгового крово-
обращения (1 — группа нормы). Вторая 
группа состояла из 6-ти волонтёров (3 муж-
чины и 3 женщины, средний возраст 
34 года) с синдромом позвоночной артерии 
при остеохондрозе шейного отдела позво-
ночника (2 — группа с ОШОП). Третья 
группа включала 14 волонтёров (4 мужчи-
ны и 10 женщин, средний возраст 29 лет) 
с синдромом соматоформной дисфункции 
вегетативной нервной системы (3 — группа 
с СВД). Отбор волонтёров осуществлялся 
врачами-специалистами в области кардио-
логии и неврологии.
Процедура эксперимента состояла в том, 

что у каждого волонтёра отдельно в спокой-
ном состоянии в положении сидя в течение 
10 мин осуществляли запись электрокарди-
ограммы (ЭКГ) в стандартном отведении 
и фотоплетизмограммы (ФПГ) через уш-
ной электрод с помощью аппаратно-про-
граммного комплекса «Реакор» («Медиком 
МТД», Россия). Регистрацию ЭКГ прово-

дили с помощью психофизиологического 
телеметрического устройства «Реакор-Т», 
ФПГ регистрировали с помощью фото-
электрического датчика, расположенного 
на мочке уха с левой стороны. Запись ЭКГ 
и ФПГ осуществлялась синхронно (рис. 1). 
На основе записи ЭКГ определяли длитель-
ность кардиоинтервала (ДКИ), которую 
вычисляли как разность между соседними 
пиками R. На основе записи ФПГ определя-
ли длительность пульсовой волны (ДПВ), 
которую вычисляли как разность между со-
седними пиками волны пульса.

Результаты исследований
У каждого волонтёра регистрировали 

значения ДКИ и ДПВ, при сравнении ко-
торых устанавливали показатели их совпа-
дения, оцениваемые нами как показатели 
согласованной работы сердца (ДКИ) и со-
судов (ДПВ). На их основании рассчитыва-
ли и получали следующие параметры:
КМР — квадрат меры различия между 

ДКИ и ДПВ, вычисляемый как среднее 
арифметическое суммы квадратов разно-
стей ДКИ и ДПВ;
МР — мера различия между ДКИ 

от ДПВ, которое вычисляли как корень ква-
дратный из КМР;

Рис. 1. Пример записи ЭКГ (сверху) и ФПГ (снизу): 
красной линией обозначена длительность кардиоин-
тервала, а синей линией показана длительность пуль-
совой волны [6].
Fig. 1. An example of ECG recording (top) and PPG 
(bottom): the red line indicates the duration of the car-
diointerval; the blue line indicates the duration of the 
pulse wave [6].
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ОС — отклонение ДКИ и ДПВ от их 
среднего значения, которое вычисляли 
как корень квадратный среднего арифмети-
ческого от суммы квадратов разностей зна-
чений ДКИ и ДПВ от их общего среднего;
КН — коэффициент наклона аппрокси-

мирующей прямой ДКИ и ДПВ;
КС — коэффициент смещения аппрокси-

мирующей прямой ДКИ и ДПВ;
КДА — коэффициент достоверности ап-

проксимации, который показывает степень 
соответствия (корреляцию) трендовой мо-
дели исходным данным.
Показатели КН, КС и КДА вычисляли 

путем построения трендовой модели зави-
симости ДКИ и ДПВ и анализа аппрокси-
мирующей прямой (рис. 2).
Показатели КМР и МР отражают сте-

пень отклонения величин ДКИ и ДПВ друг 
от друга: чем больше значение данных пока-
зателей, тем больше отличаются по длитель-
ности кардиоинтервалы от пульса. В норме 

значения КМР и МР стремятся к нулю, а при 
патологиях сердца и сосудов — возрастают. 
Показатель ОС отражает отклонение ДКИ 
и ДПВ от их общего среднего арифметичес-
кого: чем больше значение этого показателя, 
тем больше отклоняется длительность кар-
диоинтервалов и пульса от общего среднего. 
С физиологической точки зрения показатели 
КМР и МР отражают степень совпадения 
между продолжительностью кардиоинтер-
валов и пульсовых волн в течение всего 
времени записи данных, а показатель ОС — 
степень вариативности продолжительности 
кардиоинтервалов и пульсовых волн.
Показатели КН, КС и КДА отражают 

наличие линейной связи между длитель-
ностями кардиоинтервалов и длительно-
стями пульсовых волн. Чем больше значе-
ние КН, КДА и меньше значение КС, тем 
выше корреляция и устойчивее линейная 
зависимость между длительностью кардио-
интервалов и длительностью пульсовых 

Рис. 2. График трендовой модели зависимости ДКИ и ДПВ (пример данных волонтёра из группы нормы). Ап-
проксимирующая прямая характеризуется коэффициентом наклона, коэффициентом смещения и коэффициен-
том достоверности аппроксимации (R2) [6].
Fig. 2. The dynamics of the trend model of the duration of cardiointervals vs. pulse wave (data from a volunteer from the 
control group). The approximating straight line is characterized by the slope coeffi cient, the displacement coeffi cient and 
the approximation confi dence coeffi cient (R2) [6].



13

Н.Н. Каркищенко, Д.Б. Чайванов, Ю.А. Чудина, А.А. Николаев, А.А. Вартанов
«Дискриминантный анализ показателей согласованной работы 

сердца и  сосудов в норме и при патологии»

БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 2 | 8–21

волн. С физиологической точки зрения по-
казатели КН, КС и КДА отражают степень 
совпадения длительности кардионтервалов 
и длительности пульса в течение некоторо-
го промежутка времени.
Все показатели согласованной работы 

сердца и сосудов использовали для дальней-
шего анализа. Основной целью настоящего 
исследования было изучение способности 
показателей согласованной работы сердца 
и сосудов дифференцировать разные груп-
пы испытуемых между собой. Успешное 
достижение указанной цели требует исполь-
зования соответствующих методов анализа 
полученных данных. В этом случае таким 
является метод дискриминантного анализа, 
позволяющий выявить дискриминантные 
свойства заданных показателей в отноше-
нии групп волонтёров.
Ниже представлены численные значения 

описанных ранее показателей согласован-
ной работы сердца и сосудов и используе-
мые для дальнейшего анализа (табл. 1).
Представленные данные обрабатывали 

с помощью метода канонического дискри-
минантного анализа с принудительным 
включением [7]. В качестве группирующей 
(зависимой) переменной для выявления на-
иболее информативных показателей совпа-
дения ДКИ и ДПВ использовали перемен-
ную, указывающую на принадлежность 
к одной из трех групп: группа нормы, груп-
па с ОШОП и группа с СВД, которые были 
обозначены соответствующим образом: 
1 — группа нормы, 2 — группа с ОШОП 
и 3 — группа с СВД.
В качестве независимых переменных ис-

пользовали следующие показатели согла-
сованной работы сердца и сосудов: квадрат 
меры различия между ДКИ и ДПВ (КМР), 
мера различия ДКИ от ДПВ (МР), отклоне-
ние ДКИ и ДПВ от среднего значения (ОС), 
коэффициент наклона аппроксимирующей 
прямой ДКИ и ДПВ (КН), коэффициент 
смещения этой прямой (КС) и коэффици-
ент достоверности аппроксимации (КДА).

Первоначально определяли наличие корре-
ляционных связей между независимыми пере-
менными, чтобы исключить те из них, которые 
имеют устойчивые связи. В табл. 2 представ-
лены значения коэффициентов корреляции 
между независимыми переменными.
Наличие прямых связей обнаружили 

между показателями КМР и МР, между 
КМР и ОС, МР и ОС, КДА и КН, а нали-
чие обратной связи — между КН и КС. 
Наиболее устойчивая линейная связь об-
наружена между показателями КМР и МР, 
что является основанием удаления из даль-
нейшего анализа показателя КМР.
Дискриминантный анализ проводили 

с включением следующих независимых пе-
ременных: МР, ОС, КДА, КН и КС. На ос-
нове показателей значимости различий 
средних значений дискриминантной функ-
ции (табл. 3) из всех независимых перемен-
ных отобрали только те, значимость кото-
рых была менее 0,05.
Наилучшую классификационную способ-

ность модель продемонстрировала при отде-
лении группы нормы от двух других групп 
(R=0,677), а меньшую чувствительность мо-
дель продемонстрировала в отношении раз-
деления групп с ОШОП и с СВД (R=0,459). 
Обе полученные канонические дискрими-
нантные функции статистически значимо 
разделяют исследуемые группы: значимость 
разделения групп с помощью первой ди-
скриминантной функции (F1) составляет 
0,0002, для второй дискриминантной функ-
ции (F2) значимость равна 0,0253 (табл. 4).
Полученные канонические дискрими-

нантные функции представлены уравнени-
ями (1) и (2):

F1=2,183+0,037×Х1–0,005×Х2–3,136×Х3  (1);

F2=–4,071+0,012×Х1+0,007×Х2+3,312×Х3  (2),

где F1 и F2 — первая и вторая канониче-
ские дискриминантные функции; Х1, Х2, 
Х3 — значения дискриминантных пере-
менных в исследуемых группах.
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По величине стандартизованных коэф-
фициентов (табл. 5) можно сделать вывод, 
что наибольший вклад в значение первой 
канонической дискриминантной функции 
внесла переменная МР, имеющая макси-
мальное значение стандартизованного 

коэффициента этой функции. В значение 
второй канонической функции наибольший 
вклад внесла переменная ОС.
Результаты проведенного дискрими-

нантного анализа указывают на то, что су-
щественной для отделения группы с СВД 

Таблица 1. Исходные данные для проведения дискриминантного анализа для трех групп по показателям согла-
сованной работы сердца и сосудов
Table 1. Initial data for a discriminant analysis for three groups in terms of coordinated work of the heart and blood ves-
sels

№ исп.
Зависимая пере-

менная Независимые переменные

№ группы КМР МР ОС КН КС КДА
1 2 305,403 17,476 53,86 1,015 11,472 0,812
2 3 6086,907 78,019 448,644 0,949 43,873 0,941
3 3 731,06 27,038 169,974 0,979 17,567 0,949
4 1 203,517 14,266 105,778 1,019 16,051 0,965
5 1 91,242 9,552 75,915 1,081 67,704 0,976
6 3 273,893 16,550 67,122 0,995 5,382 0,885
7 2 132,324 11,503 45,039 1,044 26,167 0,884
8 3 5701,016 75,505 213,237 0,967 17,427 0,787
9 1 146,703 12,112 79,337 1,123 100,6 0,971

10 1 135,715 11,650 146,026 1,004 3,0027 0,988
11 3 1977,637 44,471 98,908 1,01 11,335 0,708
12 3 179,648 13,403 85,728 1,016 11,535 0,953
13 1 333,833 18,271 171,263 0,966 26,715 0,96
14 1 238,774 15,452 147,692 1,03 20,987 0,98
15 3 21203,48 145,614 164,559 1,006 4,877 0,975
16 2 165,263 12,855 57,163 1,029 23,364 0,907
17 1 325,08 18,030 102,968 0,885 70,653 0,949
18 1 43,976 6,631 66,119 1,035 25,153 0,982
19 1 53,784 7,334 89,542 1,013 11,918 0,987
20 1 88,651 9,415 111,345 1,000 0,296 0,986
21 1 107,342 10,361 77,208 1,014 13,022 0,964
22 3 896,356 29,939 179,922 1,059 65,562 0,945
23 2 286,131 16,915 34,271 0,519 290,66 0,462
24 1 103,57 10,177 59,034 1,022 16,035 0,944
25 1 126,16 11,232 89,993 1,006 4,928 0,97
26 3 876,589 29,607 93,219 1,016 18,253 0,819
27 3 11056,46 105,150 377,048 0,957 4,123 0,867
28 3 3501,871 59,177 120,839 0,931 60,634 0,603
29 1 99,109 9,955 122,789 1,021 15,875 0,988
30 2 118,357 10,879 33,959 0,996 2,602 0,813
31 3 988,426 31,439 125,491 0,973 25,188 0,88
32 1 29,307 5,414 62,393 1,018 13,977 0,986
33 3 4045,635 63,605 72,673 0,989 0,048 0,136
34 2 91,170 9,548 23,049 0,966 28,857 0,701
35 3 6405,193 80,032 125,194 0,978 7,648 0,672
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от группы ОШОП и группы нормы являет-
ся переменная МР, а для дифференциации 
группы с ОШОП от двух других групп су-
щественной является переменная ОС.

Обсуждение результатов
Дополнительно был проведен анализ 

средних значений независимых перемен-
ных МР, ОС и КДА, который позволил 
выявить числовые критерии принадлеж-
ности обследуемого к одной из трех групп 
(табл. 6).

Из табл. 6 видно, что ни одна переменная 
не отделяет все три группы друг от друга, 
а для успешной дифференциации необхо-
димо использовать сразу все три перемен-
ные. Анализ попарных различий между 
группами, проведенный путем вычисления 
критерия Манна—Уитни (табл. 7), показал 
наличие значимых различий.
Проведем сравнительный анализ значе-

ний выделенных дискриминантных пере-
менных в группах с патологиями и в группе 
нормы. Переменная КДА в группе нормы 

Таблица 2. Коэффициенты корреляции между показателями согласованной работы сердца и сосудов
Table 2. Сorrelation сoeffi cients of coordinated work of the heart and blood vessels

Показатель КМР МР ОС КДА КН
Д

СКО 0,951*
ОС 0,509* 0,612*
КДА –0,114 –0,277 0,170
КН –0,050 –0,100 –0,016 0,468*
КС –0,139 –0,121 –0,124 –0,288 –0,750*

Примечание: * — обозначены коэффициенты с уровнем значимости менее 0,05.
Note: * — coeffi cients with a signifi cance level less than 0.05 are provided.

Таблица 3. Оценка значимости различий средних значений дискриминантной функции
Table 3. Signifi cance of differences between the mean values of the discriminant function

Название независимой 
переменной

Обозначение показателя в дис-
криминантной функции

Лямбда 
Уилкса Критерий F Значимость

МР Х1 0,622 9,734 0,000
ОС Х2 0,823 3,436 0,044
КДА Х3 0,696 6,983 0,003
КН 0,894 1,889 0,168
КС 0,904 1,696 0,200

Таблица 4. Оценка канонических дискриминантных функций
Table 4. Estimation of the canonical discriminant functions

Дискриминантная 
функция

Собственное 
значение

Каноническая 
корреляция — R

Лямбда 
Уилкса Хи-квадрат Значимость

F1 0,847 0,677 0,427 26,365 0,0002
F2 0,268 0,459 0,789 7,350 0,0253

Таблица 5. Стандартизованные коэффициенты канонических линейных дискриминантных функций
Table 5. Standardized coeffi cients of the canonical linear discriminant functions

Показатель
Функции

F1 F2
МР 0,965 0,328
ОС –0,394 0,579
КДА –0,482 0,509
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принимает наибольшее значение по срав-
нению с другими группами, в которых 
значение этой переменной уменьшается 
и примерно равно для групп с патология-
ми. При этом обнаружены значимые разли-
чия по показателю КДА между группами 
нормы и группами с патологиями, а между 
группами ОШОП и СВД значимых разли-
чий не обнаружено.
Переменная ОС в группе нормы прини-

мает промежуточное значение по сравне-
нию с другими группами. Относительно 
группы нормы значение переменной ОС 
в группе ОШОП уменьшается в 2 раза, 
а в группе СВД увеличивается в 1,5 раза. 
По показателю ОС между всеми парами 
групп обнаружены значимые различия.
Значение показателя МР в группе нор-

мы принимает минимальное значение 
по сравнению с другими группами. В груп-
пе ОШОП значение показателя МР незна-
чительно увеличивается по сравнению 
с группой нормы, а для группы СВД харак-
терно увеличение значения показателя МР 
в 4,5 раза. По данному показателю группы 
нормы и ОШОП не имеют значимых разли-

чий. Значимые различия по показателю МР 
выявлены при сравнении группы нормы 
и СВД, а также группы СВД и ОШОП.
Анализ значимости различий между тре-

мя группами по показателям совпадения 
ДКИ и ДПВ был проведен на основе вы-
числения критерия Крускалла—Уоллеса. 
Этот анализ показал наличие значимых 
различий между всеми тремя группами 
по всем показателям совпадения ДКИ 
и ДПВ.
На основе дискриминантного анали-

за и анализа средних для каждой группы 
были выявлены определенные паттерны 
значений дискриминантных переменных, 
специфицирующих все заданные группы. 
Спецификация заданных групп по паттер-
ну значений выделенных переменных, нор-
мированных по максимальным значениям 
(выраженных в процентах), наглядно пред-
ставлена на рис. 3.
Показатель КДА отражает устойчивость 

линейной связи между ДКИ и ДПВ. Из на-
ших данных видно, что в норме обнаружи-
вается наиболее устойчивая линейная связь 
между ДКИ и ДПВ, которая в группах с па-

Таблица 6. Средние значения независимых переменных, использованных в дискриминантном анализе, и их дове-
рительный интервал (уровень значимости 0,05) для каждой из трех групп
Table 6. Mean values of independent variables used in the discriminant analysis and their confi dence interval (signifi -
cance level 0.05) for each of the three groups

Название группы
Показатель совпадения ДКИ и ДПВ

МР ОС КДА
Норма 12,254±2,565 97,253±17,279 0,971±0,008
ОШОП 13,196±2,625 41,223±10,492 0,763±0,131
СВД 55,502±20,931 145,685±44,852 0,783±0,123

Таблица 7. Данные анализа попарных различий между группами для показателей совпадения ДКИ и ДПВ на ос-
нове критерия Манна—Уитни (U) и его уровня значимости (p)
Table 7. An analysis of pairwise differences between the groups for indicators of the coincidence of cardiointerval dura-
tion and pulse wave duration based on the Mann—Whitney test (U) and its signifi cance level (p)

Сравниваемые 
группы

Показатель совпадения ДКИ и ДПВ
МР ОС КДА

U p U p U p
Норма и ОШОП 32,0 0,312 0,0 0,001* 0,0 0,001*
Норма и СВД 6,0 0,000* 59,0 0,045* 11,5 0,000*
ОШОП и СВД 4,0 0,002* 0,0 0,001* 31,0 0,364

Примечание: * — отмечены значения с уровнем значимости менее 0,05.
Note: * — marked values with a signifi cance level less than 0.05.
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тологиями менее выражена, что указывает 
на уменьшение согласованности сердечной 
и сосудистой активности при патологиях 
сосудов, сопровождающихся нарушениями 
кровоснабжения головного мозга.
Показатель ОС отражает вариативность 

длительности кардиоинтервалов и пульса. 
Группа нормы характеризуется средней 
вариативностью, а рассматриваемые нами 
патологии — снижением или увеличени-
ем вариативности. Так, в группе ОШОП 
вариативность значительно ниже, а в груп-
пе СВД вариативность значительно выше 
по сравнению с нормой. Снижение вариа-
тивности при ОШОП, возможно, связано 
с механическими причинами снижения 
кровоснабжения головного мозга, а увели-
чение вариативности ДКИ и ДПВ при СВД, 
очевидно, обусловлено усиленным влияни-
ем вегетативной нервной системы на прос-
вет сосудов, что приводит к их спазмам, 
способствующим нарушению кровоснаб-
жения головного мозга. Средняя вариа-
тивность, характерная для нормы, сопро-
вождает высокую согласованность работы 
сердца и сосудов, а низкая или высокая 

вариативности появляются при патологиях 
кровоснабжения головного мозга.
Показатель МР отражает степень разли-

чия между ДКИ и ДПВ: чем меньше значе-
ние данного показателя, тем меньше отли-
чаются по длительности кардиоинтервалы 
от пульсовых волн. По нашим данным, 
в норме показатель МР принимает мини-
мальное значение. При ОШОП значение 
этого показателя мало отличается от нор-
мы, а при СВД обнаруживается его значи-
тельный рост. Эти особенности объясняют-
ся характером патологических изменений. 
Сосудистые изменения при ОШОП вызва-
ны механическим сдавливанием сосуди-
стых элементов, а при СВД наблюдаются 
изменения в механизмах нервной регуля-
ции сердечно-сосудистой системы, что от-
ражается в виде значительных различий 
между длительностью кардиоинтервалов 
и пульсовых волн. Минимальные различия 
между ДКИ и ДПВ являются признаком 
согласованной работы сердца и сосудов, 
которая значительно уменьшается при со-
судистых патологиях, сопровождающих 
СВД.

Рис. 3. Спецификация трех заданных групп: группы нормы, ОШОП и СВД с учетом выбранных переменных 
СКО, ОС и КДА, нормированных по максимальным значениям.
Fig. 3. Specifi cation of the three specifi ed groups: norm groups, osteochondrosis of the cervical spine and somatoform 
autonomic dysfunction, taking into account the selected variables standard deviation duration, deviation from the mean 
and coeffi cient of accuracy of approximation normalized to maximum values.
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Каждая рассмотренная группа характе-
ризуется определенным паттерном зна-
чений дискриминантных переменных. 
Группа нормы характеризуется высокой 
степенью совпадения длительности кар-
диоинтервалов и пульсовых волн, кото-
рая определяется максимально устойчи-
вой линейной связью между ДКИ и ДПВ, 
средней вариативностью ДКИ и ДПВ и на-
именьшей степенью различия между ДКИ 
и ДПВ. Группа с патологиями характери-
зуется более низкой степенью совпадения 
ДКИ и ДПВ. Группа с ОШОП отличается 
неустойчивой линейной связью между 
ДКИ и ДПВ, низкой вариативностью ДКИ 
и ДПВ и малой степенью различия меж-
ду ДКИ и ДПВ. Группа с СВД отличает-
ся неустойчивой линейной связью между 
ДКИ и ДПВ, высокой вариативностью 
ДКИ и ДПВ, а также высокой степенью 
различия между ДКИ и ДПВ. Полученные 
результаты можно резюмировать в виде 
следующих выводов:

- в ходе дискриминантного анализа вы-
числили две дискриминантные функции, 
представленные соответствующими урав-
нениями, позволяющие дифференцировать 
три заданные группы между собой;

- дискриминантной способностью разде-
ления заданных групп обладают три из пяти 
рассмотренных независимых переменных: 
МР, ОС и КДА, отражающие степень согла-
сованности работы сердца и сосудов;

- группа нормы характеризуется самой 
высокой степенью согласованности рабо-
ты сердца и сосудов, которая определяет-
ся устойчивой линейной связью и мини-
мальными различиями между ДКИ и ДПВ 
при средней вариативности длительности 
кардиоинтервалов и пульсовых волн;

- при сосудистых патологиях, сопрово-
ждающихся снижением кровоснабжения 
головного мозга, наблюдается снижение 
степени согласованной работы сердца и со-
судов, проявляющееся в изменениях значе-
ний показателей совпадения ДКИ и ДПВ, 

обусловленных особенностями сосудистых 
нарушений;

- синдром позвоночной артерии 
при ОШОП характеризуется снижением 
линейной связи и минимальными различи-
ями между ДКИ и ДПВ при низкой вари-
ативности длительности кардиоинтервалов 
и пульсовых волн;

- СВД характеризуется снижением ли-
нейной зависимости и значительным уве-
личением различий между ДКИ и ДПВ 
при очень высокой вариативности длитель-
ности кардиоинтервалов и пульсовых волн.

Заключение
Сердце, перекачивающее кровь из веноз-

ной системы в артериальную, уже никто 
не рассматривает просто как естественный 
бионасос. Оно находится под регулятор-
ным контролем не только нейрогормональ-
ной системы, но и собственных, весьма 
сложных афферентных механизмов, умно-
жаемых многообразием взаимоотношений 
интракардиальной и экстракардиальной 
нервной системы. Совершенствование ин-
струментальных и компьютерных техноло-
гий, огромный рост высокоточных методов 
диагностики болезней сердца и сосудов, 
развитие эффективных, безопасных и дока-
зательных биомедицинских исследований 
требует внедрения и приложения совре-
менных математических и статистических 
моделей.
Проведенные нами исследования позво-

лили уточнить и детализировать подходы 
к диагностике и оптимизации выбора ле-
карственной профилактики при нарушени-
ях системной экстра- и интракардиальной 
регуляции сердечно-сосудистой системы 
(ССС). Видимым преимуществом просто-
го и удобного метода дискриминантного 
анализа показателей согласованной рабо-
ты ССС является не только его неинвазив-
ность, но и безусловная простота получе-
ния первичной объективной информации 
(ЭКГ и ФПГ+анамнестические данные), 
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что укладывает его в стандартные диагно-
стические процедуры и не требует дополни-
тельных некомфортных и неприятных про-
цедур. Ведь даже Холтер-мониторирование 
АД доставляет неприятные ощущения 
пациенту каждые 15–30 мин, зачастую на-
рушая сон и искажая исходные данные. 
Щадящий метод дискриминантного анали-
за показывает взаимоотношения в работе 
сердца и сосудов и обеспечивает врача-ди-
агноста, физиолога и фармаколога принци-
пиально новой информацией, верифици-
рующей выводы, а также диагностические 
и прогностические заключения у конкрет-
ных пациентов.
При выполнении исследований у волон-

тёров с соматоформными вегетодистония-
ми мы учитывали, наряду с объективными 
показателями, жалобы пациентов именно 
на наличие нестойких и преходящих бо-
лей, ощущения «перебоев и замирания» 
в сердце, вегето-эмоциональных реакций 
на стрессирующие воздействия, частые 
незначительные подъемы АД и учащения 
пульса, при отсутствии инструментально 
подтвержденных проявлений кардиососу-
дистой патологии органического характера. 
Важно, что именно в этой группе, у пациен-
тов, которых наиболее часто и незаслужен-
но обвиняют в симуляции симптомов забо-
леваний, нами установлен информативный 
параметр максимального расхождения 
между длительностями кардиоинтервалов 
и пульсовых волн в сравнении этих по-
казателей с таковыми у практически здо-
ровых волонтёров. Еще раз подчеркнем, 
что этот феномен говорит о грубом нару-
шении согласованности в работе централь-
ной нейровегетативной регуляции ЦНС 
и нервно-мышечного автоматизма сердца 
и его афферентной системы. Это дополня-
ют рассогласования ДКИ и ДПВ в виде их 
снижения от таковых у здоровых пациен-
тов по показателям отклонения от средних 
значений, а также существенного падения 
достоверности аппроксимации. Наряду 

с повышением качества диагностики нару-
шенных функций ССС при вегетодисфунк-
цинальных состояниях метод детерминант-
ного анализа может стать незаменимым 
при проведении фармакологических проб 
[5] для выбора персонализированной фар-
макотерапии.
Как и в случае пациентов с СВД, сим-

птомокомплекс шейных остеохондрозов, 
синдромов позвоночной артерии, верте-
бробозилярных проявлений отличаются 
полиморфизмом картины, большим раз-
бросом болевых дислокаций, ощущением 
нехватки воздуха, одышкой, болями в сер-
дце, скачками АД, нарушениями мозгово-
го кровообращения, особенно при попыт-
ках повернуть голову, и многими другими 
признаками. Как не удивительно, эта кли-
ническая картина во многом схожа с СВД 
и мимикрирует другие заболевания. 
Как и при СВД, мера различия, т. е. откло-
нения или согласованности и совпадений 
длительностей кардиоинтервалов и пуль-
совых волн, уступает таковым у практи-
чески здоровых волонтёров. Однако наи-
более яркие отличия при этой патологии 
выявляются по параметрам отклонения 
длительностей кардиоинтервалов и пуль-
совых волн от их средних значений (ОС). 
Эти параметры много ниже, чем у здоро-
вых волонтёров, и еще выраженнее, чем 
у страдающих СВД. ОС-параметр может 
служить продуктивным признаком и, на-
ряду с иными информативными показате-
лями, стать подспорьем в рациональной 
и дифференциальной диагностике ней-
рогенных, сосудистых и кардиогенных 
нарушений при вертебральном, корешко-
вом, кардиальном симптомокомплексах 
и синдроме позвоночной артерии. Метод 
дискриминантного анализа может быть 
полезен при выборе тактики немедикамен-
тозного или фармакологического лечения, 
по крайней мере, позволит оптимизиро-
вать средство выбора лечения среди всего 
медикаментозного пейзажа.
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МОДЕЛЬ «ВЫУЧЕННОЙ БЕСПОМОЩНОСТИ» У КРЫС: 
ВОЗМОЖНОСТИ И ОГРАНИЧЕНИЯ ПРИ ОЦЕНКЕ 

ДЕПРЕССИВНО-ПОДОБНОГО СОСТОЯНИЯ 
И ЭФФЕКТОВ АНТИДЕПРЕССАНТОВ

Е.А. Вальдман*, В.А. Крайнева, С.О. Котельникова, М.С. Cадовский
ФГБНУ «Научно-исследовательский институт фармакологии имени В.В. Закусова»

125315, Российская Федерация, Москва, Балтийская ул., 8

Модель «выученной беспомощности» (ВБ) у крыс широко используется в наборе тестов для оценки 
депрессивно-подобного состояния и эффектов антидепрессантов. Модель оценивается как доста-
точно валидная, но имеющая ограничения по воспроизводимости. В обзоре представлены возмож-
ности использования модели для оценки симптомов депрессивно-подобного состояния и отдельных 
звеньев патогенеза депрессии, эффектов антидепрессантов. Описаны факторы, влияющие на вос-
производимость модели ВБ, наиболее важным из которых является различная чувствительность жи-
вотных к стрессу. Приведены различные протоколы формирования и тестирования ВБ, используе-
мые в разных исследовательских коллективах. С учетом большого количества вариантов протоколов 
и получаемых результатов, сравнительный анализ которых затруднен, необходима стандартизация 
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The “learned helplessness” (LH) model in rats is widely used in a battery of tests to assess depression-like 
behaviour and the effects of antidepressants. The model is considered to be suffi ciently valid, though having 
some limitations with reproducibility. This review discusses the possibilities of using the model for assess-
ing the symptoms of a depressive-like state and the pathogenesis of depression, as well as the effects of 
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of which is the different sensitivity of animals to stress. Several protocols for the induction and testing of 
LH, which are used by different research teams, are presented. Due to the diffi culty of comparing the results 
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Введение
Депрессия является гетерогенным забо-

леванием, характеризуется множеством 
психологических и психосоциологичес-
ких проявлений эмоционального, мо-
тивационного, когнитивного дефицита 
и лежащих в основе их развития нейро-
биологических изменений при отсутствии 
специфических биомаркеров. Поэтому 
моделирование депрессии у животных 
является сложной задачей. Большинство 
экспериментальных моделей депрессии 
основано на воздействии острого или хро-
нического стресса — тест неизбегаемого 
плавания», «подвешивания за хвост», «вы-
ученная беспомощность», мягкий непред-
сказуемой стресс, стресс раннего периода 
жизни, социальная изоляция. Для изуче-
ния патогенеза депрессии используются 
также модели, полученные в результате 
генетических манипуляций (трансгенные 
или нокаутные животные), повреждений 
лимбических структур мозга — удале-
ние обонятельных луковиц [1, 6, 29, 51]. 
Важной характеристикой эксперименталь-
ных моделей является валидность, кото-
рая определяет соответствие полученных 
с их использованием результатов постав-
ленным задачам. При определении адек-
ватности, обоснованности применения 
экспериментальных моделей депрессии 
рассматривается их соответствие основ-

ным критериям валидности: возможность 
оценки симптомов, которые наблюдаются 
при заболевании у человека — наличная 
валидность (face validity) [4]; развитие ле-
жащих в основе заболевания патогенети-
ческих процессов — конструктная валид-
ность (construct validity), из которой иногда 
выделяют этиологическую валидность — 
провоцирование событиями, которые 
важны для развития патологии у человека 
(etiological validity) [4, 15, 54]; возмож-
ность коррекции регистрируемых параме-
тров терапевтически эффективными ан-
тидепрессантами и отсутствие изменений 
при применении неэффективных в кли-
нике препаратов — предикторная валид-
ность (predictive validity). Используется 
также понятие «популяционная валид-
ность», отражающее связь генетических 
особенностей с развитием у животных 
определенных симптомов, наблюдаемых 
при депрессии у людей [4, 15, 27].
Поскольку ни одна из существующих 

экспериментальных моделей не может пол-
ностью соответствовать всем критериям 
валидности, признана необходимость при-
менения для изучения патогенеза депрес-
сии и доказательства эффективности по-
тенциальных антидепрессантов нескольких 
моделей депрессивно-подобного состояния 
с учетом возможностей и ограничений ка-
ждой из них [10, 13, 14].
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Модель «выученной 
беспомощности»
Одной из часто используемых стресс-ин-

дуцированных моделей депрессии является 
модель «выученной беспомощности» (ВБ). 
ВБ формируется в результате предъявления 
неконтролируемого аверсивного стимула, 
к которому животное не может приспосо-
биться, избежать или предсказать его появ-
ление [4, 33, 55, 56]. Состояние ВБ изучает-
ся в экспериментах на животных уже более 
50-ти лет. Первые эксперименты были вы-
полнены Seligman на собаках. Животных 
помещали в закрытые камеры, где они по-
лучали электроболевое раздражение лап. 
На следующий день проводили тестиро-
вание в установке, где было возможно из-
бежать воздействия током, перепрыгнув 
через барьер. Однако более 60% живот-
ных не предпринимали никаких попыток 
переместиться в безопасный отсек, у них 
формировался фенотип выученной беспо-
мощности [30]. Позже модель была адапти-
рована для грызунов [37]. Моделирование 
ВБ возможно как у крыс, так и у мышей, 
однако количество протоколов, основан-
ных на использовании крыс в качестве объ-
екта исследования, значительно больше, 
как и спектр регистрируемых признаков де-
прессивно-подобного состояния и соответ-
ствующих нейрохимических нарушений 
[3, 42, 48]. Следует отметить, что интерес 
к данной модели в последние годы резко 
возрос, что подтверждается значительным 
ростом количества публикаций [57]. 
Наиболее часто используются варианты 

модели с применением электрошоково-
го раздражения лап или хвоста животных 
для выработки состояния ВБ с последую-
щей оценкой депрессивно-подобного по-
ведения в установке активного избегания. 
В условиях, дающих возможность избе-
жать ударов тока, животные, у которых 
выработалась ВБ, либо вовсе отказывают-
ся от избегания, либо делают это со зна-
чительной задержкой. Модель ВБ оцени-

вается как имеющая достаточно высокую 
валидность [4, 14, 33].

Соответствие модели «выученной 
беспомощности» основным 
критериям валидности 
Возможности оценки симптомов 
депрессии 
Модель ВБ позволяет оценить входящее 

в симптомокомплекс депрессии состояние 
беспомощности, когда человек не пытается 
улучшить свое самочувствие, избежать отри-
цательных воздействий при наличии такой 
возможности, развивающееся в результате 
неконтролируемых негативных событий [48, 
57]. Одним из главных преимуществ модели 
является когнитивная составляющая, осно-
ванная на индивидуальной интерпретации 
негативных событий как неконтролируемых 
[51]. Кроме состояния беспомощности мо-
дель позволяет регистрировать ряд других 
симптомов, которые хорошо коррелиру-
ют с таковыми при развитии заболевания 
у людей. Один из главных симптомов де-
прессии — ангедония — у крыс с ВБ про-
является снижением потребления раствора 
сахарозы [46]. У животных с ВБ установле-
но снижение массы тела, проявления сим-
птомов ажитации, нарушения сна, снижение 
либидо, ассоциативно-когнитивный дефи-
цит [16]. На модели ВБ показаны изменения 
структуры сна, представленности эпизодов 
сна с быстрыми движениями глаз (rapid eye 
movement, REM), характерные для эндо-
генной депрессии [7], увеличение времени 
иммобильности в тесте вынужденного пла-
вания [52], снижение социального взаимо-
действия в условиях новизны [41].
Анализ литературных данных позволяет 

заключить, что депрессивно-подобное со-
стояние, формируемое у крыс в модели ВБ, 
включает достаточно широкий спектр сим-
птомов депрессии, которые можно реги-
стрировать, что подтверждает соответствие 
модели критерию наличной валидности 
(face validity) [4]. 
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Возможности изучения патогенеза 
депрессии
Короткое воздействие аверсивного сти-

мула, возможно, не вполне соответствует 
причинам, приводящим к развитию де-
прессии у человека, однако фактор некон-
тролируемости стресса играет ключевую 
роль и отражает реакцию на стресс, при-
водящую к развитию депрессии у челове-
ка. Подтверждением адекватности моде-
ли является развитие нейрохимических 
и молекулярных нарушений, лежащих 
в основе патогенеза депрессии. В моде-
ли ВБ показано изменение уровня корти-
костерона в плазме крови [12]. Получены 
данные об увеличении активации микро-
глии в гиппокампе крыс с ВБ и возмож-
ность коррекции функций микроглии 
антидепрессантом имипрамином, что со-
ответствует представлениям о роли ней-
ровоспаления в патогенезе депрессии 
[19]. У животных с ВБ установлены изме-
нения экспрессии белков, участвующих 
в процессах нейропластичности — си-
напсина 1, связанного с ростом белка-43 
(growth-associated protein-43) и ассоци-
ированного с микротрубочками белка-2 
(microtubule-associated protein-2) [20]. 
В модификациях модели ВБ выявлено 
изменение содержания и экспрессии ге-
нов нейротрофических факторов, в част-
ности, мозгового нейротрофического 
фактора (brain derived neurotrophic factor, 
BDNF), в разных структурах мозга [8, 42]. 
С использованием модели ВБ изучается 
роль меланин-концентрирующего гормона 
(МСН) в развитии депрессии и эффекты 
антагонистов рецепторов 1МСН как но-
вого класса потенциальных антидепрес-
сантов [50], ангиотензин-превращаю щего 
фермента (АПФ) и ингибиторов АПФ 
[25]. Модель ВБ используется в совре-
менных исследованиях роли микробио-
ты кишечника в развитии депрессивных 
расстройств. Получены данные о более 
высокой предрасположенности к разви-

тию состояния ВБ у крыс с нарушением 
состава микробиоты [59]. 
Таким образом, модель ВБ позволяет из-

учать отдельные звенья патогенеза депрес-
сии и отвечает критерию конструктной ва-
лидности.

Возможности оценки эффектов 
антидепрессантов
Преимуществом модели ВБ является 

то, что животные демонстрируют депрес-
сивно-подобные симптомы, сходные с на-
чалом депрессии у человека, что позволяет 
оценить быстрый эффект антидепрессан-
тов. На модели ВБ доказана эффектив-
ность трициклических антидепрессантов, 
селективных ингибиторов обратного за-
хвата серотонина [24, 58], агонистов се-
ротониновых рецепторов [21], ингибито-
ров МАО, электрошокового воздействия 
[36, 38], кетамина [40], агомелатина [9]. 
Применение в течение нескольких дней 
после выработки ВБ трициклических ан-
тидепрессантов (имипрамин, дезипрамин, 
амитриптилин, нортриптидин, доксепин), 
атипичных антидепрессантов (иприндол, 
миансерин), ингибиторов МАО (ипрониа-
зид, паргилин) устраняло состояние ВБ, та-
кой же эффект оказывало электросудорож-
ное воздействие. В этом же исследовании 
установлено, что введение анксиолитиков 
(диазепам, лоразепам, хлордиазепоксид), 
нейролептиков (галоперидол, хлорпрома-
зин), психостимуляторов (амфетамин, ко-
феин), фенобарбитала, этанола неэффек-
тивно в отношении устранения состояния 
ВБ [38]. Показано, что эффект некоторых 
антидепрессантов лучше проявляется 
в методике ВБ, чем в тесте вынужденного 
плавания по Порсолту [43]. 
Предикторная валидность модели ВБ 

подтверждена во многих исследованиях, 
показаны эффекты ряда широко использу-
емых в клинике антидепрессантов и неэф-
фективность препаратов, не имеющих ан-
тидепрессивной активности. 

Е.А. Вальдман, В.А. Крайнева, С.О. Котельникова, М.С. Cадовский
«Модель «выученной беспомощности» у крыс: возможности и ограничения 
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Возможности оценки генетической 
предрасположенности к развитию 
депрессии 
Модель ВБ позволяет оценивать генети-

ческие варианты депрессивно-подобного 
поведения. Созданы линии крыс, у которых 
ВБ обусловлена генетически и проявляется 
без предшествующей выработки, — cLH 
(congenitally learned helpless) [16, 55].
Однако использование таких линий 

не всегда отвечает критериям валидности 
модели. Так, показано, что у крыс линии 
cLH отсутствует чувствительность к анти-
депрессантам, в ответ на острое стрессо-
вое воздействие повышается уровень кор-
тикостерона, но при этом не происходит 
изменений экспрессии BDNF, в отличие 
от cNLH (noncongenitally learned helpless) 
и Sprague-Dawley. Это позволяет предпо-
лагать, что у cLH утрачена способность 
к нейропластичности [47]. Создание 
моделей крыс с ВБ, демонстрирую-
щих без процедуры выработки сходные 
с наблюдаемыми у человека при депрес-
сии неврологические и поведенческие 
проявления, занимает годы, а поддержание 
чистоты таких линий достаточно сложно. 
Поэтому чаще используются коммерчески 
доступные линии крыс, наиболее предра-
сположенных к развитию ВБ, что в боль-
шей степени отвечает критериям этиологи-
ческой валидности [14].

Ограничения применения 
модели ВБ
Различия в чувствительности 
животных к выработке состояния ВБ
Неодинаковая чувствительность живот-

ных к условиям формирования состояния 
ВБ создает ограничения для применения 
модели. Есть данные, что различия могут 
быть даже внутри одного стока, что соот-
ветствует наличию индивидуальных раз-
личий при развитии депрессии у человека, 
но ограничивает воспроизводимость мето-
дики [53]. 

Сравнительные исследования предраспо-
ложенности крыс к выработке ВБ ведутся 
более 30-ти лет. В 1986 г. опубликовано 
исследование, в котором сравнивались ре-
зультаты выработки ВБ в разных стоках 
аутбредных крыс самцов и у разных ли-
ний крыс. Оказалось, что аутбредные кры-
сы Holtzman Sprague-Dawley, полученные 
из двух разных питомников, значитель-
но отличаются по предрасположенности 
к выработке ВБ — от практически отсутст-
вия (Sasco), до самой высокой степени — 
55% (Charles River). Нечувствительность 
к выработке ВБ была показана у крыс 
линий Lewis, Brown Norway, Fisher; сред-
няя чувствительность — линий Harlan SD 
и Buffalo (28% и 33%), высокая — Wistar 
Kyoto Holtzman (53%). При этом каких-ли-
бо различий в поведении животных кон-
трольных групп не выявлено. Авторы ука-
зали, что в литературе публикуются обычно 
только высокие результаты по выработке 
ВБ у крыс — от 50-ти до 80%, что не от-
ражает реальную картину воспроизводимо-
сти этой методики [53]. 
Значительные различия в предрасполо-

женности к выработке ВБ описаны в срав-
нительном исследовании линий Holtzman, 
Long Evans и Sprague-Dawley. Показано, 
что у крыс линии Holtzman отмечается 
даже спонтанная ВБ, без обучения, причем 
такая повышенная предрасположенность 
выявлена только у самцов. Гендерные раз-
личия связывают с более высокой активно-
стью самок [31]. 
Повышенная исследовательская актив-

ность в условиях новизны рассматрива-
ется в качестве предиктора развития ВБ, 
при этом повышение двигательной актив-
ности при повторной посадке в «откры-
тое поле», напротив, коррелирует с низкой 
предрасположенностью к развитию ВБ [5, 
32]. Получены и противоположные данные, 
указывающие, что неофобия коррелирует 
с повышенной чувствительностью к неизбе-
гаемому стрессу и формированию ВБ [26]. 
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В нашем исследовании, выполненном 
на белых беспородных крысах-самцах, 
предварительно разделенных по актив-
ности в «открытом поле», была показана 
предрасположенность к формированию де-
прессивно-подобного состояния ВБ у низ-
коактивных крыс [2]. 

Длительность сохранения состояния ВБ
Ограничением применения модели ВБ 

для оценки эффектов антидепрессантов 
считается непродолжительное сохранение 
депрессивно-подобного состояния [13].
Многие антидепрессанты оказывают бы-

стрые нейрохимические эффекты, в част-
ности, вызывают изменение уровня моноа-
минов, но клинические проявления обычно 
удается заметить только после нескольких 
недель или месяцев лечения, как и изме-
нения нейропластичности. Тем не менее, 
на модели ВБ показан эффект фибансери-
на после однократного введения перед те-
стированием [11]; кетамина — через 24 ч 
и через 5 дней после однократного введе-
ния [40]; эффекты ингибитора МАО А (пар-
гилина), ингибиторов обратного захвата 
серотонина (флуоксетина, пароксетина) 
и трицик лического антидепрессанта (де-
зипрамина) зарегистрированы после 3-х 
дней введения [58]. Получены результа-
ты, указывающие на то, что однократное 
предъявление неизбегаемого стрессорного 
воздействия приводит к длительным изме-
нениям поведения и нарушениям регуля-
ции гипоталамо-гипофизарной системы. 
Сохранение депрессивно-подобного состо-
яния и соответствующих ему нейрохимиче-
ских изменений в течение 7-ми дней описа-
но при оценке антидепрессивного эффекта 
дезипрамина. Препарат вводили за 6 дней 
до выработки ВБ и 6 дней до тестирова-
ния [12]. В другом исследовании по оценке 
возможностей методики получены данные 
о сохранении состояния ВБ на 7-й и 14-й 
день [58]. Показано еще более длитель-
ное сохранение ВБ, до 21 дня, и возмож-

ность оценки эффектов антидепрессантов 
при хроническом введении [44]. В нашем 
исследовании у низкоактивных крыс де-
прессивно-подобное состояние после вы-
работки ВБ сохранялось 16 дней [2]. 
Таким образом, при использовании опре-

деленного протокола исследования возмож-
но сохранение состояния ВБ, позволяющее 
проводить оценку эффектов длительного 
введения антидепрессантов. 

Варианты протоколов моделирования ВБ
Получаемые в разных научных коллек-

тивах противоречивые данные о процен-
те животных, у которых формируется ВБ, 
и сроках сохранения депрессивно-подоб-
ного состояния способствовали развитию 
исследований, направленных на повыше-
ние воспроизводимости модели [26, 28, 49]. 
В ранних исследованиях на собаках было 
показано, что 63% животных после предъ-
явления неизбегаемого стимула через 24 ч 
не избегают аверсивный стимул при нали-
чии такой возможности [30]. Для крыс опи-
саны колебания процента животных, у ко-
торых вырабатывается ВБ, от 12,5 до 85% 
[28]. Такой разброс может быть обусловлен 
использованием не только разных линий 
животных, но и модификаций методики. 
Ряд исследователей при формировании 

ВБ используют электроболевое раздра-
жение хвоста, а тестирование проводят 
в установках «шатл-бокс» [22]. Выработка 
ВБ может также производиться либо в спе-
циальных камерах [18, 58], либо в установ-
ке «шатл-бокс», с закрытой перегородкой 
между отсеками [44]. 
При оценке длительности сохранения 

состояния ВБ показано, что использование 
одной и той же установки для выработки 
и тестирования способствует более продол-
жительному сохранению ВБ [23, 44]. 
Существуют различия в дизайне экспе-

римента. В триадном дизайне используют 
три группы: на этапе обучения одна группа 
получает аверсивный стимул с возможно-
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стью избегания, сопряженная с ней группа 
(yoked group) получает такой же стимул, 
но без возможности избегания, и груп-
па животных, которых только помещают 
в установку без тока. В двойном дизайне 
группа с возможностью избегания при фор-
мировании ВБ не включается. В этих иссле-
дованиях показано, что именно невозмож-
ность контролировать аверсивный стимул 
является решающим фактором развития 
ВБ. У животных из сопряженной группы 
более выражено состояние ВБ, и толь-
ко у них показаны изменения содержания 
BDNF, характеризующие развитие депрес-
сии [9]. 
При тестировании в установке «шатл-

бокс» применяются различные протоколы 
прекращения тока: животные могут выклю-
чить ток при переходе в другой отсек (fi xed 
ratio 1, FR1) или при повторном переходе 
(fi xed ratio 2, FR2) [11, 28, 42]; при нажатии 
на педаль [34, 38, 49], поместить нос в от-
верстие [35], удару током может предшест-
вовать звуковой или световой сигнал [11, 
21, 35]. Определена значимость сложности 
процедуры прекращения тока при тести-
ровании: так, при FR1 протоколом уста-
новлен более высокий латентный период 
перехода в безопасный отсек, когда живот-
ное должно было не перебежать в откры-
тую дверцу, а перепрыгнуть через барьер. 
Более сложный протокол тестирования FR2 
дает возможность выявить большее коли-
чество животных с ВБ [11, 44]. Показано, 
что усложнение алгоритма избегания тока 
при тестировании позволяет регистриро-
вать состояние ВБ через 14 и даже 28 дней 
после выработки [18]. 
Разные результаты при выработке ВБ 

у крыс инициировали изучение влияния 
параметров неизбегаемого тока при обуче-
нии. Сравнительная оценка воздействия 
током разной силы (1,6 мА, 1,8 мА и 2 мА) 
при выработке ВБ в установке «шатл-
бокс» показала, что только применение 
тока 1,8 мА приводит к достоверному 

увеличению количества отказов от пере-
мещения в безопасный отсек в тестовой 
сессии, которую проводили через 24 ч. 
Эту же силу тока авторы использовали 
для оценки эффектов предварительного 
повторного введения антидепрессантов 
[43]. Большинство исследователей счи-
тает, что применение большой силы тока 
с малой долей вероятности имитирует 
события, лежащие в основе развития де-
прессии, к тому же эффект от такого воз-
действия не сохраняется дольше двух-трех 
дней. Для выработки ВБ используется ток 
0,65–1,5 мА, воздействие которого вызы-
вает менее выраженные, но более продол-
жительные нарушения поведения [39, 42, 
44, 56]. Получены данные о равной эффек-
тивности тока 0,5, 0,75 и 1,0 мА при выра-
ботке ВБ [31].
Исследования по повышению длитель-

ности сохранения депрессивно-подобного 
состояния показали, что в вариантах ме-
тодики, когда сила тока при тестировании 
была ниже, чем при выработке, — 0,8 мА 
и 0,65 мА, соответственно, состояние ВБ 
регистрировалось до 21-го дня. Повышение 
силы тока до 1,2 мА при тестировании со-
кращало количество животных, у которых 
выявлялась ВБ [44]. 
Следует отметить, что в вариантах ме-

тодики различаются продолжительность 
и критерии выработки в ВБ. Чаще оцени-
вается количество отказов от перемещения 
в безопасный отсек при подаче тока [11, 
44]. Например, выработку ВБ у животных 
проводили в течение трех дней, подвергая 
20-ти ударам током силой 0,9 мА. На тре-
тий день при тестировании использовали 
критерий — более 10-ти отказов из 20-ти 
попыток [45]. Некоторые авторы устанав-
ливают критерий развития ВБ — больше 
25-ти отказов [39] или более 20-ти отказов 
из 30-ти попыток [19], и берут в дальнейшие 
эксперименты только крыс с ВБ, у которых 
в последующих тестированиях фиксируют 
средний латентный период избегания пере-
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хода в безопасный отсек. Есть протоколы 
с критерием более 10-ти из 15-ти попыток 
и с альтернативным критерием — латент-
ный период более 20 с после подачи тока, 
при доказанной равной значимости обоих 
критериев [49]. Другие исследователи ре-
гистрируют только латентный период избе-
гания и оценивают влияние изучаемых пре-
паратов на этот показатель у всех животных 
в группе, без отбора при первом тестиро-
вании [35, 38, 43]. Интересное исследова-
ние проведено по оценке информативности 
поведения при каждом предъявлении тока 
во время тестирования. На линиях крыс 
с генетически обусловленной ВБ и устой-
чивых к ВБ — congenitaly helpness (cLH) 
и nonhelpness (cNLH), а также аутбред-
ных показано, что чувствительность те-
ста можно повысить, оценивая поведение 
только в 4-х — 10-ти предъявлениях тока 
при тестировании. При первых трех по-
пытках у всех групп отмечается повышен-
ная двигательная активность, ажитация 
и частые случайные нажатия на педаль, 
а в попытках 11–15 элементы обучения 
сглаживают различия между группами [34]. 
В других работах критерием ВБ определе-
ны более 5-ти отказов из последних 10-ти 
предъявлений [17, 24, 38].
Таким образом, для формирования 

и оценки состояния ВБ у крыс использу-

ется большое количество различных про-
токолов, что в определенной степени об-
условлено сложностями воспроизведения 
модели. Используются разные линии крыс, 
параметры тока при выработке и тестиро-
вании, различаются критерии оценки со-
стояния ВБ. Некоторые варианты протоко-
лов ВБ представлены в таблице. 

Заключение
Модель ВБ у крыс позволяет регистри-

ровать развитие депрессивно-подобного 
состояния и лежащих в его основе пато-
генетических процессов, оценивать эф-
фективность антидепрессантов. С учетом 
большого количества вариантов протоко-
лов и получаемых неоднозначных результа-
тов необходима стандартизация модели ВБ 
в условиях каждой конкретной лаборато-
рии. При выработке состояния ВБ и при те-
стировании эксперимент оптимально про-
водить в одной установке, не применять 
электрический ток высокой интенсивности 
для выработки, тем более, для тестирова-
ния состояния ВБ. Следует использовать 
животных с наибольшей предрасположен-
ностью к формированию ВБ. 
Модель ВБ целесообразно включать 

в комплекс методов доклинического иссле-
дования новых потенциальных препаратов 
с антидепрессивной активностью.
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Целью настоящего исследования является определение предела и возможности применения виви-
секционных методов исследования в отношении лабораторных животных. Острый эксперимент как 
метод экспериментальной медицины широко применяется в современных научных работах и опи-
сывается во многих литературных источниках.
Существующие в настоящее время альтернативные методы познания не могут обеспечить полный 
отказ от использования лабораторных животных. Подходящей биомоделью для проведения докли-
нических испытаний и опытов остаются лабораторные животные. В настоящее время вивисекция 
является необходимым методом исследования, вследствие отсутствия адекватных альтернатив. 
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entifi c works on the problem under study, were reviewed. It was found that acute experiments are applied 
in a wide range of scientifi c research studies. The existing alternative methods cannot abolish the use of 
laboratory animals. Laboratory animals remain a suitable bio-model for conducting preclinical tests and 
experiments. Currently, vivisection is a necessary research method due to the lack of adequate alternatives.

Keywords: acute experiment, vivisection, animal experiments
Confl ict of interest: the authors declare no confl ict of interest.
For citation: Morozov A.M., Sergeev A.N., Zhukov S.V., Pichugova A.N., Belyak M.A., Morozova A.M., 
Dumanov V.F. About the Necessity and Limits of Vivisectional Experiments in Medicine. Journal Biomed. 
2021;17(2):35–45. https://doi.org/10.33647/2074-5982-17-2-35-45

Submitted 25.11.2020
Revised 14.12.2020
Published 10.06.2021

Введение
Развитие практической и теоретической 

части медицинской деятельности было бы 
невозможно без проведения биомеди-
цинских исследований на животных [11]. 
Эксперимент — это активное воздействие 
человека на природу и искусственное вос-
произведение ее различных явлений с це-
лью познания объективных закономерно-
стей. В медицинской практике возможно 
проведение экспериментов в различной 
форме. Самой ранней формой является 
вивисекция — острый эксперимент, метод 
научного исследования путем оперирова-
ния животных. Проведение острого экс-
перимента осуществляется тремя путями: 
изучение физиологических особенностей 
органов и тканей (в их естественном поло-
жении), изучение работы изолированных 
или временно пересаженных органов и из-
учение функций организма после удаления 
какого-либо органа или после нарушений, 
произведенных в одной из систем организ-
ма [2, 19, 29].
Животные использовались в качест-

ве объекта исследования на протяже-
нии всей истории развития медицины. 
Использование животных базировалось 
на убеждении, что сравнительная анато-
мия позволит изучить анатомию челове-
ческого тела и его физиологию. Самые 
ранние упоминания об опытах на живот-
ных встречаются в сочинениях II и I века 

до н. э. Одними из первых, систематически 
проводивших опыты на живых животных, 
были Аристотель и Эразистрат Хиосский. 
Древнеримский врач II века н. э. Гален 
осуществлял вскрытие свиней и коз, а при 
проведении эксперимента на петухе, путем 
пересечения гортанного нерва — проде-
монстрировал роль последнего в голосо-
образовании.
Более того, первооткрыватель функ-

ций мозга и «отец нервизма» Герофил 
Александрийский, а также его ученик, вы-
шеупомянутый Эразистрат Хиосский, пер-
вым описавший различия нервов и сосудов, 
артерий и вен, чувствительных и двига-
тельных нервов, а также печень как орган, 
насосную функцию сердца и его тахи-
аритмию, почерпнули многие из этих цен-
ные знания, выполняя вивисекцию, в т. ч. 
и на приговоренных к смерти людях [1, 33].
В 1977 г. впервые вышел запрет на прове-

дение любых экспериментов на животных, 
в т. ч. и острого эксперимента, без обезбо-
ливания. В настоящее время опыты на жи-
вотных продолжают проводиться в сле-
дующих четырёх областях: тестирование 
лекарств — 65%, фундаментальные науч-
ные исследования (в т. ч. военные, меди-
цинские, космические и др.) — 26%, кос-
метология — 8%, учебный процесс — 1%. 
По количеству смертей животных вивисек-
ция уступает только мясной индустрии [20, 
26, 29].
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Таким образом, невозможность развития 
медицины как прикладной науки в услови-
ях отсутствия биомоделирования, связан-
ного с возможным причинением страданий 
животным, привели к ситуации проти-
востояния тех, кто категорически против 
использования животных в качестве био-
моделей, и тех, кто считает необходимым 
осуществление четкой регуляции деятель-
ности учёных в данной сфере [20].

Цель работы — определение предела 
и возможности применения вивисекцион-
ных методов исследования в отношении 
лабораторных животных.

Материалы и методы
Анализ современных российских и ино-

странных литературных источников, а так-
же последних научных работ в области 
возможности проведения острого экспери-
мента в медицине.

Результаты и их обсуждение
Рассматривая вопрос пределов и возмож-

ности проведения вивисекционных мето-
дов исследования над лабораторными жи-
вотными, необходимо понимать, что в его 
основе лежат этические и правовые аспек-
ты лабораторной практики.
Прежде чем рассмотреть возможность 

использования животных в научных целях, 
опираясь на морально-правовые аспекты, 
необходимо обозначить, что лабораторные 
животные — это животные целенаправ-
ленного разведения, изначально предназ-
наченные для научных целей, выведенные 
и содержащиеся в определенных услови-
ях с понятной родословной. Согласно пе-
речню Директивы Европейского Союза 
2013/63/EU, к научным целям относятся: 
фундаментальные исследования, трансля-
ционные и прикладные исследования, зада-
чей которых является предотвращение, ди-
агностика и лечение заболеваний человека, 
животных и растений, оценка, выявление, 

контроль и изменение физиологических со-
стояний человека, животных или растений, 
исследование и тестирование безопасности 
и эффективности лекарственных средств, 
обучение с целью приобретения, сохране-
ния и совершенствования профессиональ-
ных навыков и др. Таким образом, видно, 
что спектр применения лабораторных жи-
вотных, в т. ч. и с целью проведения виви-
секции в качестве биомоделей, очень обши-
рен [5, 12, 13, 14, 31].
При проведении острого эксперимента 

на лабораторных животных не представля-
ется возможным избежать этического аспек-
та, что связано с применением в вивисекции 
методов недоступных и невозможных в ис-
следованиях на человеке [8, 16, 25]. В насто-
ящее время дилемма проведения лаборатор-
ных исследований на животных возникает 
на основе существования трех параллель-
ных течений относительно данного вопроса. 
К таковым относятся: «антропоцентризм», 
«биоцентризм» и «утилитаризм». Согласно 
первому течению, человек рассматривается 
как венец мироздания и имеет полное пра-
во на использование животных в своих ин-
тересах. «Биоцентризм», напротив, говорит 
о сопоставимости прав животных с права-
ми человека. Из третьего течения следует, 
что использование животных в эксперимен-
тальной практике можно считать обоснован-
ным при условии достижения общественно 
полезной цели и пользы, превышающих 
ущерб, нанесенный объекту исследова-
ния. При этом иные пути достижения этой 
цели отсутствуют [9]. Следует отметить, 
что на основе представленных ниже право-
вых документов государственного и межго-
сударственного характеров можно сделать 
вывод, что мировое сообщество придержи-
вается утилитаристского течения.
В 1985 г. был разработан Этический ко-

декс, включающий раздел «Международные 
рекомендации по проведению медико-био-
логических исследований с использовани-
ем животных». Этот документ стал одним 
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из первых документов нормативно-право-
вого характера, регламентирующих права 
животных как объектов биомедицинских 
исследований, в т. ч. и с применением виви-
секционных методов.
Морально-этические правила проведе-

ния экспериментов на животных отраже-
ны в «Европейской конвенции о защите 
позвоночных животных, используемых 
для экспериментов или в иных научных 
целях» (Страсбург, 18 марта 1986 года) 
и в Директиве Совета ЕС «О сближении зако-
нов, постановлений и административных по-
ложений государств ЕС по вопросам защиты 
животных, используемых для эксперимен-
тов и других научных целей» (86/609/ЕЕС). 
В указанных документах представлены ос-
новные рекомендации и требования гуман-
ной работы с лабораторными животными, 
подвергающимися биомедицинскому ис-
следованию. Каждое положение направлено 
на уменьшение количества используемых 
животных за счет применения альтернатив-
ных методов, а также запрета на такого рода 
исследования при отсутствии оправданной 
ценности полученных биологических зна-
ний. Важным этическим аспектом приме-
нения животных как объектов исследования 
является снижение их страданий и боли 
за счет обязательного применения анальге-
тических и седативных препаратов. В тех 
случаях, когда применение данной группы 
лекарственных средств способно повлиять 
на результаты эксперимента, необходимо 
дополнительное согласование его проведе-
ния с этическим комитетом.
Наряду с аспектами, касающимися проце-

дуры исследования, в регламентирующих 
документах установлены правила обраще-
ния с подопытными животными. Персонал, 
осуществляющий уход за подопытными 
животными, должен также обеспечивать 
им комфортные условия обитания. В тех 
случаях, когда животное по итогу иссле-
дования испытывает боль, его необходимо 
безболезненно умертвить [21].

С появлением идеи о защите животных, 
подвергающихся вивисекции, была созда-
на «Биоэтическая концепция трёх R», ко-
торая в настоящий момент является базой 
всей биоэтики в отношении лабораторных 
животных. Данная концепция основы-
вается на трех принципах: replacement, 
reduction, refi nement. Согласно первому 
пункту концепции 3R необходимо не толь-
ко проведение тщательного отбора подо-
пытного животного, но и обоснование 
данного выбора. Принцип «replacement» 
предполагает замену высокоорганизован-
ных видов животных более низкооргани-
зованными видами, замену экспериментов 
на животных альтернативными метода-
ми: экспериментами на культуре клеток 
и тканей, работой с изолированными ор-
ганами, физико-химическими и биохи-
мическими системами, экспериментами 
на микроорганизмах и растительных объ-
ектах, компьютерными и математически-
ми моделями. «Фонд по замене животных 
в медицинских экспериментах» (Fund 
for Replacement of Animals in Medical 
Experiments — FRAME) призывает иссле-
дователей сконцентрироваться на дизайне 
и валидации таких альтернатив, чтобы со-
кратить количество животных, подвергаю-
щихся различным методам исследования. 
В настоящее время активно идёт процесс, 
направленный на разработку трехмер-
ных моделей, компьютерных программ, 
использования культуры тканей и трупов 
животных, умерших естественной смер-
тью, что даёт возможность полностью 
исключить проведение вивисекции в ряде 
стран [10].
Принцип «reduction» подразумевает 

минимизирование используемых живот-
ных до количества, не нарушающего до-
стоверности проводимого исследования. 
При этом возникает проблема необходимо-
сти использования нескольких видов жи-
вотных: так, для проведения исследования 
токсикологической или фармакологиче-
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ской безопасности нередко используются 
4–6 видов, поскольку каждый подходит 
или не подходит для изучения тех или иных 
аспектов безопасности [30].
Принцип «refi nement» диктует необходи-

мость уменьшения дистресса, боли и стра-
даний для животного. Кроме улучшения 
условий содержания лабораторных жи-
вотных, это также подразумевает умень-
шение дистресса во время экспериментов 
и применение обезболивающих средств, 
но не в ущерб цели эксперимента. Данное 
правило включает в себя представления 
о том, что животное не должно подвергать-
ся боли в большей степени, чем может вы-
держать человек [32].
Важно отметить, что широкую поддер-

жку во внедрении этих принципов оказал 
FRAME.
Кроме того, концепция 3R используется 

для подготовки законов по охране экспери-
ментальных животных.
Концепция легла в основу требований 

FELAS (Federation of European Laboratory 
Animal Science Associations) по использо-
ванию животных в обучении и совершен-
ствованию профессиональных навыков. 
Основной идеей является выполнение тре-
бования «replacement», т. е. необходимость 
заменить животное на искусственную мо-
дель. FELAS также предложила ввести ре-
троспективный отчёт о лабораторных жи-
вотных, обеспечивающий точный контроль 
за их количеством, условиями содержания 
и соответствием этих условий установлен-
ным требованиям [6].
Принципы гуманного отношения к жи-

вотным, подвергающимся вивисекции 
и другим видам медицинского эксперимен-
тирования, также изложены в Руководстве 
[6]. Согласно выше названной монографии, 
учитывая принципы гуманности, необхо-
димо тщательно подойти к выбору метода 
фиксации, обезболивания и последующей 
эвтаназии животного. В монографии так-
же рассматриваются вопросы выбора пре-

паратов, использующихся для эвтаназии 
и обезболивания лабораторных животных. 
Ни один из этапов исследования не должен 
приводить к развитию дистресса и боле-
вых ощущений у объекта исследования. 
В настоящее время данная работа отра-
жает аспекты гуманного отношения с ла-
бораторными животными на территории 
Российской Федерации наиболее подробно 
[6]. Важно отметить, что все вышеназван-
ные требования диктуют необходимость 
не только в гуманном отношении внутри 
самого эксперимента, но и вне его. В лабо-
ратории должны быть созданы оптималь-
ные условия для жизни животных, налажен 
режим кормления, запрещено проведение 
вмешательств без обезболивания живот-
ных. Персонал, осуществляющий уход 
за животными, должен быть квалифициро-
ванным.
Огромное значение в вопросе регуляции 

отношения к лабораторным животным 
играет «Руководство по лабораторным 
животным и альтернативным моделям 
в биомедицинских технологиях» [7], со-
держащее соответствующие международ-
ным стандартам и принципам надлежащей 
лабораторной практики (GLP) требования 
к использованию в неклинических иссле-
дованиях животных и альтернативных мо-
делей. В работе сформулированы основы 
биоэтики, категорирования, контроля каче-
ства, генетического и микробиологическо-
го мониторинга, технологий содержания 
лабораторных животных и биобезопасно-
сти при работе с ними [35].
Все существующие на данный момент 

рекомендации и требования к лабора-
торной практике с применением лабора-
торных животных опираются на основы 
био этики. Тем не менее, важно отметить, 
что при невозможности соблюдения эти-
ческих норм без риска снижения досто-
верности полученных в ходе эксперимента 
результатов, приоритетным будет являться 
достижение цели исследования при усло-
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вии её обоснованности. В то же время вста-
ет вопрос о том, в каких случаях страдания 
животных в ходе вивисекции могут счи-
таться обоснованными.
На сегодняшний день точных ответов 

на данный вопрос не существует, и его ре-
шение строится на основе субъективных 
суждений. Все указанные выше документы 
были приведены с целью показать, что этиче-
ский аспект биомедицинских исследований 
волнует большое количество стран и про-
блема с жестоким обращением с лаборатор-
ными животными является актуальной. Тем 
не менее, очевидно, что документы, нося-
щие рекомендательный характер, не гаран-
тируют их соблюдения. Важным моментом 
биоэтического аспекта вивисекции является 
тот факт, что все приведенные выше прин-
ципы не имеют силы закона на территории 
Российской Федерации. Обозначив этиче-
ские границы возможности использования 
животных как объекта исследования, в т. ч. 
вивисекции, необходимо обратить внимание 
на правовые аспекты, регулирующие дан-
ные отношения.
Российская Федерация является госу дар-

ством-участником директивы 2004/10/EC 
Европейского парламента и Совета 
от 11 февраля 2004 г. о гармонизации 
законов, регламентов и административ-
ных положений, касающихся применения 
принципов надлежащей лабораторной 
практики и верификации их применения 
к испытаниям химических веществ, в пер-
вой статье которой сказано: «государства-
члены обязаны принять все необходимые 
меры для обеспечения соответствия ла-
бораторий, проводящих, в соответствии 
с Директивой 67/548/EEC, испытания хи-
мических продуктов, принципам надле-
жащей лабораторной практики (GLP), 
изложенным в дополнении I к настоящей 
директиве» [5]. GLP — это система каче-
ства, регламентирующая организационный 
процесс и условия планирования, прове-
дения, мониторинга, документирования, 

архивирования и представления резуль-
татов доклинических исследований без-
опасности для здоровья и окружающей 
среды [3, 4, 15, 17, 34]. На территории РФ 
эти правила являются обязательными [3, 
16]. С марта 2010 г. в силу вступил нацио-
нальный стандарт РФ ГОСТ Р 53434–2009 
«Принципы надлежащей лабораторной 
практики», полностью аутентичный прин-
ципам GLP/OECD. На данный момент уже 
разработаны базовые пакеты СОПов, ко-
торые соответствуют стандартам OECD, 
Международного инженерного консор-
циума (IEC), Международной организа-
ции по стандартизации (ISO), Комитета 
по контролю качества пищевых продуктов 
и лекарственных средств (FDA) [7].
Тем не менее, очень важно отметить тот 

факт, что данная директива отражает толь-
ко общие правила обращения с животными 
и только в доклинических исследованиях, 
которые являются далеко не единственной 
сферой, где используют лабораторных жи-
вотных. При попытке же обратиться к за-
конодательным актам различного уровня 
становится очевидно, что правовое регу-
лирование данной сферы в Российской 
Федерации отсутствует практически пол-
ностью.
В нормативных актах Российской 

Федерации упоминания о животном мире 
встречаются в Федеральном законе «Об от-
ветственном обращении с животными 
и о внесении изменений в отдельные зако-
нодательные акты Российской Федерации» 
от 27.12.2018 № 498-ФЗ, Федеральном 
законе «О животном мире» от 24.04.1995 
№ 52-ФЗ и УК РФ ст. 245 «Жестокое об-
ращение с животными». При этом дей-
ствие ни одного из этих нормативных 
документов не распространяется на экс-
плуатацию лабораторных животных. Так, 
в ФЗ «Об ответственном обращении с жи-
вотными и о внесении изменений в от-
дельные законодательные акты Российской 
Федерации» сказано: «Положения настоя-
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щего Федерального закона не применяют-
ся к отношениям в области охраны и ис-
пользования животного мира, отношениям 
в области рыболовства и сохранения вод-
ных биологических ресурсов, отношени-
ям в области аквакультуры (рыбоводства), 
отношениям в области охоты и сохранения 
охотничьих ресурсов, отношениям в обла-
сти содержания и использования сельско-
хозяйственных животных и отношениям 
в области содержания и использования 
лабораторных животных». В ФЗ «О жи-
вотном мире» и ст. 245 УК РФ упоминаний 
о негуманной эксплуатации лабораторных 
животных нет [21, 24, 25].
Неизбежно встает вопрос, каким обра-

зом осуществляется контроль за биоме-
дицинским экспериментированием и кем 
устанавливаются пределы возможности 
применения вивисекционных методов. 
Очевидно, в настоящее время одна из глав-
ных ролей в этом принадлежит наблю-
дательным комитетам по этике (НКЭ), 
которые имеют полномочия одобрения 
или отказа в проведении различных видов 
медицинского экспериментирования, в т. ч. 
и на животных, опираясь на требования 
международных документов, упомянутых 
выше. Тем не менее, вердикт НКЭ в боль-
шинстве случаев носит лишь рекоменда-
тельный характер и не предотвращает про-
ведение исследования [20].
В настоящее время продолжаются ис-

следования и работы по разработке мето-
дов, позволяющих полностью заменить 
лабораторных животных для исследова-
ний в области медицины. Однако интерес-
ным является мнение ряда ученых о том, 
что не только исключение, но даже огра-
ничение возможности применения в каче-
стве объекта эксперимента лабораторных 
животных в полном объеме (инбредные, 
гетерогенные, трансгенные, нокаутные) 
может не только замедлить, но и полно-
стью остановить прогресс в познании 
живых систем и медицины в целом. Это 

мнение подтверждается, в т. ч., несовер-
шенством культуры клеток как биомо-
делей человеческого организма [34, 36]. 
В условиях агрессии биологических, хи-
мических и физических факторов совре-
менного мира безопасность человечества 
будет поставлена под угрозу [8].

Выводы
На протяжении всей истории существо-

вания медицина непрерывно развивается 
на благо человечества. К сожалению, ме-
тоды, применяемые для достижения ре-
зультата, не всегда отвечают принципам 
гуманности по отношению к животным. 
Тем не менее, прогресс в области медици-
ны, достигнутый благодаря использованию 
животных в качестве объекта острого экс-
перимента, имеет большое значение для че-
ловечества.
В условиях современного общества, бла-

госостояние которого на данный момент 
невозможно при условии прекращения 
использования лабораторных животных, 
необходимым является четкое установле-
ние пределов деятельности лабораторий, 
проводящих биомедицинские исследова-
ния, на законодательном уровне.
На основе информации, полученной 

в ходе изучения представленной в статье 
литературы, наглядно прослеживается 
тенденция ужесточения требований к про-
ведению вивисекционных экспериментов 
над лабораторными животными. Однако 
в настоящее время однозначно можно го-
ворить лишь об этических границах данной 
сферы.
Определение правовых аспектов, каса-

ющихся пределов и возможностей приме-
нения вивисекционных методов на тер-
ритории Российской Федерации, является 
крайне затруднительным, а существующие 
на данный момент альтернативные методы 
не всегда могут полностью избавить чело-
вечество от необходимости использования 
животных.
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ДИНАМИКА БИОХИМИЧЕСКИХ И ЦИТОЛОГИЧЕСКИХ 
ПОКАЗАТЕЛЕЙ КРОВИ КРЫС ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ 

ХРОНИЧЕСКОЙ АЛИМЕНТАРНОЙ 
МЕТИОНИН-ОБУСЛОВЛЕННОЙ ГОМОЦИСТЕИНЕМИИ

К.А. Пазиненко, Н.Н. Чучкова*, М.В. Сметанина, О.А. Пазиненко, К.Э. Пантелеев, 
Г.В. Иванов, Н.В. Кормилина

ФГБОУ ВО «Ижевская государственная медицинская академия» Минздрава России
426056, Российская Федерация, Ижевск, ул. Коммунаров, 281

В условиях хронической нагрузки метионином (ежедневное добавление аминокислоты в пищу 
(0,15 г/100 г) и воду (1% р-р)) в течение 2–12 недель наблюдали динамику показателей печеночных 
тестов (аланинаминотрансферазы, аспартатаминотрансферазы, щелочной фосфатазы, билирубина), 
воспалительных изменений в крови, липидного спектра. Установлено, что метиониновая нагрузка 
(МН) с 4-й недели приводит к умеренной гипергомоцистеинемии (28,9±2,65 против 8,5±0,6 мкмоль/л 
в кон троле), повышению ферментов печени (АсАТ — в 1,73, АлАТ — 1,5 раза, р<0,05) и билируби-
на (на 62,25%), что указывает на сформированную гепатопатию, которая в дальнейшем (12 недель 
МН) усугубляется нарушением экскреторной функции печени и холестазом (увеличение щелочной 
фосфатазы в 1,65, билирубина — в 3,31 раза, р<0,05). Воспалительные изменения в крови нарастают 
постепенно, начиная с 4-х недель введения препарата, с резким увеличением количества лейкоцитов 
(в 1,72 раза) и моноцитов (в 5,38 раза) к 12-й неделе МН (р<0,05). Значимые изменения показателей 
липидного спектра у экспериментальных животных отмечаются к 12-й неделе, что сопровождается 
повышением индекса атерогенности в 1,49 раза (р<0,05).

Ключевые слова: метиониновая нагрузка, гепатопатия, гипергомоцистеинемия, печеночные тесты, 
липидный спектр, моноцитоз
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DYNAMICS OF BIOCHEMICAL AND CYTOLOGICAL 
PARAMETERS OF RAT BLOOD IN SIMULATED CHRONIC 

ALIMENTARY METHIONINE-INDUCED HOMOCYSTEINEMIA

Kseniya A. Pazinenko, Natalya N. Chuchkova*, Marina V. Smetanina, Oleg A. Pazinenko, 
Kirill E. Panteleev, Grigory V. Ivanov, Natalya V. Kormilina

Izhevsk State Medical Academy of the Ministry of Health care of Russia
426056, Russiaт Federation, Izhevsk, Kommunarov Str., 281

Under the conditions of a chronic methionine diet (daily addition of amino acids to food (0.15 g/100 g) and 
water (1% solution)) during 2–12 weeks, the dynamics of liver tests, infl ammatory changes in the blood 
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and blood lipids was monitored. It was found that a methionine diet (MD) leads, starting from 4 weeks of 
MD, to medium hyperhomocysteinemia, an increase in liver enzymes (AsAT – 1.73, AlAT – 1.5 times, 
p<0.05) and bilirubin (by 62.25%), which indicates the formed hepatopathy. Further (12 weeks of MD), the 
condition is aggravated by an abnormality of excretory liver function and the development of cholestasis 
(an increase in alkaline phosphatase by 1.65, bilirubin – by 3.31 times, p<0.05). Infl ammatory changes in 
the blood increase gradually, starting from 4 weeks of drug administration, with a fast growth of the number 
of white blood cells (1.72 times) and monocytes (5.38 times) by the 12th week of MD (p<0.05). Changes 
in the blood lipids in experimental animals were noted by the 12th week, which was accompanied by an 
increase in the atherogenicity index by 1.49 times (p<0.05). 

Key words: methionine diet, hepatopathy, hyperhomocysteinemia, liver tests, blood lipids, monocytosis
Confl ict of interest: the authors declare no confl ict of interest.
For citation: Pazinenko K.A., Chuchkova N.N., Smetanina M.V., Pazinenko O.A., Panteleev K.E., Ivan-
ov G.V., Kormilina N.V. Dynamics of Biochemical and Cytological Parameters of Rat Blood in Simulated  
Chronic Alimentary Methionine-Induced Homocysteinemia. Journal Biomed. 2021;17(2):46–57. https://
doi.org/10.33647/2074-5982-17-2-46-57

Submitted 14.07.2020 
Revised 03.02.2021
Published 10.06.2021

Введение
Основной причиной значительного повы-

шения уровня гомоцистеина в крови являет-
ся генетически обусловленная дисфункция 
ферментов и кофакторов, связанных с про-
цессом биосинтеза гомоцистеина [7, 19, 23]. 
Повышение гомоцистеина может быть свя-
зано также с нарушением диеты, связанной 
с излишним потреблением продуктов, бо-
гатых метионином (сыр, орехи, мясо, яйца, 
соя) [15], дефицитом фолатов, витамина 
В12 и, в меньшей степени, дефицитом вита-
мина В6, что влияет на метаболизм метио-
нина [11, 27, 32]. Гипергомоцистеинемия 
(ГГЦ) может сопровождать прием препа-
ратов метионина, например, в бодибил-
динге [24], где метионин является одной 
из самых важных аминокислот для набора 
мышечной массы [22, 31]. В таких случаях 
уровень гомоцистеина в крови редко дости-
гает чрезмерно высоких показателей. В це-
лом, легкая (до 15 мкмоль/л) и умеренная 
форма (15–30 мкмоль/л) ГГЦ встречается 
у 5–10% населения [23], которая считается 
базой для возникновения сосудистой пато-
логии и связанных с ней заболеваний [19]. 
Однако эффекты гипергомоцистеинемии 
разнообразны, они проявляются на всех 

уровнях организации организма, формируя 
как органную, так и системную патологию.
Уровень гомоцистеина регулируется 

как метиониновым, так и фолатным цикла-
ми, в связи с чем гипергомоцистеинемия 
может быть спровоцирована у животных 
как генетическими, так и диетическими 
манипуляциями. Поскольку гомоцистеин 
образуется в цитоплазме как промежуточ-
ный метаболит метионинового цикла, ГГЦ 
возможно вызвать созданием метаболи-
ческой напряженности цикла метионина, 
например, путем добавления избыточного 
количества метионина в рацион [12].
В экспериментах на животных (в основ-

ном, это мыши, реже — крысы, мини-пи-
ги, утки и др.), гипергомоцистеинемию 
воспроизводят различными способами, 
используя в зависимости от цели экспе-
римента адекватные методологические 
подходы, основанные на метаболизме ме-
тионина. Так, инъекции метионина либо 
гомоцистеина (фармакологический под-
ход) [5, 9, 15], внутрижелудочное введе-
ние суспензии метионина [2, 3] приводят 
к тяжелой форме ГГЦ. В экспериментах 
на мышах показано, что умеренная ги-
пергомоцистеинемия может быть достиг-
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нута путем увеличения общего содержа-
ния метионина до 12–20 г/кг в пище [16] 
или воде [21]. Большинство исследова-
ний использовали протоколы кормления 
ad libitum, но некоторые использовали 
сравнительное парное кормление [25]. 
В работе [25] показано, что у мышей, по-
лучавших диету, богатую метионином, 
наблюдалась значительная атероматозная 
патология в дуге аорты даже при нор-
мальном уровне гомоцистеина в плазме, 
что позволило авторам предполагать, 
что в основе ассоциации гомоцистеина 
с сосудистыми заболеваниями могут ле-
жать продукты избыточного метаболизма 
метионина, а не высокий уровень гомоци-
стеина плазмы как такового.
Учитывая распространенность уме-

ренной формы ГГЦ, не связанной с на-
следственно обусловленной патологией, 
мы опробовали модель формирования ги-
пергомоцистеинемии хроническим добав-
лением метионина непосредственно в ра-
цион лабораторным животным, используя 
различную длительность введения и ана-
лизируя эффекты, возникающие в процессе 
применения «метиониновой диеты».

Цель работы — формирование устой-
чивой гипергомоцистеинемии у экспери-
ментальных животных пищевой нагрузкой 
метионином и выбор оптимальной дли-
тельности потребления метионина для из-
учения различных эффектов ГГЦ.

Материалы и методы
Эксперимент выполнен на 62-х белых 

крысах Rattus norvegicus Berk обоего пола, 
содержащихся в виварии ФГБОУ ВО ИГМА 
Минздрава России, в осенне-зимний пери-
од (октябрь–декабрь). Содержание живот-
ных осуществлялось в соответствии с нор-
мативным документом СП 2.2.1.321814 
«Санитарно-эпидемиологические требова-
ния к устройству, оборудованию и содер-
жанию экспериментально-биологических 

клиник (вивариев)» от 29 августа 2014 г. 
№ 51.
Масса животных к началу эксперимента 

составляла 220±20 г. Крысы находились 
в одинаковых условиях содержания (тем-
пература воздуха 18–22ºС, относительная 
влажность 70%, при естественно-искус-
ственном освещении), в клетках размером 
0,6×0,4×0,5 м по 5 особей, подстилкой слу-
жили древесные опилки. Все животные 
получали экструдированный корм ПК-120 
ГОСТ Р 51849–2001 Р.5, со свободным до-
ступом к воде в стандартных поилках.
С целью беспрепятственного проведения 

экспериментальных манипуляций и исклю-
чения формирования зоостресса крыс 
в течение 2-х недель приручали к рукам 
(процедура хэндлинга [10]), затем ежед-
невно индивидуально каждому животному 
скармливали шарики из сырого свиного 
мясного фарша массой 15,0±0,5 г. У кон-
трольных животных прикорм не содержал 
добавок, у крыс экспериментальной груп-
пы с целью формирования гипергомоцисте-
инемии в фарш добавляли пищевой метио-
нин (кормовая добавка DL-метионин 99%, 
Бельгия) из расчета 0,15 г/100 г, одновре-
менно они получали 1% р-ра метионина 
в воде ad libitum в качестве питья. Выбор 
дозы определили данные литературы [2, 
3, 16], а также предварительная самостоя-
тельная отработка экспериментальных доз 
препарата. Еженедельно осуществлялось 
взвешивание крыс с целью корректировки 
дозы вводимого метионина. Распределение 
количества животных в группах состави-
ло: кон трольная группа — 20 крыс (4 жи-
вотных на момент начала эксперимента, 
по 4 крысы на каждую временную точку 
в 2, 4, 8, 12 недель эксперимента); экспери-
ментальная группа — 42 особи: 2 недели — 
10 животных, 4 недели — 12 животных, 
8 недель — 10 животных, 12 недель — 
10 животных.
По истечении 2, 4, 8, 12 недель мети-

ониновой нагрузки у экспериментальных 
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животных и кон трольных крыс под эфир-
ным наркозом транскардиальной пунк-
цией забирали кровь для исследования 
на содержание гомоцистеина, который 
определяли иммуноферментным методом 
с использованием тест-системы AxisSheld 
(Великобритания); маркерных ферментов 
печени (АсАТ, АлАТ, щелочную фосфата-
зу, билирубин). В биохимическом анализе 
оценивали липидный спектр: триглице-
риды, общий холестерин (ОХС), холесте-
рин липопротеинов высокой плотности 
(ХС ЛПВП), холестерин липопротеинов 
низкой плотности (ХС ЛПНП), рассчи-
тывали индекс атерогенности по фор-
муле: ОХС — ХС ЛПВП/ХС ЛПВП; 
общий белок крови. В клиническом ана-
лизе крови оценивали гематологические 
показатели белой крови (абсолютное 
содержание лейкоцитов, относитель-
ное (в %) количество лимфоцитов, мо-
ноцитов, гранулоцитов). Исследование 
проводили с использованием Olympus 
AU-480, System XS-500i и Alifax Roller 
10 Plus. Исследование одобрено коми-
тетом по биомедицинской этике ФГБОУ 
ВО «Ижевская государственная меди-
цинская академия» Минздрава России. 
В подготовке эксперимента учитывались 
требования к моделированию субхро-
нической токсичности [1], забой и взя-
тие материала осуществлялись согласно 
«Правилам проведения работ с использо-
ванием экспериментальных животных» 
(приказ Минвуза № 724 от 13.11.1984 г.) 
и Межгосударствен ного стандарта 
«Руководство по содержанию и уходу 
за лабораторными животными» (2016).
В работе использовался статистический 

метод с применением программ «Statistica 
10.0» c определением средней арифметиче-
ской (М), ее ошибки (m). Результаты иссле-
дования были проверены на нормальность 
распределения с использованием критерия 
Shapiro—Wilk’s. Сравнения двух групп 
из совокупностей анализировали с помо-

щью двухфакторного дисперсионного ана-
лиза (two-way ANOVA) с использованием 
программного обеспечения SPSS. Различия 
между группами считались статистически 
значимыми при р<0,05.

Результаты исследований
Метиониновая нагрузка (МН) в тече-

ние 2-х недель не вызывает значимого из-
менения гомоцистеина в крови (данные 
кон трольных крыс составляют 8,5±0,6, 
у экспериментальных животных — 
8,9±0,8 мкмоль/л). Уровень гомоцистеина 
к 4-м неделям введения метионина превы-
шает кон трольные показатели в 3,4 раза, 
а через 8–12 недель — в 3,55 раза (р<0,05). 
Динамика изменений уровня гомоцистеина 
в крови представлена на рисунке.
Динамика печеночных тестов у живот-

ных в процессе эксперимента представлена 
в табл. 1.
Двухфакторный дисперсионный анализ 

(two-way ANOVA) выявил основной эффект 
метиониновой нагрузки на показатели: 
АлАТ (F (3,79)=38,876, p<0,001), АсАТ (F 
(3,79)=15,277, p<0,001), щелочная фосфа-
таза (F (3,79)=10,047, p<0,001), билирубин 
(F (3,79)=11,137, p<0,0001), что отражается 
в статистически значимом повышении ука-
занных показателей у животных, получав-
ших метионин, по сравнению с кон тролем.
Через 2 недели метиониновой нагрузки 

значимо в крови в 1,73 раза повышается 
только уровень АсАТ. Причем для этого по-
казателя выраженно увеличивается разброс 
данных (интервальные значения между ми-
нимальным и максимальным показателями 
данных). Введение метионина в течение 
1-го мес. приводит к повышению также 
и аланиновой аминотрансферазы в 1,5 раза. 
К этому же времени увеличивается билиру-
бин (в 1,62 раза). К 8-й неделе метионино-
вой нагрузки уровни печеночных фермен-
тов являются наиболее значимыми: АлАТ 
выше кон трольных значений в 2,5 раза, 
АсАТ — в 5,2 раза, билирубин — в 3,9 раза. 
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Рис. Динамика уровня гомоцистеина в крови экспериментальных животных при нагрузке метионином.
Fig. Changes in the level of homocysteine in the blood of experimental animals under a methionine diet.

Таблица 1. Динамика уровней маркерных ферментов печени и билирубина в процессе эксперимента
Table 1. Changes in the levels of liver enzymes and bilirubin during the experiment

Показатель Единицы 
измерения

Интервальные 
значения

Среднее
(М)

Ошибка среднего 
(m)

Контрольные показатели
АлАТ ед/л 36–82 43,56 4,88
АсАТ ед/л 99,0–132,3 111,33 3,84

Билирубин общий мг/дл 2,02–7,78 3,02 1,50
Щелочная фосфатаза ед/л 162,8–259,8 238,0 15,64

Длительность метиониновой нагрузки — 2 недели
АлАТ ед/л 23,0–73,9 47,2 6,37
АсАТ ед/л 117,0–248,8 193,1* 28,15

Билирубин общий мг/дл 1,0–5,3 3,14 0,95
Щелочная фосфатаза ед/л 196,1–491,0 245,5 23,32

Длительность метиониновой нагрузки — 4 недели
АлАТ ед/л 43,56–73,05 65,3* 7,70
АсАТ ед/л 111,33–245,00 162,08* 29,17

Билирубин общий мг/дл 1,10–6,99 4,9* 1,89

Щелочная фосфатаза ед/л 69–418 229,5 20,56
Длительность метиониновой нагрузки — 8 недель

АлАТ ед/л 85,4–150,6 109,4* 10,22
АсАТ ед/л 120,3–850,4 582,7* 25,62

Билирубин общий мг/дл 4,5–13,2 11,8* 2,31
Щелочная фосфатаза ед/л 98,2–274,4 157,1* 22,61

Длительность метиониновой нагрузки — 12 недель
АлАТ ед/л 107–144 124,32* 8,47
АсАТ ед/л 107,0–807,6 361,15* 143,98

Билирубин общий мг/дл 3,7–23,5 10,01* 3,97
Щелочная фосфатаза ед/л 145–1366 393,67* 76,05

Примечание: * — различия достоверны в сравнении с показателями контроля при р<0,05.
Note: * — differences are signifi cant compared to the parameters of the control at р<0.05.
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К 12-й неделе МН уровень АсАТ и били-
рубина несколько снижается, оставаясь 
выше нормальных показателей, количест-
во аланинаминотрансферазы продолжает 
увеличиваться. Маркером холестаза явля-
ется уровень щелочной фосфатазы, наи-
большее количество которой локализует-
ся в эндотелии желчевыводящих путей. 
На 12-й неделе МН уровень ЩФ выше 
исходных значений в 1,65 раза (р<0,05). 
Нарушение экскреторной функции пе-
чени связано с показателем билируби-
на — его количество через 12 недель МН 

превы шает данные кон троля в 3,31 раза 
(р<0,05). Одновременное повышение 
данных к 12-й неделе МН характеризует 
застой жел чи, обусловленный нарушени-
ем функции клеток.
Таким образом, показатели печеночных 

проб (АлАТ, АсАТ, щелочная фосфатаза, 
билирубин) указывают на сформирован-
ную гепатопатию к 4-й неделе введения 
аминокислоты в рацион питания живот-
ных, которая к 12-й неделе МН дополня-
ется нарушением экскреторной функции 
печени и развитием хо лестаза.

Таблица 2. Динамика показателей липидного спектра крови в процессе эксперимента
Table 2. Сhanges in blood lipids during the experiment

Показатель (ммоль/л) Интервальные значения Среднее (М) Ошибка среднего 
(m)

Контрольные показатели
Триглицериды 0,31–1,16 0,51 0,08

Общий холестерин 1,05–1,62 1,38 0,11
ХС ЛПВП 0,52–1,53 0,74 0,11
ХС ЛПНП 0,34–0,54 0,47 0,02

Индекс атерогенности 0,68–0,88 0,86 0,1
Длительность метиониновой нагрузки — 2 недели

Триглицериды 0,38–0,56 0,47 0,07
Общий холестерин 0,2–1,6 1,32 0,04

ХС ЛПВП 0,70– 1,95 0,82 0,21
ХС ЛПНП 0,35–0,6 0,53 0,05

Индекс атерогенности 0,66–0,81 0,71 0,1
Длительность метиониновой нагрузки — 4 недели

Триглицериды 0,41–2,42 0,91* 0,17
Общий холестерин 1,1–2,1 1,51 0,13

ХС ЛПВП 0,66–0,80 0,83 0,16
ХС ЛПНП 0,36–0,68 0,52 0,14

Индекс атерогенности 0,68–0,90 0,87 0,05
Длительность метиониновой нагрузки — 8 недель

Триглицериды 0,22–1,13 0,58 0,12
Общий холестерин 0,86–2,69 1,89 0,62

ХС ЛПВП 0,24–1,29 0,99* 0,13
ХС ЛПНП 0,25–0,88 0,55* 0,09

Индекс атерогенности 0,72–0,94 0,90 0,05
Длительность метиониновой нагрузки — 12 недель

Триглицериды 0,21–1,20 0,68 0,12
Общий холестерин 1,32–1,83 1,64 0,09

ХС ЛПВП 0,51–1,34 0,72 0,11
ХС ЛПНП 0,21–0,50 0,31* 0,06

Индекс атерогенности 0,89–1,53 1,28* 0,09
Примечание: * — различия достоверны в сравнении с показателями контроля при р<0,05.
Note: * — differences are signifi cant compared to the parameters of the control at р<0.05.
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При холестатическом синдроме может 
повышаться уровень липидов (холестери-
на, триглицеридов, липопротеинов), ди-
намика которых в процессе эксперимента 
представлена в табл. 2.
Двухфакторный дисперсионный анализ 

(two-way ANOVA) выявил основной эф-
фект метиониновой нагрузки на показатель 
ЛПНП (F (3,55)=2,958, p<0,05).
При метиониновой нагрузке, продолжаю-

щейся 2–4 недели, в показателях липидного 
обмена значительных изменений не проис-
ходит, выявляется лишь тенденция к повы-
шению уровней данных липидного спек-
тра крови. Так, в сравнении с кон тролем 
на 12,76% и 10,64% повышаются ЛПНП 
(2-я и 4-я неделя МН), на 8,7% — общий 
холестерин (4-я неделя МН). Через 1 мес. 
в крови в 1,78 раза повышены триглицери-
ды. Рассчитываемый на основе показателей 
атерогенный индекс не изменяется к это-
му времени (0,87±0,05 при МН в течение 
4-х недель против 0,86±0,1 у кон трольных 
животных). Возможно, это связано с незна-
чительным компенсаторным повышением 
уровня ЛПВП (на 12,16%). Практически 
для всех показателей (за исключением 
ЛПНП) на этих сроках МН повышается 
как верхняя, так и нижняя граница дан-
ных, при этом разбросы между максималь-
ным и минимальным значениями менее 
выражены, чем у кон трольных животных. 
Значимые (при р<0,05) повышения пока-
зателей липидного спектра отмечаются 
в 8 недель МН: общий холестерин повыша-
ется в 1,37 раза, ЛПНП — в 1,2 раза, липо-
протеины высокой плотности — в 1,34 раза. 
Увеличение длительности введения метио-
нина до 12-ти недель сопровождается нара-
стающим дисбалансом в составе липидного 
обмена, что приводит к повышению ате-
рогенного индекса в 1,49 раза (1,28±0,09). 
Дисбаланс проявляется и в изменении ин-
тервального диапазона: у ряда животных 
нижняя граница показателей оказывается 
меньше, чем в кон трольной группе.

Таким образом, незначительные измене-
ния показателей липидного спектра у экс-
периментальных животных отмечаются 
к 8-й неделе МН, увеличиваются далее 
к 12-й неделе, что приводит к повышению 
индекса атерогенности. Двухфакторный 
анализ выявил значимое повышение в кро-
ви экспериментальных животных атероген-
ной фракции липидов (ХС ЛПНП).
Мы проследили изменение воспалитель-

ных явлений в крови, основываясь на ди-
намике цитологических показателей в про-
цессе эксперимента (табл. 3).
Изменения в составе белой крови появля-

ются через 4 недели МН. Значимо (р<0,05) 
по сравнению с кон трольными животными 
на этом сроке эксперимента увеличива-
ется абсолютное количество лейкоцитов 
(на 27,43%), гранулоцитов (на 37,73%), мо-
ноцитов (в 3,05 раза). Повышены как мини-
мальные, так и максимальные показатели. 
Отмечается некоторое снижение абсолют-
ного содержания лимфоцитов — они со-
ставляют 80,78% от кон трольных значений 
(р<0,1), укладываясь, тем не менее, в ре-
ференсные значения. К 8-й неделе МН их 
количество выравнивается, оказываясь 
сравнимо с данными интактного кон троля. 
У экспериментальных крыс к 8-й неделе 
потребления метионина с пищей остают-
ся повышенными количество лейкоцитов 
и моноцитов, незначительно отличаясь 
от предыдущего этапа наблюдения. В даль-
нейшем (12 недель введения метионина) 
эти показатели снова повышаются: абсо-
лютное количество лейкоцитов достовер-
но (р<0,05) превышает норму в 1,72 раза, 
лимфоцитов — в 1,31 раза, моноцитов — 
в 5,38 раза. Количество гранулоцитов выше 
кон трольных значений на 20,32%, но не вы-
ходит за пределы референсных значений.
На 4-й неделе МН обнаруживается тен-

денция к повышению общего белка крови 
(64,82±2,52 против 77,90±2,19 г/л), пре-
вышение показателя составляет 20,18%. 
В дальнейшем его количество возвраща-
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Таблица 3. Динамика цитологических показателей крови в процессе эксперимента
Table 3. Changes in the cytological parameters of blood during the experiment

Показатели
(10 9/л) Интервальные значения Среднее (М) Ошибка среднего (m)

Контрольные показатели
Лейкоциты 2,2–18,3 10,79 2,24
Гранулоциты 2,15–4,62 3,79 0,42
Лимфоциты 3,75–7,21 6,51 0,90
Моноциты 0,54–1,26 0,63 0,23

Гранулоциты (%) 21,5–46,7 35,10 4,14
Лимфоциты (%) 37,5–72,1 59,39 5,65
Моноциты (%) 6,4–23,6 6,90 1,76

Длительность метиониновой нагрузки — 2 недели
Лейкоциты 8,2–12,8 9,80 2,12
Гранулоциты 1,5–3,2 2,72* 0,54
Лимфоциты 5,8–7,5 6,22 1,44
Моноциты 0,50–0,82 0,69 0,20

Гранулоциты (%) 15,5–32,2 27,74 3,21
Лимфоциты (%) 55,8–70,1 63,52 9,64
Моноциты (%) 5,2–8,4 7,01 1,56

Длительность метиониновой нагрузки — 4 недели
Лейкоциты 7,8–19,8 13,75* 1,76
Гранулоциты 3,5–7,2 5,22* 1,03
Лимфоциты 4,2 –5,9 5,26 0,69
Моноциты 1,2–3,1 1,92* 0,24

Гранулоциты (%) 25,8–56,9 45,25 2,53
Лимфоциты (%) 30,2–42,5 38,23 1,86
Моноциты (%) 10,5–20,1 16,04 2,42

Длительность метиониновой нагрузки — 8 недель
Лейкоциты 7,9–21,1 13,10* 1,64
Гранулоциты 3,6–6,7 4,18 1,03
Лимфоциты 3,7–7,9 6,87 1,14
Моноциты 0,8–2,6 1,98* 0,17

Гранулоциты (%) 26,6–50,9 39,52 8,22
Лимфоциты (%) 28,8–68,8 50,88 5,64
Моноциты (%) 8,8–15,6 10,56 2,35

Длительность метиониновой нагрузки — 12 недель
Лейкоциты 10,8–26,3 18,60* 6,65
Гранулоциты 2,4,0–6,7 4,56 1,56
Лимфоциты 5,8–11,1 8,51* 1,14
Моноциты 2,5–8,9 3,39* 1,01

Гранулоциты (%) 13,0–36,3 29,86 8,44
Лимфоциты (%) 48,8–84,1 55,06 10,21
Моноциты (%) 5,0–30,9 18,23 8,46

Примечание: * — различия достоверны в сравнении с показателями контроля при р<0,05.
Note: * — differences are signifi cant compared to the parameters of the control at р<0.05.
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ется к норме. Значительное (в несколько 
раз) увеличение уровня общего белка свя-
зывают с острой фазой воспаления, тогда 
как хроническое воспаление не является 
поводом для его повышения и, хотя этот 
фактор и является чувствительным инди-
катором воспаления, но не обладает специ-
фичностью [8, 14]. Можно предположить, 
что в нашем случае незначительное превы-
шение показателя маркирует начало воспа-
лительного процесса, который в дальней-
шем переходит в хроническую фазу.

Обсуждение результатов
Гомоцистеин является промежуточ-

ным метаболитом в метиониновом цикле. 
Согласно полученным результатам, вре-
менной точкой отсчета, с которой начина-
ется повышение гомоцистеина, является 
1 мес. после введения в рацион питания 
повышенных доз аминокислоты. Метионин 
является незаменимой аминокислотой, ос-
новные метаболические превращения кото-
рой происходят в печени (около 50% всего 
пищевого метионина). В ряде эксперимен-
тов по выявлению «доза—эффект» было 
показано, что пищевая нагрузка метиони-
ном повышает уровень ферментов печени, 
угнетает рост животных [28, 29, 30]. У че-
ловека модуляция количества метионина 
в рационе приводит к изменениям обмена 
веществ, нарушению метилирования гисто-
новых белков в клетках печени [20]. Нами 
отмечено, что за 4 недели избыток метио-
нина в пище и воде инициирует развитие 
гепатопатии, которая приводит к нараста-
нию печеночных ферментов (особенно 
аланинаминотрансферазы), указывающих 
на повреждение клеток. Повреждение ге-
патоцитов запускает воспалительную реак-
цию, в которой участвует врожденная им-
мунная система [18, 26]. Воспалительные 
изменения крови (лейко- и моноцитоз) 
неуклонно нарастают в течение всего вре-
мени наблюдений за животными, достигая 
максимальных значений к 12-й неделе МН. 

Воспалительный процесс у крыс с МН под-
тверждается также при гистологическом 
исследовании ткани печени формировани-
ем лейкоцитарных инфильтратов вокруг 
сосудов и поврежденных гепатоцитов [6], 
изменением кровеносного микрососуди-
стого русла печени [4]. К 12-й неделе после 
введения метионина в пищу в печени выяв-
ляется нарушение экскреторной функции, 
развивается холестаз, что усугубляет име-
ющуюся гепатопатию.
Умеренная гипергомоцистеинемия на 8-й 

неделе МН приводит к невыраженному 
дисбалансу в составе липидных фракций, 
значимому повышению ЛПНП (проате-
рогенных) через 12 недель МН. Вместе 
с повышением атерогенных фракций ли-
пидов, в это же время повышаются (менее 
значительно) и антиатерогенные ЛПВП. 
Известно, что у крыс липиды находятся 
преимущество в форме ЛПВП, у них вы-
рабатывается мурихолевая желчная кис-
лота, отсутствующая у людей, которая 
препятствует, например, апоптозу гепа-
тоцитов, регулирует синтез желчных кис-
лот, способствует большей устойчивости 
к изменениям уровня сывороточного хо-
лестерина [13, 17]. Тем не менее, стабиль-
но повышенный уровень гомоцистеина 
в крови, углубление патологии печени, 
хроническое воспаление приводит к ате-
росклеротической настроенности орга-
низма, но не ранее, чем через 2 мес. после 
повышения уровня гомоцистеина в крови. 
Отмечаемый при этом в анализах крови 
моноцитоз является характерным для ате-
росклероза.

Заключение
Таким образом, последовательность ана-

лизируемых показателей и эффектов в про-
цессе формирования умеренной гипергомо-
цистеинемии, обусловленной избыточным 
поступлением метионина с пищей, следу-
ющая: 1) повышенный метионин первично 
нарушает функцию клеток печени, вызы-



55БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 2 | 46–57

К.А. Пазиненко, Н.Н. Чучкова, М.В. Сметанина, О.А. Пазиненко, К.Э. Пантелеев, 
Г.В. Иванов, Н.В. Кормилина

«Динамика биохимических и цитологических показателей крови крыс при моделировании 
хронической алиментарной метионин-обусловленной гомоцистеинемии»

вая гепатопатию, следствием которой яв-
ляется повышение гомоцистеина в крови; 
2) повышение гомоцистеина усугубляет 
повреждение печени, приводит далее к хо-
лестазу; способствует формированию хро-

нического воспаления; 3) более поздним 
временным событием является дисбаланс 
в составе липидов крови, нарастание ате-
рогенных фракций и повышения индекса 
атерогенности.
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СОЕДИНЕНИЙ ДИМЕТИЛАМИНОЭТАНОЛА, СОДЕРЖАЩИХ 

ИНТЕРМЕДИАТЫ ЦИКЛА ТРИКАРБОНОВЫХ КИСЛОТ
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Оценена актопротекторная активность некоторых комбинированных соединений диметиламино-
этанола (ДМАЭ), содержащих интермедиаты цикла трикарбоновых кислот (l-малат, α-кетоглутарат, 
сукцинат и фумарат). Изучено влияние курсового внутрижелудочного введения фармакологических 
агентов в течение 4-х недель в дозировке 75 мг/кг на показатели статической, динамической выно-
сливости и координации движений, а также прирост массы тела «тренированных» лабораторных 
животных в сравнении с «эталонным» актопротектором этилтиобензимидазолом (25 мг/кг внутри-
желудочно). Спустя 1 мес. тренировок на динамическую выносливость и координацию движений 
наибольшее влияние оказал ДМАЭ-малат (рост на 60%, p=0,011), статическую выносливость повы-
сили на 2-й неделе — ДМАЭ-малат (на 16%, р=0,005) и ДМАЭ-кетоглутарат (на 15,8%, р=0,006), 
на 4-й неделе — ДМАЭ-кетоглутарат (на 19,7%, р=0,0001) и ДМАЭ-сукцинат (на 12,2%, р=0,003). 
Выраженный прирост массы тела наблюдался в группе, получавшей ДМАЭ-кетоглутарат (на 29%, 
р=0,022). В целом, наибольшую актопротекторную активность показали комбинированные соедине-
ния диметиламиноэтанола с α-кетоглутаратом, малатом и сукцинатом.
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The article presents the results of evaluation of actoprotective activity of combined dimethylaminoethanol com-
pounds containing intermediates of the citric acid cycle (L-malate, α-ketoglutarate, succinate and fumarate). 
The effect of long-term intragastric administration of pharmacological agents for 4 weeks at a dose of 75 
mg/kg on the static, dynamic endurance, motor coordination and body weight gain of “trained” laboratory 
animals was assessed in comparison with reference actoprotector ethylthiobenzimidazole (25 mg/kg, in-
tragastrically). It was found that the most promising substances for further study are alpha-ketoglutarate 
and succinate compounds. After 1 month of training, dynamic endurance and coordination of movements 
were most infl uenced by DMAE-malate (increase by 60%, p=0.011), static endurance was increased during 
the 2nd week by DMAE-malate (by 16%, p=0.005) and DMAE-ketoglutarate (by 15.8%, p=0.006), on 
the 4th week – DMAE-ketoglutarate (by 19.7%, p=0.0001) and DMAE-succinate (by 12.2%, p=0.003). 
A pronounced body weight increase was observed in the group receiving DMAE-ketoglutarate (by 29%, 
p=0.022). In general, combined compounds of dimethylaminoethanol with alpha-ketoglutarate, malate and 
succinate showed the highest actoprotective activity.
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Введение
Среди препаратов с актопротекторным 

действием одну из самых изученных групп 
составляют синтетические средства раз-
личных химических классов, а эталонным 
представителем является синтетический 
адаптоген этилтиобензимидазол [18]. Тем 
не менее, на сегодняшний день номенклату-
ра современных актопротекторных средств 
крайне ограничена, несмотря на высокую 
потребность в них личного состава воен-
ных формирований, сотрудников МЧС, 
спортсменов, пациентов при различных 
астенических состояниях.

В качестве потенциальных средств с ак-
топротекторной активностью большой 
интерес представляют производные ами-
ноэтанола (этаноламина), обладающие 
широким спектром фармакологической 
активности, в т. ч. в отношении умствен-
ной и физической работоспособности [6, 
9]. Поскольку фармакологическая коррек-
ция процессов умственного и физического 
утомления имеет ряд общих принципов, 
то соединения, обладающие ноотропным 
и антиоксидантным действием, перспек-
тивны для изучения в качестве актопротек-
торов [11, 16, 20].
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Заметной актопротекторной активно-
стью обладают также активаторы главного 
энергетического механизма клеток — ци-
кла Кребса, к которым, в частности, от-
носятся янтарная, яблочная, фумаровая, 
α-кетоглутаровая кислоты и препараты их 
солей [7, 15]. Соответственно, соль аминоэ-
танольного производного с интермедиатами 
цикла Кребса может оказывать более выра-
женное действие, чем исходное основание 
или же чистый субстрат цикла трикарбоно-
вых кислот, за счет поддержания энергопро-
дукции при двигательной гипоксии.
На кафедре органической химии 

ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский госу-
дарственный химико-фармацевтический 
университет» были синтезированы ком-
бинированные соединения диметилами-
ноэтанола (ДМАЭ), содержащие интер-
медиаты цикла трикарбоновых кислот 
(фумарат, l-малат, α-кетоглутарат и сукци-
нат). Предварительные исследования про-
демонстрировали способность некоторых 
из них достоверно увеличивать продолжи-
тельность плавания мышей в тесте выну-
жденного плавания «до отказа» [6]. Также 
для этих соединений была установлена ан-
тигипоксическая активность [9].

Целью данного исследования стала 
экспериментальная оценка актопротек-
торной активности фумарата, l-малата, 
α-кетоглутарата и сукцината диметилами-
ноэтанола при курсовом введении на фоне 
тренирующих физических нагрузок.

Материалы и методы
Исследование проведено на 84 аутбред-

ных мышах-самцах в возрасте 3-х мес. 
массой 20–30 г. Животные были получены 
из ФГУП «Питомник лабораторных живот-
ных «Рапполово» (Ленинградская обл.). Все 
эксперименты выполняли в соответствии 
с Приказом Минздрава России от 01.04.2016 г. 
№ 199н «Об утверждении Правил надлежа-
щей лабораторной практики».

Мышей содержали в стандартных усло-
виях вивария при температуре 18–26°C 
со свободным доступом к воде, пище, 
при двенадцатичасовом цикле день/ночь.
Для исследования животные были ран-

домизированы по массе тела на 7 групп 
по 12 особей в каждой: 1-я группа — ин-
тактная; 2-я группа получала физ. р-р (от-
рицательный контроль); 3-я — эталон-
ный актопротектор этилтиобензимидазол 
в дозировке 25 мг/кг (положительный 
контроль); 4-я группа — опытная — фар-
макологические соединения — продукты 
взаимодействия ДМАЭ с интермедиатами 
цикла трикарбоновых кислот (ЦТК) в дози-
ровке 75 мг/кг — L-малат; α-кетоглутарат 
(5-я группа); сукцинат (6-я группа) и фума-
рат (7-я группа).
Тренирующие физические нагруз-

ки для мышей включали ежедневный 
принудительный бег на беговой дорож-
ке Treadmill («TSE Systems», Германия) 
в течение 1 ч при скорости движения 
ленты 0,2 м/с и угле наклона 15° [8]. 
Предварительно животных постепенно 
приучали к нагрузке в течение 3-х дней — 
бег в течение 15 мин при скорости движе-
ния ленты 0,05, 0,1 и 0,15 м/с соответст-
венно. На основании способности к бегу 
на беговой дорожке проводили выбрако-
вывание животных. Животные, у которых 
не выработался устойчивый навык бега, 
были выведены из эксперимента.
Введение фармакологических агентов 

осуществляли внутрижелудочно при помо-
щи зонда за 30 мин до начала тренировки 
в течение 1-го мес. Этилтиобензимидазол 
вводили сразу после окончания трени-
ровки как средство восстанавливающего 
типа [18].
Для оценки координации движений 

и динамической выносливости в экспе-
рименте использовали аппарат RotaRod 
(«Ugo Basile», Италия), позволяющий мо-
делировать повторяющиеся и значитель-
ные мышечные нагрузки при определён-



61БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 2 | 58–70

Е.Ю. Чистякова, С.В. Оковитый, В.Н. Юсковец, Д.С. Лисицкий, А.Б. Верведа
«Актопротекторная активность комбинированных соединений диметиламиноэтанола, 

содержащих интермедиаты цикла трикарбоновых кислот»

ной скорости движений [1]. Фиксировали 
время удержания животных на враща-
ющемся стержне при скорости враще-
ния 20 об./мин. Показатель оценивали 
перед началом тренировки — в первый 
день эксперимента (фон), а также спустя 
2 и 4 недели тренировки. Если животное 
не падало в течение 5-ти мин, наблюдение 
прекращали. Для формирования навыка 
удержания на стержне животные были 
предварительно обучены (5 мин при ско-
рости вращения 8 об./мин).
Оценку статической выносливости мы-

шей — способности длительное время 
сохранять статическое мышечное напря-
жение без признаков утомления — прово-
дили с применением прибора для измере-
ния силы хвата Grip Strength Meter («TSE 
Systems», Германия) [1]. Измеряли мышеч-
ную силу сжатия передних лап путём фик-
сирования усилия, необходимого для того, 
чтобы животное разжало пальцы (грамм — 
сила) в трёх последовательных определени-
ях. Показатель регистрировали перед нача-
лом нагрузок в первый день эксперимента 
(фон), а также спустя 2 и 4 недели трени-
ровки.
Влияние тренировок на массу тела мы-

шей оценивали по показателю абсолютного 
прироста по сравнению с фоновым уров-
нем на 1–4-й неделях эксперимента.
Математико-статистический анализ 

результатов осуществляли с использо-
ванием пакетов Microsoft Excel 2013 
и Statistica 10.0. Для анализа типа распреде-
ления использовали W критерий Шапиро—
Уилка. Перед проведением дисперсионного 
анализа помимо оценки нормальности рас-
пределения осуществляли проверку выбо-
рок на равенство дисперсий с использова-
нием критерия Левена.
В соответствии с полученными ре-

зультатами анализа типа распределения 
осуществляли представление данных 
описательной статистики — меры цент-
ральной тенденции и показателей разброса. 

Рассчитывали следующие описательные 
статистики количественных показателей — 
среднее арифметическое (Mean), стан-
дартное отклонение (SD), медиана (Me), 
верхняя (UQ) и нижняя (LQ) квартили. 
Для ассиметрично распределенных данных 
Mean и SD не приводили.
Для сравнения данных, не подчиняв-

шихся закону нормального распределения, 
были рассчитаны непараметрические кри-
терии. Для сравнения изучаемых показате-
лей между двумя группами был использо-
ван U-тест Манна—Уитни (Mann—Whitney 
test). Для сравнения данных, подчиняв-
шихся закону нормального распределения, 
для независимых выборок был использован 
t-критерий Стьюдента (t-test for independent 
samples), для несвязанных выборок — од-
нофакторный дисперсионный анализ (One 
Way ANOVA). Если по результатам ди-
сперсионного анализа устанавливались 
статистически значимые различия между 
всеми исследуемыми группами, проводили 
апостериорные сравнения с применением 
критериев Дуннета (оценка различий с кон-
трольной группой) и Ньюмена—Кеулса 
(парное сравнение всех групп).
Перед применением t-критерия 

Стьюдента для независимых выборок (t-test 
for independent samples) помимо анализа 
нормальности распределения проводили 
проверку однородности дисперсий с ис-
пользованием критерия Левена. В случае 
установления неоднородности дисперсий 
применяли t-критерий с раздельными оцен-
ками дисперсий и приближенным числом 
степеней свободы, а для оценки значимости 
различий — скорректированный р-уровень 
(р-двуст.).
В ходе исследования межгрупповых раз-

личий количественных данных проводи-
ли их оценку по отношению к базовому 
уровню и рассчитывали относительную 
величину сравнения (ОВС). При этом ин-
тервальные количественные данные пре-
образовывали в относительные количест-
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венные данные. Для такого преобразования 
использовали следующую формулу:

ОВС = [(A1–A0)/A0] × 100%,

где А0 — значение признака в базовой груп-
пе, А1 — значение признака в исследуемой 
группе.
Если результат такого преобразования 

являлся отрицательным числом, то знак 
минус опускали и констатировали более 
низкое значение исследуемого параметра. 
Если результат являлся положительным 
числом, то говорили о более высоком зна-
чении параметра. В качестве базовой груп-
пы в зависимости от решаемых задач вы-
ступали: интактная группа (при сравнении 
с контрольной), контрольная группа (при 
сравнении со всеми препаратами) и препа-
рат сравнения этилтиобензимидазол (при 
сравнении с исследуемыми препаратами). 
Величина ошибки для подтверждения ну-
левой гипотезы была принята больше 0,05 
(при р<0,05 нулевую гипотезу отклоняли, 
а при р>0,05 — принимали).

Результаты и их обсуждение
В результате проведенного исследования 

было установлено, что на 2-й и 4-й неде-
лях регулярных физических нагрузок вре-

мя удержания мышей на аппарате RotaRod 
в контрольной группе было достоверно 
больше, чем в интактной группе, соот-
ветственно, в среднем на 58% (р=0,009) 
и на 131% (р=0,005) по медиане (табл. 1).
Изучение влияния тренировок на показа-

тели статической выносливости животных 
показало, что на 2-й и 4-й неделях сила 
хвата в контрольной группе была досто-
верно больше по медиане, чем в интактной 
группе, соответственно, на 14% (р=0,002) 
и на 62% (р<0,0001) (табл. 2).
Прирост массы тела мышей в контроль-

ной группе был достоверно больше, чем 
в интактной группе, начиная с первой 
недели «тренировок». В среднем уровень 
прироста массы тела в контрольной груп-
пе превышал аналогичный показатель в ин-
тактной группе на 1–4-й неделях, соответ-
ственно, на 86% (р=0,002), 39% (р=0,045), 
41% (р=0,005) и 33% (р=0,004) (табл. 3).
Таким образом, установлено, что выбран-

ный режим тренировки вносит вклад в уси-
ление статической и динамической вынос-
ливости, координации движений, а также 
прироста мышечной массы эксперимен-
тальных животных.
Интермедиаты ЦТК обладают широким 

спектром биологической активности [6, 15]. 

Таблица 1. Время удержания мышей на вращающемся стержне (с) животных интактной и контрольной групп 
на всех этапах исследования
Table 1. Retention time of mice on RotaRod (sec) for the intact and control groups at all stages

Этап
исследования Группа N Meаn SD Me LQ UQ р-уровень 1

Фон
Интактные 12 16,4 3,2 17,5 14,0 18,5

0,7792

Контроль 12 17,3 10,7 14,5 9,0 24,5

2 недели
Интактные 12 15,8 3,6 16,0 13,5 19,0

0,0092*

Контроль 12 25,0 10,5 25,0 16,0 32,5

4 недели
Интактные 12 — — 13,0 11,0 17,5

0,0053**

Контроль 12 29,6 12,8 30,0 18,5 37,0
Примечание: 1 — значение p-уровня значимости межгрупповых различий; 2 — значение p-уровня значимости 
по t-критерию для независимых выборок; 3 — значение p-уровня значимости по критерию Манна—Уитни; * — 
различия, полученные с использованием t-критерия для независимых выборок, статистически значимы (р<0,05); 
** — различия, полученные с использованием критерия Манна—Уитни, статистически значимы (р<0,05).
Note: 1 — p-value of the signifi cance of differences between groups; 2 — p-value of signifi cance in the t-test 
for independent samples; 3 — p-value of signifi cance in the Mann—Whitney test; * — the differences obtained using the 
t-test for independent samples are statistically signifi cant (p<0.05); ** — differences obtained using the Mann—Whitney 
test are statistically signifi cant (p<0.05).
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Известно, что яблочная, α-кетоглутаровая, 
янтарная кислоты и их соли, вовлекаясь 
в процессы образования энергии, снижа-
ют уровень молочной кислоты в крови 
и тканях, повышают образование глюкозы 
из продуктов обмена. Усиление окисления 
этих органических кислот — в особенно-
сти янтарной — является физиологическим 
приспособительным механизмом, благо-
даря которому повышается устойчивость 
к физическим нагрузкам [7].
При оценке влияния исследуемых сое-

динений на координацию движений и ди-
намическую выносливость достоверные 
различия между исследуемыми группами 

по показателю время удержания на RotaRod 
с использованием дисперсионного ана-
лиза (р=0,041) были выявлены только 
через 4 недели «тренировок» (табл. 4).
Апостериорное сравнение с применени-

ем критерия Дуннета показало, что после 
введения ДМАЭ-малата время удержа-
ния животных на вращающемся стержне 
на 4-й неделе был достоверно выше, чем 
в кон трольной группе, на 61% (р=0,011). 
Введение остальных препаратов также уве-
личивало время удержания, однако уровень 
различий с группой контроля был стати-
стически не значим. Р-уровни апостериор-
ных сравнений с использованием критерия 

Таблица 2. Сила хвата (грамм — сила) животных интактной и контрольной групп на всех этапах исследования
Table 2. Grip strength (gram—force) for the intact and control groups at all stages

Этап
исследования Группа N Meаn SD Me LQ UQ р-уровень 1

Фон
Интактные 12 21,7 2,7 20,6 20,1 23,8

0,9472

Контроль 12 21,7 1,6 21,7 20,5 22,8

2 недели
Интактные 12 — — 21,8 21,6 22,3

0,0023*

Контроль 12 24,6 1,9 24,8 23,2 26,2

4 недели
Интактные 12 — — 22,7 22,1 22,9

<0,0001 3**

Контроль 12 — — 36,8 35,3 37,3
Примечание: 1 — значение p-уровня значимости межгрупповых различий; 2 — значение p-уровня значимости 
по t-критерию для независимых выборок; 3 — значение p-уровня значимости по критерию Манна—Уитни; * — 
различия, полученные с использованием t-критерия для независимых выборок, статистически значимы (р<0,05); 
** — различия, полученные с использованием критерия Манна—Уитни, статистически значимы (р<0,05).
Note: 1 — p-value of the signifi cance of differences between groups; 2 — p-value of signifi cance in the t-test for inde-
pendent samples; 3 — p-value of signifi cance in the Mann—Whitney test; * — the differences obtained using the t-test 
for independent samples are statistically signifi cant (p<0.05); ** — differences obtained using the Mann—Whitney test 
are statistically signifi cant (p<0.05).

Таблица 3. Прирост массы тела мышей (г) интактной и контрольной групп на всех этапах исследования
Table 3. Increase in the body weight of mice (g) for the intact and control groups at all stages

Этап 
исследования Группа N Meаn SD Me LQ UQ р-уровень 1

1 неделя
Интактные 12 2,17 1,30 2,00 1,25 2,75

0,002*

Контроль 12 4,04 1,32 4,00 3,50 4,75

2 недели
Интактные 12 4,75 1,88 4,25 3,50 5,25

0,045*

Контроль 12 6,50 2,14 6,00 5,25 7,50

3 недели
Интактные 12 6,63 1,90 6,25 5,75 7,75

0,005*

Контроль 12 9,33 2,33 9,00 7,50 10,75

4 недели
Интактные 12 8,96 2,06 8,75 8,00 10,25

0,004*

Контроль 12 11,88 2,32 11,75 10,50 13,50
Примечание: 1 — значение p-уровня значимости по t-критерию для независимых выборок; * — различия, полу-
ченные с использованием t-критерия для независимых выборок, статистически значимы (р<0,05).
Note: 1 — p-value of signifi cance in the t-test for independent samples;* — the differences obtained using the t-test 
for independent samples are statistically signifi cant (p<0.05).
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Ньюмана—Кеулса после введения всех ис-
следуемых препаратов превышали уровень 
значимости (0,05), что свидетельствовало 
об отсутствии значимых различий между 
исследуемыми препаратами по данному 
показателю.
Яблочная кислота и её соли являются 

регуляторами энергетики мышечной дея-
тельности. О положительном влиянии ма-
лата на физическую работоспособность, 
особенно в период восстановления после 
истощающих нагрузок, сообщалось в ра-
ботах различных авторов [19, 23]. Малат, 
среди прочего, вовлекается в работу малат-
аспартатной челночной системы, каждые 
2 цикла которой обеспечивают синтез 5 мо-
лекул АТФ в мышечных тканях.
В проведённом исследовании наблюдали 

рост динамической выносливости в группе 
ДМАЭ-малат к 4-й неделе исследования. 
Возможная причина такого изменения — 
постепенное включение в работу малат-
аспартатной челночной системы; при этом 
малат антипортом с α-кетоглутаратом про-
никает в митохондрии и, являясь метабо-
литом ЦТК, окисляется в оксалоацетат 
с образованием НАДН. Кроме того, малат-
дегидрогеназа, переводящая малат в окса-
лоацетат, высокочувствительна к утомле-

нию и регулируется уровнем малата [5]. 
Во-вторых, вероятно, малат может способ-
ствовать утилизации лактата, накапливаю-
щегося в скелетных мышцах во время тре-
нировок, что очень важно для защиты мышц 
от усталости и их восстановления после 
нагрузок. Так, известно, что малат через ок-
салоацетат в цитозоле клетки превращает-
ся в фосфоенолпируват. Данный механизм 
служит обходным путём в глюконеогенезе 
и направлен на ресинтез АТФ. Также в ряде 
работ отмечается участие малата в биохи-
мической адаптации организма к гипоксии, 
т. к. образующийся НАДФН в результате 
реакции малат-оксалоацетат используется 
глутатионредуктазной/глутатионперокси-
дазной ферментной антиоксидантной сис-
темой [19, 23].
Динамическая выносливость — способ-

ность мышц к выполнению среднеинтен-
сивной работы без утомления на протяже-
нии небольшого отрезка времени, главным 
образом связана с фенотипом, т. е. с нали-
чием воздействия со стороны окружающей 
среды — тренировками [3]. Таким образом, 
чем сильнее развиты скелетные мышцы, 
тем лучше тренируется данный вид выно-
сливости. Следовательно, ДМАЭ-малат 
создал условия для тренировки мышц 

Таблица 4. Время удержания на вращающемся стержне (с) животных исследуемых групп на 4-й неделе иссле-
дования
Table 4. Retention time of mice on RotaRod (sec.) for the intact and control groups at the 4th week of the study

Этап 
исследования Группа

Значения переменной р-уровень 
межгрупповых
различий 1

р-уровень парных 
межгрупповых 
различий 2N Meаn SD

4 неделя

Контрольная 12 29,6 12,8

0,041*

—
Этилтиобензимидазол 12 42,8 8,3 0,095

ДМАЭ-малат 12 47,6 15,0 0,011**

ДМАЭ-кетоглутарат 12 44,1 9,5 0,055
ДМАЭ-сукцинат 12 43,6 13,7 0,068
ДМАЭ-фумарат 12 38,0 20,9 0,445

Примечание: 1 — значение p-уровня значимости в One Way ANOVA; 2 — значение p-уровня значимости при срав-
нении с использованием критерия Дуннета (апостериорное сравнение с контрольной группой); * — различия, 
полученные с использованием One Way ANOVA, статистически значимы (р<0,05); ** — различия, полученные 
с использованием критерия Дуннета, статистически значимы (р<0,05).
Note: 1 — p-value of the signifi cance in One Way ANOVA; 2 — p-value of signifi cance in the Dunnett test (a posteri-
ori comparison with the control group); * — differences obtained using One Way ANOVA are statistically signifi cant 
(p<0.05); **— differences obtained using the Dunnett test are statistically signifi cant (p<0.05).
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животных и оптимизировал процессы их 
утомления и восстановления.
Дисперсионный анализ силы хвата про-

демонстрировал достоверные отличия 
между исследуемыми группами на 2-й 
(р=0,001) и 4-й (р<0,0001) неделях после 
начала тренировок (табл. 5). На 2-й неде-
ле после начала введения ДМАЭ-малата 
и ДМАЭ-кетоглутарата уровень статиче-
ской мышечной выносливости был досто-
верно выше, чем в контрольной группе, со-

ответственно, на 16,2% (р=0,005) и 15,8% 
(р=0,006).
Через 2 недели тренировок наимень-

шее влияние на статическую мышечную 
выносливость оказали этилтиобензими-
дазол, ДМАЭ-фумарат и ДМАЭ-сукцинат 
(на уровне контрольных значений), в про-
тивоположность группам, получавшим 
ДМАЭ-малат и ДМАЭ-кетоглутарат, кото-
рые продемонстрировали достоверное уве-
личение исследуемого показателя (табл. 6).

Таблица 5. Сила хвата животных (грамм — сила) исследуемых групп на 2-й и 4-й неделях исследования
Table 5. Grip strength of mice (gram — force) at the 2nd and 4th weeks of the study

Этап 
исследования Группа

Значения переменной р-уровень 
межгрупповых
различий 1

р-уровень пар-
ных межгруппо-
вых различий 2N Meаn SD

2-я неделя

Контрольная 12 24,6 1,9

0,001*

—
Этилтиобензимидазол 12 24,7 4,5 1,000

ДМАЭ-малат 12 28,6 1,6 0,005**

ДМАЭ-кетоглутарат 12 28,5 1,0 0,006**

ДМАЭ-сукцинат 12 26,8 3,6 0,237
ДМАЭ-фумарат 12 25,3 3,2 0,964

4-я неделя

Контрольная 12 36,0 2,2

<0,0001*

—
Этилтиобензимидазол 12 38,2 1,2 0,247

ДМАЭ-малат 12 37,8 1,0 0,435
ДМАЭ-кетоглутарат 12 43,1 5,7 <0,0001**

ДМАЭ-сукцинат 12 40,4 2,4 0,003**

ДМАЭ-фумарат 12 36,9 2,8 0,909
Примечание: 1 — значение p-уровня значимости в One Way ANOVA; 2 — значение p-уровня значимости при срав-
нении с использованием критерия Дуннета (апостериорное сравнение с контрольной группой); * — различия, 
полученные с использованием One Way ANOVA, статистически значимы (р<0,05); ** — различия, полученные 
с использованием критерия Дуннета, статистически значимы (р<0,05).
Note: 1 — p-value of the signifi cance in One Way ANOVA; 2 — p-value of signifi cance in the Dunnett test (a posterio-
ri comparison with the control group); * — differences obtained using One Way ANOVA are statistically signifi cant 
(p<0.05); ** — differences obtained using the Dunnett test are statistically signifi cant (p<0.05).

Таблица 6. Квадратичная матрица апостериорных сравнений исследуемых соединений через 2 недели с исполь-
зованием критерия Ньюмана—Кеулса
Table 6. Quadratic matrix of a posteriori comparisons of the studied compounds after 2 weeks using the Newman—Keuls 
test

Препарат Этилтио-
бензимидазол

ДМАЭ-
малат

ДМАЭ-
кетоглутарат

ДМАЭ-
сукцинат

ДМАЭ-
фумарат

Этилтиобензимидазол — 0,023* 0,016* 0,225 0,633
ДМАЭ-малат 0,023* — 0,988 0,324 0,051

ДМАЭ-кетоглутарат 0,016* 0,988 — 0,158 0,030*

ДМАЭ-сукцинат 0,225 0,324 0,158 — 0,239
ДМАЭ-фумарат 0,633 0,051 0,030* 0,239 —

Примечание: * — различия для препарата в строке статистически значимы по сравнению с препаратом, пред-
ставленном в соответствующем столбце (р<0,05).
Note: * — the differences for the drug in the row are statistically signifi cant in comparison with the drug presented in 
the corresponding column (p<0.05).
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При использовании критерия Дуннета 
достоверные различия по сравнению 
с группой контроля на 4-й неделе были 
установлены для ДМАЭ-кетоглутарата 
и ДМАЭ-сукцината, которые превыша-
ли контрольный уровень соответственно 
на 20% (р<0,0001) и 12% (р=0,003) (табл. 7). 
Статическая мышечная выносливость 
животных после курса введения ДМАЭ-
кетоглутарата и ДМАЭ-сукцината была 
достоверно выше по сравнению с осталь-
ными соединениями, включая этилтиобен-
зимидазол.
Янтарная кислота — промежуточный 

продукт цикла Кребса, принимающий учас-
тие в энергопродукции в клетках организ-
ма. При участии кофермента флавинаде-
ниндинуклеотида (ФАД) янтарная кислота 
быстро трансформируется митохондриаль-
ным ферментом сукцинатдегидрогеназой 
в фумаровую кислоту и далее в другие ин-
термедиаты ЦТК. Сукцинаты стимулиру-
ют аэробный гликолиз и синтез аденозин-
трифосфорной кислоты (АТФ) в клетках. 
Также улучшают тканевое дыхание за счёт 
активации транспорта электронов в мито-
хондриях [2].
α-кетоглутарат (АКГ) является важной би-

омолекулой, которая играет ключевую роль 
во множестве метаболических путей. В ка-
честве интермедиата цикла Кребса он ко-
ординирует работу других его субстратов, 

тем самым регулируя синтез аминокислот, 
производство АТФ, уровни активных форм 
кислорода. АКГ также является обязатель-
ным субстратным кофактором для ряда 
ферментов, которые катализируют реакции 
гидроксилирования различных типов суб-
стратов, включая белки, нуклеиновые кис-
лоты, липиды и т. д. АКГ также оказывает 
влияние на пролил/аспартил/лизил гидрок-
силирование, что, в свою очередь, регулиру-
ет стабильность индуцируемого гипоксией 
фактора (HIF-1) и синтез коллагена [14, 24].
Т. к. статическая выносливость связана 

с удержанием рабочего напряжения в опре-
деленной позе, во многом связана с геноти-
пом и требует значительного вмешательст-
ва в работу мышечных клеток [17], можно 
предположить о сигнальной роли субстра-
тов цикла Кребса — кетоглутарата и сук-
цината. Кетоглутарат и сукцинат, помимо 
метаболического пути воздействия, могут 
выступать лигандами специфических ре-
цепторов GPR99 и SUCNR1, соответствен-
но [12, 15, 22].
В проведённом исследовании наблю-

дается усиление статической выносливо-
сти ко 2-й неделе в группе ДМАЭ-малат 
и ДМАЭ-кетоглутарат, к 4-й неделе — 
в группах ДМАЭ-кетоглутарат и ДМАЭ-
сукцинат.
Окисление сукцината обеспечивает нако-

пление кальция и опосредованные данным 

Таблица 7. Квадратичная матрица апостериорных сравнений исследуемых соединений через 4 недели с исполь-
зованием критерия Ньюмана—Кеулса
Table 7. Quadratic matrix of a posteriori comparisons of the studied compounds after 4 weeks using the Newman—Keuls 
test

Препарат Этилтио-
бензимидазол

ДМАЭ-
малат

ДМАЭ-
кетоглутарат

ДМАЭ-
сукцинат

ДМАЭ-
фумарат

Этилтиобензимидазол — 0,744 0,001* 0,096 0,562
ДМАЭ-малат 0,744 — 0,001* 0,117 0,487

ДМАЭ-кетоглутарат 0,001 0,001* — 0,033 0,001*

ДМАЭ-сукцинат 0,096 0,117 0,033 — 0,042*

ДМАЭ-фумарат 0,562 0,487 0,001* 0,042* —
Примечание: * — различия для препарата в строке статистически значимы по сравнению с препаратом, пред-
ставленном в соответствующем столбце (р<0,05).
Note: * — the differences for the drug in the row are statistically signifi cant in comparison with the drug presented in 
the corresponding column (p<0.05).
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катионом интенсивные функции, такие 
как мышечное сокращение. Ограничение 
окисления сукцината α-кетоглутаратом 
предупреждает чрезмерное поступление 
кальция, перегрузку кальций-выводящих 
каналов и инициацию избыточного образо-
вания свободных радикалов в митохондри-
ях. Этим достигается стабильность энер-
гообразовательной функции митохондрий, 
восполнение фонда АТФ и ГТФ в тканях, 
поддержание работы органов в условиях 
различных физиологических и патологиче-
ских состояний [14]. Видимо поэтому на-
блюдался такой ровный рост статической 
выносливости во время всего эксперимента 
в случае применения ДМАЭ-кетоглутарата, 
что также подтверждают нижеприведённые 
данные по росту мышечной массы.
Интересно, что фумаратная соль про-

изводного ДМАЭ при курсовом введении 
оказывает противоположное действие. 
Согласно литературным данным, фума-
ратсодержащие препараты могут быть 
использованы для коррекции нарушений 
энергетического обмена и устранения 
энергодефицита при гипоксии [4, 13, 21]. 
Эти соединения оказывают наибольший 
эффект в условиях жёсткой гипоксии (фак-
тически, аноксии). Механизм их действия 
в данном случае обусловлен инверсией 

терминальных реакций цикла Кребса, 
т. е. запуском реакций превращения «сук-
цинат—фумарат—малат» в обратном 
направлении. В результате происходит 
накопление сукцината, который впослед-
ствии (при уменьшении глубины гипоксии 
и восстановлении прямого направления 
реакций) окисляется с дополнительным 
получением энергии. Однако в ходе про-
веденного эксперимента моделировались 
нагрузки умеренной интенсивности (аэ-
робный, аэробно-анаэробный режим), поэ-
тому, очевидно, значимого положительно-
го влияния ДМАЭ-фумарат на показатели 
работоспособности не оказал.
Достоверные различия между иссле-

дуемыми группами по приросту массы 
тела с использованием дисперсионного 
анализа (р=0,027) были выявлены только 
через 4 недели тренировок у групп, по-
лучавших ДМАЭ-сукцинат (недостовер-
но) и ДМАЭ-кетоглутарат (достоверно) 
(табл. 8).
Апостериорное сравнение с применением 

критерия Дуннета показало, что после вве-
дения ДМАЭ-кетоглутарата исследуемый 
показатель на 4-й неделе был достоверно 
выше, чем в контрольной группе, на 29% 
(р=0,022). Введение остальных соединений 
также способствовало приросту массы тела, 

Таблица 8. Прирост массы тела (г) исследуемых групп на 4-й неделе исследования
Table 8. Increase in the body weight of mice (g) of the studied groups at the 4th week of the study

Этап 
исследования Группа

Значения переменной р-уровень 
межгрупповых
различий 1

р-уровень пар-
ных межгруппо-
вых различий 2N Meаn SD

4 неделя

Контрольная 12 11,88 2,32

0,027*

—
Этилтиобензимидазол 12 13,13 1,52 0,750

ДМАЭ-малат 12 13,21 3,19 0,702
ДМАЭ-кетоглутарат 12 15,38 2,93 0,022**

ДМАЭ-сукцинат 12 14,88 3,68 0,062
ДМАЭ-фумарат 12 12,21 3,51 0,999

Примечание: 1 — значение p-уровня значимости в One Way ANOVA; 2 — значение p-уровня значимости при срав-
нении с использованием критерия Дуннета (апостериорное сравнение с контрольной группой); * — различия, 
полученные с использованием One Way ANOVA, статистически значимы (р<0,05); ** — различия, полученные 
с использованием критерия Дуннета, статистически значимы (р<0,05).
Note: 1 — p-value of the signifi cance in One Way ANOVA; 2 — p-value of signifi cance in the Dunnett test (a posterio-
ri comparison with the control group); * — differences obtained using One Way ANOVA are statistically signifi cant 
(p<0.05); ** — differences obtained using the Dunnett test are statistically signifi cant (p<0.05).



МЕТОДЫ БИОМЕДИЦИНСКИХ ИССЛЕДОВАНИЙ | BIOMEDICAL METHODS

68 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 2 | 58–70 

однако уровень различий с группой контр-
оля был статистически не значим.
Р-уровни апостериорных сравнений с ис-

пользованием критерия Ньюмана—Кеулса 
после введения исследуемых соедине-
ний были выше уровня значимости (0,05), 
что свидетельствовало об отсутствии су-
щественных различий между группами 
по приросту массы тела.
Через 4 недели тренировок наилуч-

шие результаты (в порядке возрастания) 
по сравнению с исходным уровнем пока-
зали животные, получавшие ДМАЭ-малат, 
ДМАЭ-сукцинат и ДМАЭ-кетоглутарат. 
При этом их показатели статической 
и динамической выносливости и коорди-
нации оказались достоверно выше, чем 
в контро ле, и сопоставимы с таковыми 
у этилтиобензимидазола. Полученные 
данные коррелируют с результатами дру-
гих авторов [10].
Таким образом, среди изученных соеди-

нений наиболее перспективными с точки 
зрения повышения физической работоспо-
собности являются ДМАЭ-малат, ДМАЭ-
кетоглутарат и ДМАЭ-сукцинат (табл. 9).

Выводы
На основании проведённой работы мож-

но сделать следующие выводы:
1. Тренировочный процесс вносит вклад 

в увеличение как статической, так и дина-

мической работоспособности, а также при-
рост мышечной массы экспериментальных 
животных, что подтверждает эффектив-
ность выбранного режима тренировок.

2. Наибольшее влияние на динами-
ческую выносливость и координацию 
движений оказал ДМАЭ-малат спустя 
4 недели тренировок, превзойдя показате-
ли контрольной группы на 60% (p=0,011). 
Показатели динамической выносливости 
во всех исследуемых группах ДМАЭ-
интермедиат ЦТК статистически значимо 
не отличались от препарата сравнения — 
этилтиобензимидазола.

3. Cила хвата достоверно увеличива-
лась начиная со второй недели трениро-
вок в группах животных, получавших 
ДМАЭ-малат (на 16%, р=0,005) и ДМАЭ-
кетоглутарат (на 15,8%, р=0,006), однако 
к 4-й неделе наилучшие показатели про-
демонстрировали ДМАЭ-кетоглутарат 
(на 19,7%, р=0,0001) и ДМАЭ-сукцинат 
(на 12,2%, р=0,003) по сравнению с кон-
трольной группой и группой этилтиобензи-
мидазола.

4. Введение всех исследуемых препара-
тов ДМАЭ-интермедиат ЦТК способство-
вало приросту массы тела, при этом к 4-й 
неделе эксперимента данный показатель 
был достоверно выше у группы животных, 
получавших ДМАЭ-кетоглутарат (на 29%, 
р=0,022).

Таблица 9. Статистически значимое влияние на показатели статической и динамической выносливости, 
а также на мышечную массу производных диметиламиноэтанола с интермедиатами цикла трикарбоновых 
кислот
Table 9. Statistically signifi cant effect of dimethylaminoethanol derivatives with tricarboxylic acid cycle intermediates 
on the indicators of static and dynamic endurance and body weight

Группа
ДМАЭ-малат ДМАЭ-кетоглутарат ДМАЭ-сукцинат

2 неделя 4 неделя 2 неделя 4 неделя 2 неделя 4 неделя
Динамическая 
выносливость + ± ±

Статическая выно-
сливость + + + +

Масса тела + ±
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Производное бета-карболинового алкалоида гармина — препарат гармина гидрохлорид исследован 
на наличие антигипоксических свойств на моделях гипобарической гипоксии и нормобарической 
гипоксии с гиперкапнией. Было обнаружено, что гармина гидрохлорид не оказывает значимого ком-
пенсаторного эффекта в тесте нормобарической гипоксии с гиперкапнией. В то же время, гармина 
гидрохлорид в малых дозах (2,5 и 5 мг/кг) обладает противогипоксической активностью в тесте 
гипобарической гипоксии, что выражается в статистически достоверном увеличении продолжи-
тельности жизни животных, получавших препарат, по сравнению с контролем в условиях гипоксии. 
По противогипоксическому эффекту гармин гидрохлорид в дозах 2,5 и 5 мг/кг оказался сопоставим 
с препаратом сравнения (мексидол, 100 мг/кг).
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A derivative of the beta-carboline alkaloid harmine — the drug harmine hydrochloride was studied for 
the presence of antihypoxic properties in models of hypobaric hypoxia and normobaric hypoxia with hy-
percapnia. It was found that harmine hydrochloride does not have a signifi cant compensatory effect in the 
normobaric hypoxia test with hypercapnia. At the same time, harmine hydrochloride in small doses (2.5 
and 5 mg/kg) has antihypoxic activity in the hypobaric hypoxia test, which is expressed in a statistically 
signifi cant increase in the life expectancy of animals treated with the drug, compared with the control, in 
conditions of hypoxia. According to the antihypoxic effect, harmine hydrochloride at doses of 2.5 and 
5 mg/kg was found to be comparable with the reference drug (mexidol, 100 mg/kg).
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Введение
Термин «гипоксия» означает абсолют-

ную или относительную недостаточность 
энергообеспечения органов и тканей ор-
ганизма для их оптимального функциони-
рования и интенсивности пластических 
процессов в них [2]. Дополнительное от-
рицательное влияние на организм может 
оказывать также гиперкапния, нередко 
развивающаяся при гипоксии в результате 
компенсаторной гипервентиляции легких 
и приводящая к ухудшению кровоснабже-
ния головного мозга, сердца, нарушениям 
электролитного баланса и алкалозу. В нор-
мальных условиях эффективность биологи-
ческого окисления, являющегося основным 

источником богатых энергией фосфор-
ных соединений, необходимых для функ-
ции и обновления структур, соответству-
ет функциональной активности органов. 
При нарушении этого соответствия возни-
кает состояние энергетического дефицита, 
приводящее к разно образным функцио-
нальным и морфологическим нарушениям, 
вплоть до гибели ткани. Гипоксия приво-
дит к комплексной модификации функций 
биологических мембран, затрагивающей 
как липидный бислой, так и мембранные 
ферменты. Повреждаются или модифи-
цируются главные функции мембран: ба-
рьерная, рецепторная, каталитическая. 
Основными причинами этого явления слу-



73БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 2 | 71–78

С.М. Адекенов, В.Н. Каркищенко, М.С. Нестеров, Д.А. Абаимов, А.К. Сариев
«Изучение антигипоксических свойств гармина гидрохлорида в эксперименте»

жат энергодефицит и активация на его фоне 
фосфолиполиза и перекисного окисления 
липидов. Распад фосфолипидов и ингиби-
рование их синтеза ведут к повышению кон-
центрации ненасыщенных жирных кислот 
(ЖК), усилению их перекисного окисле-
ния. Последнее стимулируется в результате 
подавления активности антиоксидантных 
систем из-за распада и торможения синте-
за их белковых компонентов и, в первую 
очередь, супероксиддисмутазы, каталазы, 
глутатионпероксидазы, глутатионредукта-
зы и др. [4]. Гипоксия наблюдается весьма 
часто и служит патогенетической основой 
разнообразных патологических процессов. 
С целью компенсации подобного состояния 
фармакологической наукой был разрабо-
тан целый ряд лекарственных соединений, 
объединенных в группу под названием ан-
тигипоксанты. Антигипоксанты — груп-
па лекарственных средств, улучшающих 
утилизацию циркулирующего в организме 
кислорода и повышающих устойчивость 
к гипоксии (кислородной недостаточно-
сти). В зависимости от механизма действия 
антигипоксанты подразделяются на макро-
эргические соединения, сукцинатсодержа-
щие и сукцинатобразующие средства, есте-
ственные компоненты дыхательной цепи, 
искусственные редокс-системы и ингиби-
торы окисления жирных кислот [3]. К чи-
слу последних принадлежат препараты, 
обладающие свойствами антиоксидантов. 
Именно среди доказанных антиоксидан-
тов ведется направленный поиск веществ 
с антигипоксическими свойствами. В част-
ности, на антигипоксическую активность 
исследуются многочисленные антиок-
сиданты растительного происхождения. 
Направленный поиск веществ-кандидатов 
ведется, например, среди бета-карболино-
вых алкалоидов [7]. Бета-карболиновые 
алкалоиды образуются в результате кон-
денсации между индоламином и ко-
роткоцепочечной карбоновой кислотой 
или альдегидом (например, ацетальдеги-

дом). Индолы и производные триптофана 
проявляют антиоксидантное действие, уда-
ляя свободные радикалы и образуя резо-
нансно-стабилизированные индолильные 
радикалы. Бета-карболиновые алкалоиды 
в большом количестве содержатся в сте-
блях, соцветиях и семенах могильника 
обыкновенного, или гармалы (Peganum 
harmala L.). В исследовании [8] было по-
казано, что алкалои ды гармалы, такие, 
как бета-карболиновый алкалоид гарман 
и родственные ему соединения (гарма-
лин, гармин), демонстрируют зависимое 
от концентрации ингибирование перекис-
ного окисления липидов в экспериментах 
на микросомах печени. В более поздней 
работе [6] проведено исследование защит-
ного эффекта экстракта Peganum harmala 
L. и двух основных алкалоидов данного 
растения (гармина и гармалина) против 
CuSO4-индуцированного окисления липо-
протеидов низкой плотности. Посредством 
определения образования малонового ди-
альдегида (MDA) и сопряженного диена, 
а также лаг-фазы обнаружено, что экстракт 
гармалы обладает выраженным ингибиру-
ющим эффектом на процессы окисления 
липидов. Кроме того, гармалин и гармин 
снижали скорость утилизации витамина 
Е и проявляли значительную способность 
к поглощению свободных радикалов. 
Указанные свойства позволяют рассматри-
вать бета-карболиновые алкалоиды мо-
гильника обыкновенного (рис. 1), в част-
ности алкалоид гармин (1), в качестве 
потенциальных антигипоксантов. Однако 
гармин по своим физико-химическим свой-
ствам относится к высоколипофильным 
соединениям, что вносит существенные 
ограничения при разработке удобных ле-
карственных форм данного соединения, 
в частности, ограничивает возможность 
создания инъекционных форм препарата. 
В этой связи, в Международном научно-
производственном холдинге «Фитохимия» 
(Республика Казахстан, г. Караганда) син-
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тезировано его более гидрофильное произ-
водное — гармина гидрохлорид (2), кото-
рый обладает способностью растворяться 
в воде и этиловом спирте [1].
В связи с этим целью представленного 

исследования стало изучение противоги-
поксического действия гармина гидрохло-
рида в основных тестах оценки противо-
гипоксического эффекта (гипобарической 
гипоксии и нормобарической гипоксии 
с гиперкапнией в гермообъеме) на нелиней-
ных мышах-самцах.

Материалы и методы
В исследовании использованы серти-

фицированные методики, рекомендуемые 
для исследования веществ, обладающих 
противогипоксическим действием, изло-
женные в «Руководстве по эксперимен-
тальному (доклиническому) изучению но-
вых фармакологических веществ» [5].

Животные
Исследования были выполнены в опы-

тах на нелинейных половозрелых бе-
лых мышах-самцах массой 27,5 ± 0,8 г. 
Экспериментальные животные полу-
чены из Филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская обл.). 
Экспериментальные животные содер-
жались на постоянном доступе к корму 
и воде — использовался полный раци-
он экструдированного брикетированного 
корма (ГОСТ на корм Р 50258–92) и пить-
евая вода. Животные содержались в вива-
рии при температурном режиме 20–22°C, 

при световом режиме 12/12, в полипропи-
леновых клетках с решеткой из цинкохро-
мовой стали, с подстилкой обеспыленной 
из деревянной стружки, по 10 мышей 
в каждой клетке (Т/3 С). Содержание жи-
вотных осуществлялось в соответствии 
с «Санитарными правилами по устройст-
ву, оборудованию и содержанию вивари-
ев», утверж денными главным государст-
венным санитарным врачом 06.04.1973 г. 
№ 1045–73.

Препараты
Гармина гидрохлорид и препараты срав-

нения вводили однократно внутрибрюшин-
но за 40 мин до тестирования. Гармина 
гидрохлорид вводили в малых дозах — 
2,5 мг/кг и 5 мг/кг. Выбор указанных доз 
основан на данных, полученных ранее 
в рамках проведения психофармакологи-
ческого скрининга гармина гидрохлорида 
в диапазоне дозировок от 0,001 до 0,1 ЛД50. 
В качестве препарата сравнения использо-
вали антигипоксант мексидол.

Изучение противогипоксического 
действия гармина гидрохлорида 
в сравнении с мексидолом
Изучение противогипоксического дей-

ствия гармина гидрохлорида в дозах 
2,5 мг/кг и 5 мг/кг проводили в опытах 
на половозрелых нелинейных белых мы-
шах-самцах. Использовали 2 базисных 
теста оценки противогипоксического эф-
фекта: гипобарическая гипоксия и нор-
мобарическая гипоксия с гиперкапнией 

N

N

H
CH3

H3CO

(1) (2)

N

NH

H
CH3

H3CO

Cl -

Рис. 1. Структурная формула алкалоида гармина (1) и гармина гидрохлорида (2).
Fig. 1. The structural formula of the harmine alkaloids (1) and harmine hydrochloride (2).
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в гермообъеме, согласно Методическим 
указаниям по изучению активности ве-
ществ, обладающих ноотропной актив-
ностью, изложенным в «Руководстве 
по экспериментальному (доклиническо-
му) изучению новых фармакологиче-
ских веществ» [5]. В качестве препарата 
сравнения использован мексидол в дозах 
100 и 200 мг/кг. Гармина гидрохлорид 
и препарат сравнения мексидол вводили 
однократно внутрибрюшинно за 40 мин 
до эксперимента. Животным контрольной 
группы вводили дистиллированную воду 
в эквивалентном объеме 1 мл на 100 г мас-
сы тела мышей).

Изучение противогипоксического 
действия гармина гидрохлорида 
по методике гипобарической гипоксии 
в сравнении с мексидолом
Методом рандомизации животные были 

поделены на 5 групп:
1) контроль — 40 мышей (контроль 

ставится для каждой дозы вещества, в ка-
меру помещаются одновременно опытное 
и контрольное животное);

2) гармина гидрохлорид в дозе 
2,5 мг/кг — 10 мышей;

3) гармина гидрохлорид в дозе 5 мг/кг — 
10 мышей;

4) мексидол в дозе 100 мг/кг — 10 мы-
шей;

5) мексидол в дозе 200 мг/кг — 10 мышей.
Острую гипобарическую гипоксию мо-

делировали в проточно-вытяжной барока-
мере. Давление регистрировали высотоме-
тром, скорость подъема — вариометром. 
Животных «поднимали» со скоростью 
20 м/с до площадки «высотой» 11 000 м. 
Экспозиция составляла 10 мин. Оценивали 
продолжительность жизни животных. 
Для создания идентичных условий ги-
поксии в камеру одновременно помещали 
животных опытной и контрольной групп. 
Каждая доза вещества изучалась на 10 жи-
вотных. 

Изучение противогипоксического 
действия гармина гидрохлорида 
по методике нормобарической гипоксии 
с гиперкапнией в гермообъеме (баночная 
гипоксия) в сравнении с мексидолом
Исследование проводили на белых не-

линейных мышах-самцах, поделенных 
на пять аналогичных групп. Модель ги-
поксии с гиперкапнией в гермообъеме 
проводили согласно стандартному прото-
колу [5]. Мышей помещали в герметично 
закупоренную стеклянную емкость объ-
емом 190 мл. Оценивали продолжитель-
ность жизни животных по отношению 
к контролю. 

Результаты и их обсуждение
Результаты, полученные при изучении 

влияния гармина гидрохлорида в усло-
виях гипобарической гипоксии, выявили 
наличие противогипоксических свойств 
у соединения. Так, гармина гидрохлорид 
в дозе 2,5 мг/кг и в дозе 5 мг/кг увели-
чил продолжительность жизни животных 
в 2,48 и в 2,4 раза соответственно, относи-
тельно контроля (табл. 2). Под действием 
гармина гидрохлорида увеличилось также 
количество животных, латентное время 
(ЛВ) гибели которых в два и более раза 
превышало латентное время гибели в соот-
ветствующем контроле (равном в среднем 
100 с) (табл. 1).
Выявленный противогипоксический эф-

фект гармина гидрохлорида в малых до-
зах сравним с эффектом мексидола в дозе 
100 мг/кг и превосходит активность мекси-
дола при его использовании в дозе 200 мг/кг.
Таким образом, гармина гидрохло-

рид в дозах 2,5 мг/кг и 5 мг/кг облада-
ет противогипоксической активностью 
в тесте гипобарической гипоксии, срав-
нимой с активностью мексидола в дозе 
100 мг/кг. В то же время по результатам экс-
перимента в условиях нормобарической 
гипоксии гармина гидрохлорид не проявил 
способность противодействовать данному 
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виду гипоксии. Согласно представленным 
в табл. 2 результатам, гармина гидрохло-
рид в изученных дозах не оказывал про-
тивогипоксического действия на модели 
нормобарической гипоксии с гиперкапни-
ей, тогда как препарат сравнения (мекси-
дол) был эффективен в условиях данной 
модели в дозе 200 мг/кг.
Таким образом, гармина гидрохлорид 

в дозах 2,5 мг/кг и 5 мг/кг не обладает про-
тивогипоксическим эффектом в тесте нор-
мобарической гипоксии с гиперкапнией, 

в противоположность мексидолу в дозе 
200 мг/кг, который оказывает противоги-
поксический эффект в данном тесте.
Возможно, различия в антигипоксантной 

активности гармина гидрохлорида в двух 
разных тестах связаны с тем, что дан-
ный препарат реализует свой эффект пу-
тем ингибирования перекисного окисле-
ния жирных кислот, что более актуально 
при гипоксии, не осложнённой гиперкап-
нией, а именно в условиях гипобарической 
гипоксии.

Таблица 1. Противогипоксические свойства гармина гидрохлорида в сравнении с мексидолом в условиях модели 
гипобарической гипоксии на мышах (Mean+SEM)
Table 1. Antihypoxic properties of harmine hydrochloride in comparison with mexidol in a mouse model of hypobaric 
hypoxia (Mean+SEM)

Группа, масса животных
Время выживания (резервное 
время) за 10 мин экспозиции 
на высоте 11 000 м, мин:с

Число животных в груп-
пе с ЛВ гибели более 

3 мин, % 
Контроль, m=25,5 г 1,52±0,09 10

Мексидол, 100 мг/кг в/б, m=26,5 г 4,40±0,73* 60^
Контроль, m=25,8 г 1,35±0,11 0

Мексидол, 200 мг/кг в/б, m=27,5 г 2,14±0,1* 10
Контроль, m=27,4 г 1,34±0,12 0

Гармина гидрохлорид, 2,5 мг/кг в/б, m=27,9 г 3,32±0,35*# 70^
Контроль, m=27,0 г 1,46±0,16 0

Гармина гидрохлорид, 5 мг/кг в/б, m=26,2 г 3,50±0,35*# 80^
Примечание: * — p<0,05 достоверность различий по критерию Манна—Уитни в сравнении с группой 
контроля; # — p<0,05 достоверность различий по критерию Манна—Уитни в сравнении с группой мекси-
дол (200 мг/кг); ^ — p<0,05 достоверность различий по критерию хи-квадрат в сравнении с контрольной 
группой.
Note: * — p <0.05 signifi cance of differences according to the Mann—Whitney test in comparison with the control 
group; # — p <0.05 signifi cance of differences according to the Mann—Whitney test in comparison with the mexidol 
group (200 mg/kg); ^ — p <0.05 signifi cance of differences according to the chi-square test in comparison with the 
control group.

Таблица 2. Противогипоксические свойства гармина гидрохлорида в сравнении с мексидолом при введении мы-
шам в условиях модели нормобарической гипоксии с гиперкапнией (баночная гипоксия) (Mean+SEM)
Table 2. Antihypoxic properties of harmine hydrochloride in comparison with mexidol when administered to mice under 
conditions of a normobaric hypoxia model with hypercapnia (canned hypoxia) (Mean+SEM)

Группа, масса животных Время выживания (резервное время), мин
Контроль, m=25,5 г 14,14±0,13

Мексидол, 100 мг/кг в/б, m=26,5 г 14,42±0,14
Контроль, m=25,8 г 14,22±0,12

Мексидол, 200 мг/кг в/б, m=27,5 г 15,21±0,34*
Контроль, m=27,4 г 14,17±0,13

Гармина гидрохлорид, 2,5 мг/кг в/б, m=27,9 г 14,34±0,16
Контроль, m=27,0 г 14,24±0,35

Гармина гидрохлорид, 5 мг/кг в/б, m=26,2 г 14,48±0,33
Примечание: * — p<0,05 достоверность различий по критерию Манна—Уитни в сравнении с группой контроля.
Note: * — p<0.05 signifi cance of differences according to the Mann—Whitney test in comparison with the control group.
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Выводы
1. Гармина гидрохлорид не оказывает 

значимого компенсаторного эффекта в те-
сте нормобарической гипоксии с гипер-
капнией.

2. Гармина гидрохлорид в малых дозах 
(2,5 и 5 мг/кг) обладает противогипоксиче-
ской активностью в тесте гипобарической 

гипоксии, что выражается в статистически 
достоверном увеличении продолжитель-
ности жизни животных по сравнению 
с контро лем в условиях гипоксии.

3. По противогипоксическому эффекту 
гармина гидрохлорид в дозах 2,5 и 5 мг/кг 
сопоставим с препаратом сравнения (мек-
сидолом) в дозе 100 мг/кг.
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В работе приведены результаты сравнительного in vitro исследования биосовместимости титановых 
образцов, поверхность которых была подвергнута различным способам предварительной обработки: 
фрезерованию, механической обработке с кислотным травлением и облучением мощным ионным 
пучком (МИП) для создания рельефа с заданной величиной шероховатости и формой неровностей. 
Исследование эффективности прикрепления и роста фибробластов  линии Balb/NIH 3 Т3 на издели-
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были распластаны и имели звездчатую форму, т. е. находились в состоянии активного роста. Оценка 
миграции примесей металла из титанового сплава ВТ 1–0 проводилась рентгенофлуоресцентным 
методом.
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This work presents the results of a comparative in vitro study into the biocompatibility of titanium samples, 
the surface of which was pre-treated using various methods: milling, machining with acid etching and ir-
radiation with a powerful ion beam (PIB) for creating a relief with the required roughness and the shape of 
asperities. A study of the effectiveness of attachment and growth of Balb/NIH 3T3 fi broblasts on titanium 
products with various types of surface treatment demonstrated that irradiation of a titanium surface with 
a powerful ion beam (PIB) leads to its active colonization with cells having a fl attened and stellate shape, 
which confi rms their active growth. An assessment of migration of metal impurities from the titanium alloy 
VT 1-0 was evaluated using the x-ray fl uorescence method.
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Введение 
Полимерные, керамические и металли-

ческие имплантаты широко используют-
ся в регенеративной медицине, особенно 
для восстановления дефектов костной ткани 
в челюстно-лицевой хирургии и ортопедии 
[14, 15]. Использование таких имплантатов 
позволяет успешно восстанавливать даже 
критические костные дефекты, как было по-
казано нами ранее [3, 6, 9, 18]. Однако титан 
и его сплавы являются наиболее используе-
мыми материалами в челюстно-лицевой хи-
рургии, травматологии и ортопедии, а также 

в других областях оперативной хирургии, 
т. к. это биосовместимый, биоинертный 
материал, обладающий умеренно бактери-
остатическим эффектом [7, 8, 13]. В атмос-
ферном воздухе за счет абсорбции атомов 
кислорода на поверхности титана образуется 
оксидная пленка, которая обладает остеокон-
дуктивными свойствами. Незначительная 
диффузия ионов титана в окружающие 
ткани не влияет на жизнеспособность остео-
бластов, остеоцитов и фибробластов [8].
Сегодня существуют несколько типов 

обработки поверхности изделий из раз-
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личных титановых сплавов. Поверхность 
исследуемых титановых дисков из сплава 
ВТ 1–0 была модифицирована путём фре-
зерования, механической обработки с кис-
лотным травлением и обработкой мощным 
ионным пучком (МИП) [10, 12, 16].

Цель работы — исследование биосов-
местимости образцов изделий из титана 
с поверхностью, модифицированной стан-
дартными методами и методом обработки 
МИП, на модели анализа клеточного ро-
ста in vitro.

Материалы и методы
Подготовка образцов
Для проведения исследований были из-

готовлены титановые диски ВТ 1–0 диаме-
тром 6 мм толщиной 0,5 мм [10]. Диски 
отмывались в специальных растворах 
в ультразвуковых ваннах до достижения 
чистой титановой поверхности. Далее их 
разделили на четыре группы по 10 дисков 
в каждой. В первой группе поверхность 
обрабатывали с помощью метода облуче-
ния МИП, описанного в нашей предыду-
щей работе [10]. Во второй группе диски 
без специальной обработки представляли 
собой отмытые после фрезеровки образцы 
с гладкой титановой поверхностью. В тре-
тьей группе поверхность подвергали двой-
ному кислотному травлению. Данный тип 
обработки применяется большинством 
производителей дентальных имплантатов 
[15]. Четвертая группа — кон трольная, 
культуральный пластик.
Модифицирование поверхности тита-

новых дисков проводилась на сильноточ-
ном импульсном ускорителе «Темп-4 М» 
пучком ионов, состоящим из углерода 
(70%) и водорода (30%), с плотностью тока 
100 А/см 2, плотность энергии 2 Дж/см 2 
в импульсе, при длительности импульса 
на полувысоте 70 нс и ускоряющем напря-
жении 200 кВ для придания оптимальной 
шероховатой пористой поверхности [4].

Тестирование вымывания примесей 
из ти та новых сплавов
Определение миграции примесей 

через поверхность титановых импланта-
тов с различным образом обработанной 
поверхностью проводилось с применени-
ем рентгенофлуоресцентного метода [5]. 
Имплантат помещали в 0,9% (вес.) р-р 
хлористого натрия при температуре 37°C. 
Изучали вымывание из образцов имплан-
татов ионов титана, алюминия и железа. 
После определения их концентрации в рас-
творе полученные значения сравнивали 
со стандартными значениями в изотониче-
ском р-ре для образцов с известной площа-
дью поверхности.

Исследование биосовместимости 
титановых имплантатов
Исследование жизнеспособности клеток 

при их культивировании на поверхности 
имплантируемых материалов в услови-
ях in vitro — ши роко распространенный 
метод доклинической оценки биосовме-
стимости материалов. Среди наиболее 
распространенных тестов: оценка морфо-
логии клеток при помощи флуоресцентной 
и сканирующей электронной микроско-
пии, а также биохимические тесты МТТ, 
ХТТ и MTS [1, 2, 11, 17]. Кроме того, те-
сты in vitro легко выполняются, хорошо 
поддаются стандартизации и могут прово-
диться многократно. В настоящем иссле-
довании проводили сравнительный анализ 
биосовместимости in vitro образцов им-
плантатов из титанового сплава ВТ 1–0, 
обработанного тремя различными способа-
ми (три группы) с использованием культу-
ры клеток мышиных фибробластов линии 
Balb/NIH 3 Т3 (ПанЭко, РФ) [17].
Фибробласты линии Balb/NIH 3 Т3 куль-

тивировали в стандартных условиях и вы-
севали в количестве 5×10 3 кл/см 2 на поверх-
ность образцов имплантатов, помещенных 
на дно лунок 24-луночного пластикового 
планшета. Биосовместимость исследуемых 
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образцов оценивали по возможности под-
держивать жизнеспособность и пролифера-
тивную активность клеток в культуре пу-
тем прямой визуализации, используя метод 
флуоресцентной микроскопии и оценивая 
морфофункциональное состояние клеток 
(визуальный кон троль морфологического 
состояния клеток). Культивирование фибро-
бластов проводили по стандартной методи-
ке [17]. Через 24 и 48 ч после засева клетки 
снимали с помощью трипсина и определяли 
количество клеток путем прямого подсчета 
в камере Горяева, а также оценивали жиз-
неспособность клеток и их пролифератив-
ную активность с использованием реаген-
та Cell Titer 96® AQueous One Solution Cell 
Proliferation Assay (MTS метод) через 48 ч 
[17]. В качестве кон трольных использовали 
клетки, посеянные в пустые лунки планше-
та, не содержащие изделий.
Итоговое число живых фибробластов ли-

нии Balb/NIH 3 Т3 определяли по их функ-
циональной активности в пролиферативном 
тесте MTS. Известно, что живые клетки вос-
станавливают входящее в состав реагента хи-
мическое соединение MTS [3-(4,5-диметил-
тиазол-2-ил)-5-(3-карбоксиметоксифенил)-
2 - (4 -сульфофенил ) -2H-тетразолий , 
внут рен няя соль] с образованием окрашен-
ного продукта восстановления — формазана, 
который растворяется в среде для культиви-
рования клеток и окрашивает её. Оптическую 
плотность раствора (среды), содержащего 
растворенный формазан, измеряли при длине 
волны 490 нм на планшетном спектрофо-
тометре Zenyth 3100 Microplate Multimode 
Detector (“Anthos Labtec Instruments GmbH”, 
Австрия). Количество восстановленного 
формазана прямо пропорционально количе-
ству живых клеток в культуре. По формуле 
(1) вычисляли относительную жизнеспособ-
ность клеток:

Жизнеспособность=ОП (культу ра+об ра зец)/
ОП (интактная культура)×100%,  (1)

где ОП (культура+образец) — значение оп-
тической плотности, полученное в лунках 

клеток культивируемых на поверхности 
титанового диска, ОП (интактная культу-
ра) — значение оптической плотности, по-
лученное в кон трольных лунках, содержа-
щих интактные клетки.

Статистический  анализ
Статистическая обработка была проведе-

на с помощью программы «Prism 6». Был 
использован двухфакторный дисперсион-
ный анализ (two-way ANOVA). Данные 
в таблицах представлены в виде среднего 
значения в выборке (n=6) и стандартной 
ошибки.

Результаты и их обсуждение
Результаты исследования 
биосовместимости различных образцов 
титановых имплантатов
Через 48 ч культивирования фибробла-

стов линии Balb/NIH 3 Т3 на поверхности 
образцов дисков проводили визуальную 
оценку морфофункционального состояния 
клеток. Используя стандартный протокол 
окрашивания акридиновым оранжевым, 
при помощи флуоресцентной микроскопии 
была зарегистрирована флуоресценция жи-
вых клеток, культивируемых на образцах 
титановых имплантатов. При сканирова-
нии каждого образца выявлено, что клетки 
располагаются равномерно по всей поверх-
ности исследуемых образцов, плотность 
заселения образцов имплантатов фибро-
бластами сравнима с плотностью клеток, 
культивируемых в стандартных условиях 
на стандартном культуральном пластике. 
Морфология клеток не нарушена. Анализ 
флуоресцентных изображений клеток 
на поверхности различных образцов проде-
монстрировал, что жизнеспособность по-
пуляции фибробластов составляет не менее 
80%, что соответствует жизнеспособности 
клеток, культивируемых в стандартных 
условиях на поверхности культурально-
го пластика. Следует отметить, что при-
креплен ные клетки на всех исследуемых 
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образцах титановых имплантатов были 
хорошо распластаны и имели звездчатую 
форму, т. е. были в состоянии нормального 
функционирования (рис.).
Подсчет фибробластов на всех сро-

ках наблюдения во всех 3-х исследуемых 
группах (на всех типах титановых дисков) 
и кон трольной группе показан в табл. 1. 
Двухфакторный дисперсионный анализ 
(two-way ANOVA), факторы «тип диска» 
и «время», показал отсутствие статистиче-
ски значимых различий между группами 
(FDFn; DFd=X; p>0,05).

Таким образом, титановые импланта-
ты при прямом контакте с фибробластами 
не оказывали негативного влияния на их 
адгезию и рост.
При анализе влияния различных спо-

собов обработки поверхности титановых 
имплантатов на жизнеспособность и про-
лиферацию фибробластов линии Balb/NIH 
3 Т3 были получены следующие резуль-
таты (табл. 2). Сравнительный анализ 
оптической плотности при исследовании 
уровня клеточного метаболизма куль-
тивируемых фибробластов при помощи 

Таблица 1. Число фибробластов линии Balb/NIH 3 Т3 через 24 и 48 ч культивирования на поверхности образцов 
титановых имплантатов
Table 1 Number of Balb/NIH 3T3 fi broblasts following 24 and 48 hours of culture on the surface of titanium implant 
samples

Группа Число клеток на образце 
×10 5, 24 ч

Число клеток на образце 
×10 5, 48 ч

Чистый титан 2,1±0,2 4,6±0,4
Обработка МИП 2,2±0,2 4,7±0,4

Кислотное травление 2,2±0,2 5,1±0,4
Культуральный пластик (контроль) 2,2±0,2 4,8±0,4

Гладкий титан 200× Гладкий титан 400× Энергетические потоки 
200×

Энергетические потоки 
400×

Кислотное травление 200× Кислотное травление 400× Пластик 200× Пластик 400×

Рис. Морфология мышиных фибробластов линии Balb/NIH 3T3, выращенных на поверхности образцов титано-
вых имплантатов, подвергнутых различным способам предварительной обработки.

Fig. Morphology of mouse fi broblasts of the Balb/NIH 3T3 line grown on the surface of titanium implant samples sub-
jected to various pretreatment methods.
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МТS-теста в экспериментальных и кон-
трольных лунках не выявил достоверных 
различий. Данный результат свидетельст-
вует об отсутствии изменения пролифе-
ративной активности клеток вне зависи-
мости от способа обработки поверхности 
образцов титановых имплантатов. Оценка 
жизнеспособности выявила более 90% 
жизнеспособных клеток в эксперимен-
тальных лунках, что сравнимо с кон-
трольным образцом.
Таким образом, исследуемые образцы 

титановых имплантатов продемонстриро-
вали высокую биосовместимость в in vitro 
тестах с использованием фибробластов 
линии Balb/NIH 3 Т3. Поверхность ти-
тановых дисков отвечает необходимым 
условиям культивирования клеток линии 
Balb/NIH-3T3, тем самым обеспечивая 
условия для их жизнеспособности и про-
лиферативной активности. Модификация 
структуры поверхности дисков не препят-
ствует миграции клеток, не влияет на жиз-
неспособность и пролиферативную актив-
ность клеток.

Результаты миграции примесей 
металлов из сплава ВТ1–0
Проведенный сравнительный  рентгено-

флуоресцентный анализ миграции метал-
лов показал, что поверхность титанового 
сплава после обработки МИП продемон-
стрировала результат эффективной очистки 
от примесей металлов (табл. 3).

Заключение
Обработка поверхности МИП не приво-

дит к ухудшению биосовместимости in vitro 
образцов титановых имплантатов. В сово-
купности с показанными ранее преимуще-
ствами (очистка поверхности от легкоплав-
ких примесей, удаление абразивных частиц 
после механической обработки и оплав-
ление поверхности титановых образцов, 
что позволяет сформировать развитый 
микрорельеф с заданной шероховатостью 
и отсутствием острых кромок неровностей) 
метод обработки титановых сплавов МИП 
становится перспективным для использо-
вания в медицинской промышленности.

Таблица 2. Значение оптической плотности (MTS-тест) и показатель жизнеспособности фибробластов линии 
Balb/NIH 3T3 в процентном выражении, в зависимости от способа обработки поверхности образцов титано-
вых имплантатов. Культивирование в течение 3-х сут
Table 2. Optical density values (MTS-test) and indicator of the viability index of Balb/NIH 3T3 fi broblasts in percent, 
depending on the method of surface treatment of titanium implant samples. Cultivated for 3 days

 Исследуемые образцы Чистый 
титан

Обработка 
МИП

Кислотное травление Положительный 
контроль

Оптическая плотность 0,92 0,95 0,92 1,00
Жизнеспособность,% 91,9 95,2 92,5 100%

Примечание: n=3, показаны средние значения, статистическая обработка не проводилась.
Note: n=3, mean values shown, no statistical processing performed.

Таблица 3. Сравнительные характеристики миграции примесей металлов в 0,9% р-р NaCl из сплава ВТ 1–0 без 
обработки и с обработкой мощным ионным пучком
Table 3. Comparative characteristics of migration of metal impurities into 0.9% NaCl solution from a VT 1–0 alloy 
without treatment and with treatment with a powerful ion beam

Методика обработки МИП Механическая обработка Контроль
Изменение значения рН вытяжки (ед.) 0,14 0,06 1

Миграция металлов в 0,9% р-р NaCl (мг/л):
Ti 0,03 (TiO2) 0,08 0,1
Al 0,01 0,30 0,5
Fe 0,01 0,05 0,3

Гемолиз,% 0 0,39 2
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ОЛОВООРГАНИЧЕСКИХ СОЕДИНЕНИЙ

Е.Р. Милаева1, М.А. Додохова2,*, Д.Б. Шпаковский1, Т.А. Антоненко1, А.В. Сафроненко2, 
И.М. Котиева2, Е.Ф. Комарова2, Е.В. Ганцгорн2, М.С. Алхусейн-Кулягинова2

1 ФГБОУ ВО «Московский государственный университет имени М.В. Ломоносова»
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В обзоре проанализированы данные, представленные в доступной нам медицинской и научной ли-
тературе, посвященные доклиническому изучению in vitro цитотоксических свойств оловооргани-
ческих соединений (ООС), а также основных механизмов их действия. Последние, в частности, за-
ключаются во взаимодействии со свободными SH группами белков, инициировании окислительного 
стресса, связывании с ДНК, взаимодействии с рецепторами, а также активированием апоптоза за 
счет повышения экспрессии каспаз, проапоптотических белков и уменьшением антиапоптотическо-
го белка. В зависимости от донорного лиганда ООС проявляют специфическую цитотоксичность по 
отношению к опухолевой клеточной линии. Высокий цитотоксический потенциал ООС указывает 
на целесообразность их дальнейшего изучения in vivo и разработки в качестве кандидатов для созда-
ния лекарственных средств для противоопухолевой и антиметастатической терапии.
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 This review analyzed the literature data on the in vitro preclinical study of the cytotoxic properties of or-
ganotin compounds, as well as the main mechanisms of their action. The latter consist in interacting with 
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SH groups of proteins, initiating oxidative stress, binding to DNA, interacting with receptors, as well as 
activate apoptosis by increasing the expression of caspases, proapoptotic proteins, and decreasing antiapop-
totic proteins. Organotin compounds, depending on the donor ligand, exhibit specifi c cytotoxicity towards 
certain tumor cell lines. The high cytotoxic potential indicates the possibility of further development in vivo 
and research of organotin compounds as candidates for the creation of drugs for anticancer and antimeta-
static therapy.
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Введение
Одной из актуальных задач медицинской 

химии и экспериментальной фармакологии 
на пути создания новых лекарственных 
средств (ЛС) является отбор перспектив-
ных физиологически активных соединений 
с помощью методик первичного скринин-
га. На ранних этапах тестирования того 
или иного вида активности, в т. ч. цитоток-
сической, используют модельные реакции 
и процессы либо in vitro биохимические си-
стемы, максимально приближенные к фи-
зиологическим условиям [1].
Ярким примером веществ, активно из-

учаемых в качестве кандидатов в разряд 
ЛС, являются субстанции, в состав молекул 
которых входит атом металла. На совре-
менном мировом фармацевтическом рынке 
сформировался отдельный сектор, пред-
ставленный различными ЛС на основе сое-
динений металлов (metal-based drugs).
Особый научно-практический интерес 

в настоящее время вызывают соединения 
олова, относящиеся к классу металлоорга-
нических соединений и содержащие связи 
«олово—углерод». Круг этих соединений 
чрезвычайно обширен, а их биологическая 
активность in vitro исследована достаточно 
подробно. Главной характеристикой олово-

органических соединений (ООС) является 
высокая цитотоксичность. Но именно это 
свойство может быть использовано для со-
здания протиовопухолевых ЛС нового по-
коления с механизмом действия, отличным 
от цисплатина.
ООС общей формулы RnSnX4-n представ-

ляют собой металлоорганические соедине-
ния, которые содержат, по крайней мере, 
один ковалентно связанный с атомом угле-
рода атом олова.
Активность ООС определяется несколь-

кими химическими структурными факто-
рами:

1) природой заместителей R;
2) координационной доступностью атома 

Sn для образования связи с мишенью;
3) относительно стабильной связью L-Sn 

(например, S-Sn);
4) медленной гидролитической деструк-

цией [35].
Наличие одной или нескольких кова-

лентных связей C-Sn влияет на актив-
ность соединения и зависит от числа 
и природы алкильных заместителей (R), 
связанных с Sn-центром [25]. Характер 
действия для соединений RnSnX4-n, содер-
жащих различные группы R (R=Me, Et, Pr 
и Bu), как показывает мета-анализ, зависит 
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от типа и числа групп R, а биологическая 
активность уменьшается в следующем 
ряду: n-Bu>Ph и Et>Me [35]. Вариация 
алкильного или арильного заместителя 
в ООС показала заметное влияние на би-
ологическую активность этих соединений 
[18, 26]. Как правило, тризамещенные 
производные R3SnX проявляют более вы-
сокую активность, чем R2SnX2 или RSnX3, 
тогда как R4Sn обладают крайне высокой 
токсичностью. Более низкая активность 
производных дизамещенных соединений 
R2SnX2 может быть объяснена токсично-
стью лигандов и степенью гидрофильности 
комплексов. Показано, что производные, 
содержащие две органические группы R, 
влияют на клеточный метаболизм, а три-
замещенные соединения R3SnX способ-
ствуют переносу гидроксильных ионов 
через митохондриальную мембрану [12]. 
Важно отметить, что ООС R3SnX, содер-
жащие три связи Sn-C, обладают наиболее 
высокой цитотоксичностью, причём соеди-
нения, содержащие арильные группы, ме-
нее токсичны, чем соединения с алкильны-
ми группами [22].
Триалкил- и триарилоловоорганические 

соединения могут действовать как агони-
сты ретиноидных Х рецепторов (RXR) бла-
годаря их способности координироваться 
с лиганд-связывающим доменом подтипов 
RXR, которые могут модулировать процес-
сы транскрипции [23].
Триоловоорганические соединения, та-

кие как Bu3SnCl и Ph3SnCl, проявляют вы-
раженный апоптотический эффект путем 
повышения активности каспазы, что приво-
дит к блеббингу мембран и ядерной фраг-
ментации с дальнейшим некрозом, а так-
же путем экспрессии проапоптотического 
белка р53, и повышением экспрессии дру-
гого проапоптотического белка Bax [13]. 
Напротив, экспрессия антиапоптотиче-
ского белка Bcl-2 значительно уменьша-
ется уже после 24 ч инкубации с Ph3SnCl 
(по сравнению с контрольными клетками 

и Bu3SnCl), в то время как ингибирую-
щий эффект Bu3SnCl проявляется только 
через 48 ч. При длительной инкубации дан-
ные соединения демострируют сходные ци-
тотоксические эффекты.
Органические лиганды способству-

ют модуляции биологической активно-
сти и минимизируют побочные эффек-
ты, вызванные общей токсичностью 
ООС. Замена лигандов, координирован-
ных с атомом Sn (IV), на цитопротек-
торные может привести к образованию 
соединений с высокой антипролифера-
тивной активностью in vitro против ши-
рокого спектра опухолей и одновременно 
к уменьшению их общей токсичности. 
Такие лиганды могут включать произ-
водные никотиновой кислоты, полиокса 
и биологически релевантные карбоновые 
кислоты, стероидные кислоты, лиган-
ды, содержащие фенольные фрагменты 
и основания Шиффа [5].
Группа X в соединениях RnSnX4-n мо-

жет увеличивать активность, если она 
сама обладает биологическим действием 
или способствует транспорту соединения 
к мишени, но может и снижать активность, 
если она хелатирована с атомом Sn (IV). 
Показано, что соединения со связью Sn-O 
обладают высокой активностью по срав-
нению с соединениями, в которых атом Sn 
связан с атомом S [11]. Фрагменты RnSn- 
могут легко образовывать комплексы раз-
личного состава, обладающие различной 
стабильностью с лигандами, содержащими 
донорные атомы S, N, O и P.

Целью настоящего обзора является 
обобщение представленных в литерату-
ре данных первичного скрининга in vitro 
ООС с различными донорными лиган-
дами и возможных механизмов их ци-
тотоксической активности для оценки 
перспектив исследования противоопухо-
левого и антиметастатического эффекта 
ООС in vivo.
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Оловоорганические комплексы 
с О-донорными лигандами
Растущий в последние годы интерес 

к оловоорганическим карбоксилатам в зна-
чительной степени обусловлен их струк-
турным разнообразием и широтой терапев-
тической активности. Противоопухолевая 
активность различных оловоорганических 
карбоксилатов подробно изучена [24].
Исследования in vitro (Z)-4- 

(4-цианофениламино)-4-оксобутил-2-еное-
вой кислоты (LH) и ее комплекса с трифе-
нилоловом (Ph3SnL) выявили спонтанное 
связывание этих соединений с ДНК посред-
ством интеркаляции. Экспериментальные 
данные для этих соединений, полученные 
с помощью спектральных методов и элек-
трохимических методов (циклическая 
вольтамперометрия), были сопоставимы. 
Для Ph3SnL продемонстрировано более 
прочное связывание с ДНК при 37°C и двух 
значениях pH (желудок — 4,7 и кровь — 7,4), 
причём координация оказалась стабильнее 
в кислой среде (рН 4,7). Связывание по ме-
ханизму интеркаляции также подтверждено 
методом вискозиметрии, который показал 
тенденцию к увеличению относительной 
вязкости ДНК при постепенном добавле-
нии различных концентраций соединения. 
При этом для обоих соединений не обнару-
жено антиоксидантной активности [6].
В комплексах олова с тиобарбитуровой 

кислотой (ТБК) {[Ph3Sn (O-HTBA)]•0.7 
(H2O)}n и [(n-Bu)3Sn (O-HTBA)•H2O] ли-
ганд H2TБК координирован с атомом Sn 
(IV) за счет связи Sn-O, в то время как атом 
S остается свободным. Эти соединения 
демонстрируют более высокую цитоток-
сичность, чем цисплатин: по результатам 
исследований, проведенных на клетках аде-
нокарциномы молочной железы человека 
(MCF-7), значения концентрации полума-
кисмального ингибирования (IC50) для них 
в 272 и 179 раз, соответственно, ниже, чем 
у цисплатина. Результаты определения ци-
тотоксичности in vitro показали, что ком-

плекс [(n-Bu)3Sn (O-HTBA)•H2O] проявляет 
более высокую активность по сравнению 
с {[Ph3Sn (O-HTBA)]•0,7 (H2O)}n для всех 
протестированных опухолевых клеточных 
линий человека — рак шейки матки (HeLa), 
рак яичников (OAW-42), инвазивный про-
токовый рак молочной железы (MDA-
MB-231), карцинома легкого (A549), свет-
локлеточный рак почки (Caki-1). Результаты 
анализа с использованием метода про-
точной цитометрии показали, что данные 
соединения не имеют избирательности 
воздействия, вызывая выраженный цито-
токсический ответ у нормальных и атипич-
ных клеток и остановку клеточного цикла 
в S-фазе. Апоптотическая гибель клеток 
требует прямого или косвенного взаимо-
действия с ДНК. Поскольку нет никаких 
доказательств прямого взаимодействия 
ООС с нуклеотидами при промежуточных 
значениях pH (4,0–9,5), противоопухоле-
вая активность ООС может не включать 
непосредственного взаимодействия с ДНК 
в физиологических условиях. Напротив, 
обнаружено, что комплексы ингибируют 
окисление полиненасыщенных жирных 
кислот до гидропероксидов при действии 
фермента липоксигеназы (LOX), таким 
образом, взаимодействуют с ДНК косвен-
но. Следовательно, можно предположить, 
что оловоорганические комплексы с ТБК 
могут взаимодействовать с ферментами, 
которые вызывают апоптоз атипичных кле-
ток [8].
Комплекс олова с 2-меркаптоникоти-

новой кислотой (SnMNA) также ока-
зался эффективным и перспективным 
противоопухолевым агентом в эксперимен-
тах in vitro. Так, обнаружена значительная 
антипролиферативная активность in vitro 
для двух различных линий опухолевых кле-
ток MCF-7, причем значения IC50 жизне-
способности клеток и пролиферации роста 
были значительно ниже, чем для циспла-
тина. SnMNA индуцирует существенное 
необратимое ингибирование роста клеток, 
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которое сохраняется после обработки сре-
дой без него. Данный комплекс в концен-
трации 60 нМ индуцирует апоптоз в 66 % 
клеток MCF-7. Апоптотическая смерть, 
вызванная данным комплексом, подтвер-
ждается анализом фрагментации ДНК, 
в котором наблюдаются фрагменты олиго-
нуклеосомного размера. Для данного ком-
плекса, предположительно, происходит 
гидролиз связи Sn-O с сохранением связи 
Sn-S. В результате образуется мономерный 
комплекс MNA и гидроксид трифенилоло-
ва, активность которого намного выше, чем 
для индивидуального гидроксида трифени-
лолова, что, в свою очередь, свидетельст-
вует о лучшем связывании комплекса с ак-
тивным сайтом мишени. Цитотоксичность 
карбоксилатов диметил- и дибутилолова 
на основе 3,5-ди-трет-бутил-4-гидрокси-
бензойной и 3,5-ди-трет-бутил-4-гидрок-
сифенилпропионовой кислот исследована 
по отношению к четырем типам клеточных 
линий человека: A-549, MCF-7, аденокар-
циноме толстой кишки (SW480), карцино-
ме толстой кишки (HCT-116) и диплоидной 
линии клеток человека, состоящей из фи-
бробластов (WI-38) [4].
Таким образом, при анализе данных ли-

тературы о цитотоксической активности 
ООС с О-донорными лигандами выявле-
ны следующие закономерности: активость 
производных дибутилолова намного выше, 
чем у аналогичных производных диме-
тилолова; карбоксилаты трифенилолова 
на основе полициклических жирных кис-
лот проявляют более высокую активность 
по сравнению с аналогичными производ-
ными триметилолова; в целом липофиль-
ные тризамещенные ООС активнее, чем 
дизамещенные.

Оловоорганические комплексы 
с S-донорными лигандами
Липофильные ООС RnSnX4-n являются 

мембранно-активными ксенобиотиками 
и при накоплении в липидном бислое кле-

точных мембран могут вызывать окисли-
тельный стресс в живом организме [33]. 
Основной «маршрут» в этих процессах 
связан со стимулирующим эффектом пе-
роксидного окисления липидов в присут-
ствии RnSnX4-n. ООС способны взаимо-
действовать с пероксильными радикалами 
LIPOO•, образующимися при пероксидном 
окислении ненасыщенных жирных кислот 
молекулярным кислородом, и продуциро-
вать активные органические радикалы R• 
вследствие гомолитического расщепления 
связей Sn-C в реакциях радикального заме-
щения с участием RnSnX4-n.
Оловоорганический комплекс [Ph3Sn 

(cmbzt)], (SnCMB) cmbzt (CMB)= 
5-хлор-2-меркаптобензотиазол) продемон-
стрировал выраженные цитотоксическое, 
антиметастатическое и противоопухолевое 
действия. Значения IC50 почти в 200 раз 
ниже (155 нМ), чем для цисплатина 
(32,8 μМ) на клетках леймиосаркомы (LMS). 
Соединение проявило умеренную цитоток-
сичность на клетках нормальных фибро-
бластов легких плода человека (MRC-5), 
которая проявлялась при концентрациях, 
превышающих 250 нМ. Клеточная про-
лиферация MRC-5 при значении IC50 для 
клеток LMS (155 нМ) снизилась на 17 % 
по сравнению с контролем. Однако, несмо-
тря на то, что значение IC50 для опухолевых 
клеток оказалось чрезвычайно низким, ком-
плекс способен вызывать сильное необра-
тимое ингибирование роста клеток, сохра-
няющееся после обработки средой без него 
только в дозах, более чем в 15 раз превы-
шающих значение IC50. Следовательно, 
для полного подавления пролиферации 
клеток необходимы более высокие дозы 
соединения, поскольку при низких концен-
трациях клетки проявляют лекарственную 
устойчивость [21].
Исследованы комплексы Ph3SnL с двумя 

производными тионов — 4,6-диамин-пири-
мидин-2-тионом Ph3Sn (DAPMT) и с ими-
дазолидин-2-тионом Ph3Sn (HIMT)Cl. Была 
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измерена цитотоксичность комплексов 
после 48-ми ч инкубации на клеточных 
опухолевых линиях HeLa, MCF-7 и SK-
LMS-1 и нормальных фибробластах чело-
века, выделенных из легких (CCD39Lu). 
Изменения в клеточной морфологии мож-
но было наблюдать уже через 24 ч об-
работки. Результаты показали, что оба 
комплекса обладают выраженной цитоток-
сической активностью. Важно отметить, 
что сами лиганды (DAMPT, HMIT) неак-
тивны в исследуемом диапазоне концентра-
ций, в то время как оба комплекса обладают 
сходной активностью. Соединения наибо-
лее эффективны в отношении клеток SK-
LMS-1 (IC50=0,1 μМ), что важно, поскольку 
доступные в настоящее время методы лече-
ния лейомиосаркомы неэффективны. Оба 
комплекса обладают избирательной цито-
токсичностью, а именно — относительно 
нормальных клеток — в 4 раза и в 3 раза, 
соответственно, более активны в случае 
SK-LMS-1, чем для CCD39Lu: IC50 состав-
ляет 0,4 и 0,34 μМ, соответственно [17]. 
Такая селективность редко встречается 
для ООС и перспективна в случае рассмо-
трения соединения в качестве кандидата 
в химиотерапевтические агенты.
Соединения на основе бис (3,5-ди-трет-

бутил-4-гидроксифенил)олова с гетеро-
цик лическими тиоамидами — 2-мер кап-
то пи ри мидином (PMTH), 2-меркапто-
4-метилпиримидином (MPMTH), 2-меркап-
топиридином (PYTH), 2-меркаптобензоти-
азолом (MBZTH) — были протестированы 
на цитотоксичность in vitro в отношении 
MCF-7. Соединения проявили более вы-
сокую цитотоксическую активность, чем 
цисплатин. Противоопухолевая активность 
этого ряда соединений зависит от природы 
тиоамида и наличия затрудненного феноль-
ного фрагмента, способного образовывать 
относительно стабильные феноксильные 
радикалалы [31].
Биологическая активность соединений 

Sn (IV) с 2,6-ди-трет-бутил-4-меркапто-

фенолом оценивалась на раковых клеточ-
ных линиях MCF-7 и HeLa и сравнивалась 
с нормальными клетками линии MRC-5. 
Наибольшая активность в отношении обеих 
опухолевых клеточных линий была опреде-
лена для комплекса трифенилолова со зна-
чениями IC50 250 нМ (MCF-7) и 160 нМ 
(HeLa). Высокая антипролиферативная ак-
тивность объясняется высокой липофиль-
ностью и способностью взаимодейство-
вать с SH-группами тубулина, что влияет 
на митотическую активность. В данном 
исследовании показано, что введение цито-
протекторной фенольной группы снижало 
цитотоксичность соединений, и была до-
стигнута некоторая селективность, более 
выраженная цитотоксичность в отноше-
нии злокачественных клеток по сравнению 
с нормальными [32].

Оловоорганические комплексы 
с N-донорными лигандами
Модификация молекул ООС путем вве-

дения углеводного фрагмента может при-
вести к увеличению растворимости мо-
лекулы и минимизации неспецифичной 
токсичности. Проводятся исследования, 
посвященные синтезу новых хелатных 
производных сахаридов, обеспечивающие 
возможность связывания и повышения 
стабильности образующихся комплек-
сов металлов. Например, одним из ли-
гандов является D-глюкозамин, приме-
няемый в качестве пищевой добавки. 
Преимущество такого подхода заключает-
ся в том, что для агента становятся доступ-
ны углеводные транспортные и метаболи-
ческие пути в организме.
Противоопухолевую активность ком-

плексов с глюкозаминами in vitro определя-
ли посредством скрининга 20-ти различных 
клеточных линий карциномы человека раз-
личного гистологического происхождения. 
Соединения показали выраженную цито-
токсическую активность только в отноше-
нии клеточной линии карциномы ротовой 
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полости человека (DWD) при значении IС50 
< 10 μΜ) [34].
ООС на основе 5,7-ди-трет-бу-

тил-1,2,4-триазоло [1,5-a] пиримидина (dbtp) 
и 5,7-дифенил-1,2,4-триазоло [1,5-a] пири-
мидина (dptp) продемонстрировали дозо-
зависимый антипролиферативный эффект 
в отношении клеток гепатоцеллюляр-
ной карциномы (HepG2), HeLa и MCF-7. 
Как правило, цитотоксичность соединений 
соответствует порядку Bu>Ph>Et>Me в от-
ношении атипичных клеток. Производные 
бутил- и фенилолова ингибируют рост 
клеток в S-фазе, вызывая апоптоз, значе-
ния IC50 лежат в диапазоне 0,3–1,2 μМ [7].
Искаженные октаэдрические одноядер-

ные соединения Sn (IV) 4’-pN, N-бис (2-ги-
дроксиэтил) бензил-2,2’: 6,2”-терпиридин 
и 4’-p-9-антраценвинил-2,2’: 6,2”-терпи-
ридин демонстрируют более высокую 
или сходную цитотоксичность в отношении 
клеточных линий HeLa и MCF-7 по сравне-
нию с цисплатином [30].
В ряде данных соединений производное 

монометилолова проявляет более высокую 
активность. Учитывая, что ООС с одной 
фенильной группой проявляет сходную ак-
тивность с соответствующим дизамещен-
ным производным, активность соединений 
монометилолова следует связывать с их бо-
лее низкой липофильностью.
Имины, или основания Шиффа, являются 

универсальными лигандами в координаци-
онной химии ввиду простоты их синтеза, 
широкого биомедицинского применения 
и способности образовывать стабильные 
комплексы с оловом. В ряду ароматических 
оснований Шиффа производные пиридок-
саля и их комплексы с металлами вызыва-
ют интерес ввиду их высокой противоопу-
холевой активности. Пиридоксальфосфат 
является биологически активной формой 
витамина B6, действующей в качестве ко-
фермента в биосинтетических и регулятор-
ных процессах. В присутствии ионов ме-
таллов пиридоксаль может катализировать 

важные метаболические реакции (переами-
нирование, декарбоксилирование и раце-
мизация аминокислот) [27].
ООС (IV) с основаниями Шиффа 

2,2’-{пиридин-2,6-диилбис [(E) метани-
лилиден (E) азанилилиден]}дифенолята, 
были протестированы в отношении кле-
ток колоректальной аденокарциномы, типа 
С (HCT-15), MCF-7, миелогенного лейко-
за (K562), глиобластомы человека (U251), 
рака простаты (PC-3) и аденокарциномы 
легкого человека (SKLU-1). Соединения 
проявляют более высокую активность, чем 
цисплатин (до 52 раз), по отношению к кле-
точной линии K562. Диапазон IC50 состав-
ляет 0,29–5,30 μМ в случае линии клеток 
K562. Наименьшее значение IC50 демон-
стрирует ООС, в молекулах которого груп-
пы Cl и NO2 находятся в ароматическом 
кольце [16].
Дизамещенные ООС N- (2-пиридилме-

тилен)ариламина оценивали на панели 
клеточных линий, таких как почечная кар-
цинома человека (A498), аденокарцинома 
молочной железы (EVSA-T), немелкокле-
точная карцинома легкого человека (H226), 
рак яичника человека (IGROV), меланома 
человека (M19 MEL), MCF7 и рак толстой 
кишки человека (WIDR).
Показано, что цитотоксический потенциал 

зависит от природы группы при атоме олова 
и длин связей Sn-N (при более длинных свя-
зях соединения проявляют более высокую 
активность). Диапазон значений IC50 состав-
ляет от 0,003 до 4,82 μМ [10].
Цитотоксичность комплексов с осно-

ваниями Шиффа, имеющих общие фраг-
менты пиридоксаля и фенола, была изуче-
на in vitro на пяти линиях рака человека: 
U-251, K-562, HCT-15, MCF-7 и SKLU-1. 
Основные структурные различия в этих 
молекулах заключаются во введении в аро-
матическое кольцо заместителей в двух 
различных положениях аминофенольной 
части, а также в природе органической 
группы при атоме олова (Bu, Ph). Данные 
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по активности после 48-ми ч культиви-
рования показали, что все производные 
пиридоксаля были значительно более ци-
тотоксичны, чем цисплатин, используе-
мый в качестве положительного контроля. 
Отмечено, что присутствие нитрогруппы 
или атома галогена (F, Cl) в ароматическом 
кольце приводит к повышению активности 
ООС. Биоизостерическая замена Н на F 
обусловливает возрастание активности 
для линий HCT-15, K-562 и SKLU-1, в от-
личие от замены атома S на О, что умень-
шает цитотоксичность. Анализ влияния 
заместителей в положениях C-8 и C-9 аро-
матического кольца для комплексов дибу-
тилолова показал, что присутствие элек-
троноакцепторных групп увеличивает 
активность для всех протестированных 
клеточных линий. Кроме того, присутст-
вие нитрогруппы в положении C-9 для че-
тырех клеточных линий (за исключением 
K-562) показывает самую высокую ингиби-
рующую активность по сравнению с ком-
плексами с нитрогруппой в положении 8. 
Производные фенилолова были менее ток-
сичны, чем комплексы. Кроме того, ком-
плексы, замещенные в положении 8, были 
более токсичными, чем в положении 9. 
Более низкая токсичность наблюдалась 
также для комплексов, которые содержа-
ли нитрогруппу и обладали более высокой 
цитотоксичностью по отношению к кле-
точным линиям U-251, HCT-15, MCF-7 
и SKLU-1 [14].
Октаэдрические дизамещенные олово-

органические комплексы с основаниями 
Шиффа, полученные из 7-метокси-2-гидрок-
си-1-нафтальдегида, 1,2-фенилендиамина 
и салицилальдегида, испытаны в отноше-
нии клеточной линии рака носоглотки (KB). 
Комплекс диэтилолова показал наиболее 
высокую цитотоксичность (IC50=0,35 μМ) 
в отношении клеток KB, сопоставимую 
с цисплатином. Исследования показа-
ли, что соединения взаимодействуют 
с ДНК. Установлено, что данные комплексы 

олова плотно прилегают к сайту связывания 
цисплатина, а энергия связывания комплек-
са больше, чем для цисплатина [28].
Биядерные ООС на основе арилгидразо-

нов β-дикетона протестированы на линиях 
HeLa, KB и HepG2. Показано, что соедине-
ния проявляют селективность по отноше-
нию к клеткам KB. Производные диалкило-
лова с нитрозаместителем более активны, 
чем незамещенные, и значительно превы-
шают по токсичности цисплатин в отноше-
нии клеток HeLa [29].

Заключение
Обобщение данных, представленных 

в доступной нам литературе, позволяет за-
ключить, что ООС обладают высокой ци-
тотоксической активностью. Свое токсиче-
ское действие они проявляют посредством 
ряда механизмов, включая ингибирование 
ферментов как общих, так и специфиче-
ских путей клеточного метаболизма, фер-
ментов биотрансформации органических 
ксенобиотиков фазы I и фазы II (тем самым 
препятствуя детоксикации), ингибирование 
выведения стероидов и агонизм с ретиноид-
ными Х рецепторами (RXR) или ультраспи-
раклом (USP), которые обычно взаимодей-
ствуют с другими ядерными рецепторами, 
такими как рецептор, активируемый проли-
фератором пероксисом (PPAR-g) [20].
Различные исследования показывают, 

что ООС влияют на макромолекулы клет-
ки (ДНК или белки), а также на энергетику 
клетки и функции митохондрий, взаимо-
действуют с клеточными мембранами, уве-
личивают концентрацию Ca 2+ в цитоплаз-
ме [3]. Для большинства ООС показано, 
что они вызывают апоптотическую гибель 
клетки. Апоптоз вызывается либо за счет 
влияния ООС на редокс-сигнальные пути 
клеток (накопление активных метаболи-
тов кислорода (АМК)), либо нарушением 
проницаемости мембран митохондрий, 
активации каспаз или ввиду взаимодейст-
вия с ДНК, уменьшением выработки анти-
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апоптотического белка Bcl-2 [38]. Кроме 
того, ингибирование ферментов, вызванное 
ООС, также связано с их антипролифера-
тивной активностью. Известно, что один 
из механизмов действия ООС определяется 
их способностью связываться с сульфги-
дрильными группами белка тубулина, иг-
рающего ключевую роль в формировании 
микротрубочек и клеточной пролифера-
ции. В результате, нарушается репликация 
и транскрипция ДНК, что приводит к за-
держке клеточного цикла и, в конечном 
итоге, — к апоптозу [2, 19, 32].
ООС, несмотря на свою высокую ток-

сичность, демонстрируют широкий спектр 
биологической активности, обладая уни-
кальными характеристиками, такими 
как каталитическая и окислительно-восста-
новительная способность, структурное раз-
нообразие, тенденция к обмену лигандов 
и разнообразие доступных взаимодействий 
с биологическими мишенями [9, 15].
На основании выполненного анализа 

доступной нам литературы можно резю-
мировать, что в зависимости от донорного 
лиганда ООС проявляют различную цито-
токсическую активность и специфичность. 
В связи с этим, обнаружение специфично-
сти действия ООС открывает перспективы 

для поиска среди них химиотерапевтических 
средств, действующих на конкретные виды 
опухолей. В значительном числе проведен-
ных in vitro исследований производные ООС 
продемонстрировали значительный цито-
токсический потенциал на различных опу-
холевых клетках, однако их специфический 
механизм действия все еще остается пред-
метом дискуссий, что указывает на целесо-
образность их дальнейшего изучения in vivo 
и разработки в качестве кандидатов для со-
здания ЛС для противоопухолевой и анти-
метастатической терапии.
Для широкого спектра ООС установлена 

также противоопухолевая и/или антиме-
тастатическая активность на стандартных 
и альтернативных опухолевых моделях 
в исследованиях in vivo [36, 37].
Детальный анализ соотношения структур 

ООС и цитотоксической активности in vitro 
и in vivo описанных в литературе субстан-
ций будет использован для выбора наи-
более перспективных кандидатов в про-
тивоопухолевые лекарственные средства 
для дальнейших собственных доклиниче-
ских исследований выбранных соединений 
и/или направленного синтеза молекул ООС 
с целью получения оптимального соотно-
шения «активность—токсичность».
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