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ПРИМЕНЕНИЕ МОЛЕКУЛЯРНО-БИОЛОГИЧЕСКИХ МЕТОДОВ 
ОЦЕНКИ ЭКСПРЕССИИ ЦИТОКИНОВ И СИРТУИНОВ 

В БИОМОДЕЛИРОВАНИИ ПРЕДЕЛЬНЫХ ФИЗИЧЕСКИХ 
НАГРУЗОК СПОРТСМЕНОВ

В.Н. Каркищенко, Н.В. Петрова*, В.В. Слободенюк, Н.А. Ларюшина 
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России»

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

Мини-пиги являются адекватной биомоделью для характеристики процессов работоспособности 
и выносливости, а также для проведения исследований в области спортивной медицины. Для про-
ведения такого рода исследований нами предложены гены-мишени из семейств белков цитокинов 
и сиртуинов: IL-6, HMGB1, TNF (гены, отвечающие за синтез белков, относящихся к группе цитоки-
нов) и SIRT (трансфераза из семейства белков-сиртуинов). Особый интерес для данного исследова-
ния представляет ген SIRT1 как активатор митохондриальной активности при физической нагрузке. 
Созданы системы ПЦР в реальном времени, благодаря которым станет возможным проводить оцен-
ку влияния различных препаратов при доклинических исследованиях на лабораторных мини-пигах.

Ключевые слова: работоспособность, выносливость, мини-пиги, ПЦР-системы, цитокины, SIRT
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
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APPLICATION OF BIOMOLECULAR METHODS 
FOR ESTIMATING CYTOKINE AND SIRTUIN EXPRESSION 

IN BIOSIMULATION OF ULTIMATE PHYSICAL LOAD 
OF ATHLETES

Vladislav N. Karkischenko, Nataliya V. Petrova*, Vladimir V. Slobodenyuk, 
Nadezhda A. Laryushina

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

Mini-pigs are an adequate biomodel for characterizing the processes of working capacity and endurance, as 
well as for conducting investigations in the fi eld of sports medicine. For this kind of research, we propose 
gene targets from the families of cytokine and sirtuin proteins: IL-6, HMGB1, TNF (genes responsible for 
the synthesis of proteins belonging to the cytokine group) and SIRT (transferase from the family of sirtuin 
proteins). The SIRT 1 gene presents particular interest as an activator of mitochondrial activity during exer-
cise. Real-time PCR systems were created, allowing assessment of the effect of various drugs on laboratory 
mini-pigs in preclinical studies.
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Введение
Для проведения исследований по влия-

нию различных препаратов на работоспо-
собность лабораторных животных тре-
буются обученные особи, на которых 
возможно моделировать тренировочный 
процесс, для чего в лаборатории спортив-
ной биомедицины НЦБМТ ФМБА России 
успешно используются мини-свиньи свет-
логорской популяции. При проведении ис-
следований для оценки работоспособности 
и выносливости животные получают физи-
ческую нагрузку во время бега на тредбане 
[1, 3].
Ранее нами было проведено молекуляр-

но-генетическое исследование, результаты 
которого свидетельствуют, что ген NFE2L2, 
кодирующий фактор транскрипции Nrf2, 
активно экспрессируется в ответ на оксида-
тивный стресс в клетках организма живот-
ных. Нами показано, что ген NFE2L2 может 
служить оценочным критерием при про-
ведении исследований работоспособности 
и выносливости для индивидуального отбо-
ра по группам. На данный момент он реко-
мендован для проведения оценки влияния 
фармакологических препаратов на восста-
новительные свойства организма, при воз-
можном выборе фармнутриентов и экстра-
поляции исследований на человека [1]. 
Возможность повлиять на экспрессию 

гена NFE2L2 может усилить способность 
организма к адаптации в условиях кисло-
родного голодания. Спортивная трениров-
ка — самая оптимальная и естественная мо-
дель усиленной диссимиляции как причины 

оксидативного стресса. Важным практиче-
ским результатом и показателем адаптации 
является повышение работоспособности. 
Уровень физической работоспособности 
весьма индивидуален и зависит от многих 
факторов: генетический полиморфизм, пол, 
возраст, состояние здоровья, двигательная 
активность и др. [1]. Для углубленного из-
учения и понимания этих процессов нами 
поставлена цель — поиск новых генов-ми-
шеней и создание ПЦР-систем в реальном 
времени.
Был выделен ряд генов-мишеней, в раз-

личной степени влияющих на выносли-
вость данной конкретной особи. Мишенями 
для молекулярных исследований являлись 
уровни экспрессии следующих генов: IL-6, 
HMGB1, TNF (гены, отвечающие за синтез 
белков, относящихся к группе цитокинов) 
и SIRT (трансфераза из семейства белков-
сиртуинов) [2, 4–7].
Ген IL-6 является провоспалительным ци-

токином, принимающим участие в воспали-
тельной реакции, также является сильным 
эндогенным пирогеном (способен вызы-
вать лихорадку при инфекционных и ауто-
имунных поражениях), а также участвует 
в созревании ряда иммунокомпетентных 
тканей, в т. ч. В-клеток. Нарушение регуля-
ции в синтезе данного белка ассоциируется 
с такими заболеваниями, как миксома сер-
дца, неалкогольная жировая болезнь пече-
ни, ревматоидный артрит, а также в клеточ-
ном массиве миеломы [7].
Ген TNF кодирует полифункциональный 

цитокин. Данный белок продуцируется 
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в основном клетками макрофагами, спо-
собен вызывать гибель линий опухолевых 
клеток. Ассоцируется с такими болезнями, 
как неалкогольная жировая болезнь печени, 
различные формы рака [7].
Ген HMGB1 кодирует цитокин, принад-

лежащий суперсемейству High mobility 
Group-box. Участвует в организации и регу-
ляции транскрипции ДНК. Обычно содер-
жится в нуклеоплазме. Вне клетки он явля-
ется индуктором ряда провоспалительных 
цитокинов. Его связывают с подавлением 
эпигенетических генов и рекомбинации 
рДНК, а также процессом старения и неко-
торыми возрастными патологиями [2, 7].
Наиболее полно отвечает нашим целям 

семейство белков-сиртуинов. SIRT — кле-
точные белки, которые, в т. ч., связаны с уве-
личением продолжительности жизни. Это 
семейство включает семь белков, кодируе-
мых генами SIRT1-7 [6, 7]. Сиртуины игра-
ют важную роль в ответе на стресс, регу-
ляции циркадных ритмов, эпигенетической 
регуляции и имеют решающее значение 
для клеточного метаболизма (митохондри-
альный биогенез). Исследования показыва-
ют, что повышенная активность сиртуинов 
способствует продолжительности жизни 
у разных животных. Из семи других сир-
туинов семейства SIRT1 является наиболее 
изученным. При этом активация SIRT1 при-
водит к положительным изменениям в ор-
ганизме: уменьшение ДНК повреждений, 
уменьшение окислительного стресса, сни-
жение уровня воспаления. Активация SIRT1 
может приводить к улучшению клинической 
картины при диабете, сердечно-сосудистых 
заболеваниях, артрите, нейродегенератив-
ных заболеваниях и некоторых видах рака 
и может замедлять старение [4–7].
Т. о., данный ген является индуктором 

митохондриальной активности, в т. ч. вну-
тримышечного волокна, и способствует 
повышению выносливости. В соответствии 
с этим ген SIRT1 является подходящим кри-
терием для оценки физической активности 

и восстановительного периода после на-
грузки как у лабораторных животных, так 
и у человека.

Цель работы — создание и оптими-
зация ПЦР-систем в реальном времени 
для мониторинга уровня экспрессии инте-
ресующих нас генов-мишеней IL-6, TNF, 
HMGB1, Sirt для мини-пигов.
Задачи работы:
1. Оценка мини-пигов как предполага-

емых подопытных животных в ряде экс-
периментов по оценке изменений уровней 
цитокинов и сиртуинов при повышенных 
нагрузках и в ответ на развитие оксидатив-
ного стресса. 

2. Биоинформационный анализ лите-
ратурных источников (с помощью базы 
NCBA) с целью поиска специфичных и наи-
более перспективных нуклеотидных после-
довательностей мишеней для создания ра-
бочих праймеров и флюоресцентного зонда 
к генам IL-6, TNF, HMGB1, Sirt мини-пигов.

3. Оптимизация синтезированных прай-
меров с использованием в качестве биома-
териала выделенной из цельной крови ми-
ни-пигов лейкоцитарной фракции.

Материалы и методы
Объект исследования
Для мини-пигов доступны различные 

оценочные методики, в т. ч. биохимиче-
ские и физические показатели. При этом 
животные не достигают больших разме-
ров (их вес колеблется в пределах 10–80 кг, 
в то время как полноразмерные животные 
весят 450–500 кг), однако сохраняют плодо-
витость (до 12-ти поросят за один опорос) 
своих сельскохозяйственных собратьев.
Сходство биохимических анатомо-физи-

ологических процессов у мини-пигов и че-
ловека достаточно велико для проведения 
биохимических и гематологических ис-
следований. При этом полученные данные 
будут иметь высокую прогностическую 
ценность.
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Материалом для исследования служила 
цельная кровь мини-пигов. В нашем ис-
следовании забор крови осуществлялся 
у мини-свиней светлогорской популяции, 
как ранее применявшихся в подобного рода 
исследованиях. Забор материала осуществ-
ляли при помощи вакуумных пробирок BD 
Vacutainer Plus с крышкой BD Hemogard 
с К2ЭДТА на 10 мл. 

Критерии создания праймеров 
для ПЦР-системы в реальном времени
Для решения данной задачи мы использо-

вали следующие критерии подбора олиго-
нуклиотидных последовательностей:

• процентная доля комплиментарных 
оснований G-C может составлять от 20 
до 80% всей последовательности (актуаль-
но и для праймеров и для зонда);

• температура отжига работающих в паре 
праймеров не должна различаться более 
чем на 2°С, при этом температура отжига 
зонда должна быть на 5–10°С выше темпе-
ратуры отжига праймеров;

• четыре 3’-концевых нуклеотида 
не должны быть комплиментарны самому 
парному праймеру и зонду;

• у зонда на 5’ конце не должно быть G 
основания;

• длина олигонуклеотидной последова-
тельности праймера составляет 20–30 нук-
леотидов;

• длина ПЦР-продукта составляет 50–
200 нуклиотидов;

• расстояние между флюорофором и га-
сителем не должно быть меньше 5–6 нук-
леотидов;

• спектр поглощения гасителя должен 
перекрываться со спектром излучения 
флюорофора.
Зачастую при подборе праймеров можно 

использовать автоматические программы, 
позволяющие находить подходящие реги-
оны, однако в большинстве случаев опти-
мальные пары требуют подбора вручную.

Исследования методом ПЦР в режиме 
реального времени
Оптимизация праймеров для генов IL-6, 

TNF, HMGB1, Sirt мини-пигов проводили 
методом ПЦР  в режиме реального времени. 
Амплификацию проводили на детектиру-
ющем амплификаторе CFX-96 («Bio-Rad», 
США) с использованием специфических 
праймеров и зонда (табл. 1).
Из исследуемого материала выделяли 

лейкоцитарную фракцию при помощи ре-
агента «Фиколл-урографин» в соответст-
вии с инструкцией фирмы-производите-
ля («ДНК-Технология», Россия). Далее 
из очищенного материала выделялась смесь 
РНК-ДНК с помощью набора для выделе-
ния «Рибо-сорб», согласно коммерческой 
инструкции («AmpliSens», Россия). Синтез 
первой цепи кДНК проводили согласно ин-
струкции «Комплект реагентов для получе-
ния кДНК на матрице РНК «РЕВЕРТА-L» 
(«ИнтерЛабСервис», Россия). Количество 
исследуемых кДНК в образцах рассчиты-
вали путем определения пороговых циклов 
ПЦР. 
Оптимизацию праймеров для генов IL-6, 

TNF, HMGB1, Sirt мини-пигов проводили 
методом ПЦР в режиме реального времени. 
Амплификацию проводили на детектиру-
ющем амплификаторе CFX-96 («Bio-Rad», 
США) с использованием специфических 
праймеров и зонда (табл. 1). Стадию ам-
плификации кДНК IL-6, TNF, HMGB1, Sirt, 
на детектирующем амплификаторе CFX-
96 («Bio-Rad», США) в режиме реального 
времени проводили в 25 мкл смеси соста-
ва: ПЦР-буфер (×10): 700 mMТрис-HCl, 
pH 8,6 / 25°C, 166 mM (NH4)2SO4, 25 mM 
MgCl2, 0,2 mM dNTPs, Taq-полимераза. 
Амплификация проводилась по протоколу 
с градиентом: на стадии отжига температу-
ра в каждой лунке изменялась в диапазоне 
от 65°С до 55°С в ячейках (в вертикальных 
столбиках) с А по Н, оставаясь стабильной 
в горизонтальных рядах. 
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Результаты и их обсуждение
Подбор оптимальных условий проведе-

ния амплификации представлен в табл. 2. 
Исходя из времени «подъёма» детек-

тируемой амплификации каждой из проб 
и выхода кривой на плато, представленных 
на рисунке, были определены оптимальные 
температуры отжига каждого из праймеров. 
Чем меньше цикл «подъёма», тем больше 
активность праймера в аналогичной пробе 
и, соответственно, более близкая к оптиму-
му температура.

Заключение
Светлогорские мини-свиньи проявляют 

себя как легко обучаемые животные и яв-
ляются оптимальной моделью для прове-
дения экспериментов, связанных с физиче-
скими нагрузками.
В результате биоинформационного анали-

за литературных данных были созданы спе-
цифические ПЦР-системы с флюоресцент-

ными зондами «в реальном времени» к генам 
IL-6, TNF, HMGB1, SIRT. Экспериментально 
подобраны оптимальные температуры от-
жига и концентрации ПЦР-смеси для каж-
дого гена.
Показано, что выбранные гены-мишени 

могут быть применимы в качестве оценоч-
ного критерия молекулярнo-генетических 
механизмов оксидативного стресса в клет-
ках, а также могут являться специфичными 
показателями при проведении исследова-
ний работоспособности и выносливости 
для индивидуального отбора по группам. 
Рекомендованные ПЦР-системы готовы 
для проведения исследований влияния 
фармакологических препаратов на восста-
новительные свойства организма, при воз-
можном выборе фармнутриентов и экстра-
поляции исследований на человека. Также 
выбранные гены-мишени могут быть ис-
пользованы при моделировании ревмато-
идного артрита, сопровождающегося хро-

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

Исследуемая мишень Олигонуклеотидные праймеры и зонд
IL-6sus F 5’’-TCCAGACAAAGCCACCACCC-3’
IL-6sus R 5’-CGTGGACGGCATCAATCTCA-3’

IL-6sus ROX GTCACAGAACGAGTGGATGAAGAAC-BHQ2
TNFsus F 5’-TCTCCTTCCTCCTGGTCGCA-3’
TNFsus R 5’-CGACGGGCTTATCTGAGGTT-3’

TNFsus ROX ACGCTCTTCTGCCTACTGCACTTCG-BHQ2
HMGB1sus F 5’-TGAAGAGGATGAGGAGGAGG-3’
HMGB1sus R 5’-CCACCAGGACAGGGCTATCT-3’

HMGB1sus ROX AGGATGAGGAGGAAGAAGAAGATGA-BHQ2
Sirt sus F 5’-TGGTTTGGAAGATGATGCTG-3’
Sirt sus R 5’-CCCTAATGCTGGTGGAACAA-3’

Sirt sus ROX GAAGTGACCAAGAGGCAGTTAATGA-BHQ2

Таблица 2. Режимы проведения амплификации в реальном времени
Table 2. Conditions of real-time PCR

Режимы Температура Продолжительность Количество циклов
Начальная денатурация 95°С 5 мин 1

Денатурация 95°С 20 с
45Отжиг 55–65°С 40 с

Элонгация 72°С 30 с
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ническим воспалительным аутоимунным 
процессом, что позволит отслеживать ин-

тенсивность протекания заболевания и эф-
фективность проводимой терапии.
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Рис. Логарифмическая кривая амплификации. По оси абсцисс откладываются относительные единицы флуо-
ресценции, по оси ординат — циклы амплификации.
Fig. Logarithmic curve of amplifi cation. Axis X presents relative fl uorescent units and Axis Y presents number of 
amplifi cation cycles.
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Статья посвящена изучению изменений в клеточном составе бронхоальвеолярного лаважа во вре-
мени при моделировании острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) у мышей с последу-
ющим однократным введением Лейтрагина. У интактных животных в бронхоальвеолярном лаваже 
преобладают макрофаги, что является физиологической нормой. При моделировании ОРДС про-
исходит нарастание нейтрофилов. Однократное введение Лейтрагина достоверно уменьшает коли-
чество нейтрофилов с одновременным нарастанием макрофагов к 72-м ч, т. о. приводя клеточный 
состав лаважа к норме.
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ANALYSIS OF THE CELLULAR COMPOSITION 
OF BRONCHOALVEOLAR LAVAGE IN THE MODELING 

AND TREATMENT OF ACUTE RESPIRATORY 
DISTRESS SYNDROME IN BIOMODEL MICE

Oksana V. Alimkina*, Aleksandra Е. Petrenko, Elena S. Savchenko, Nastasya S. Ogneva, 
Lidiya A. Taboyakova, Sergey V. Maksimenko, Mariya M. Skripkina, Mariya M. Borisova

Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the Federal Medical and Biological Agency of Russia
143442, Russian Federation, Moscow Region, Krasnogorsk District, Svetlye gory village, building 1

This article investigates changes in the cellular composition of bronchoalveolar lavage over time in the 
modeling of acute respiratory distress syndrome (ARDS) in mice, followed by a single administration of 
Leutragine. In intact animals, macrophages predominate in bronchoalveolar lavage, which is the physio-
logical norm. When modeling ARDS, neutrophils increase. A single administration of Leutragine leads to a 
signifi cant reduction in the number of neutrophils and a simultaneous increase in macrophages in 72 hours, 
thus bringing the cellular composition of lavage to normal.
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Введение
Острый респираторный дистресс-син-

дром (ОРДС) — тип дыхательной недоста-
точности, характеризующийся быстрым 
началом широкого воспалительного про-
цесса в легких [8]. ОРДС чаще возникает 
в первые 12–48 ч от начала основного забо-
левания [5] и характеризуется избыточной 
продукцией провоспалительных цитокинов 
и хемокинов, массивной инфильтрацией 
нейтрофилов в легкие, эндотелиальной 
дисфункцией, микротромбозом, интерсти-
циальным и альвеолярным отеком, гибелью 
альвеолярных эпителиальных клеток и ак-
тивацией макрофагов [9].
Лейтрагин — это гексапептид, агонист 

δ-опиоидных рецепторов с аминокислотной 
последовательностью Tyr-D-Ala-Gly-Phe-
Leu-Arg, структурный аналог фрагмента 
1–6 эндогенного опиоидного пептида ди-
норфина 1–17, полученный заменой остат-
ка Gly во втором положении на D-Ala. 
Динорфин 1–17 производится многими 
клетками, в т. ч. лейкоцитами, и подверга-
ясь биотрансформации в месте воспаления 
с образованием фрагментов, в т. ч. динор-
фина 1–6, способен ингибировать канони-
ческий путь активации транскрипционного 
ядерного фактора каппа В (NF-κB), подав-
ляя т. о. транскрипционную активацию NF-
κB-зависимых генов, кодирующих прово-
спалительные цитокины, хемокины и др. 
медиаторы воспаления [2].

Цель работы — изучение клеточного 
состава бронхоальвеолярного лаважа в мо-

дели фатального ОРДС у мышей линии 
C57Bl/6Y с последующим однократным 
введением Лейтрагина в качестве лечения.

Материалы и методы
Дизайн эксперимента
Исследования проводились в Научном 

центре биомедицинских технологий Феде-
рального медико-биологического агентства 
(ФГБУН НЦБМТ ФМБА России) на мы-
шах-самцах линии C57Bl/6Y массой 18–
21 г, полученных из филиала «Столбовая» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России и прошед-
ших 14-дневный карантин. Содержание 
и обращение с животными в эксперимен-
те соответствовали требованиям приказа 
Минздрава России от 01.04.2016 г. № 199н 
«Об утверждении Правил надлежащей ла-
бораторной практики»; правилам, принятым 
Европейской Конвенцией по защите позво-
ночных животных, используемых для экс-
периментальных и иных научных целей [3]; 
утвержденному письменному протоколу, 
в соответствии со Стандартными операци-
онными процедурами исследователя (СОП); 
санитарным правилам по устройству, обо-
рудованию и содержанию эксперименталь-
но-биологических клиник (вивариев) [7]. 
Животные содержались в вентилируемых 
клетках при температуре воздуха 20–22°C, 
относительной влажности 40–60 %, свето-
вом режиме 12:12 с включением света в 8.00. 
Использовался полнорационный корм 
ПК-120 (ООО «Лабораторкорм», Россия) 
при свободном доступе к водопроводной 
питьевой воде.
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Модель острого респираторного 
дистресс-синдрома (ОРДС)
Животные были отобраны в эксперимент 

методом рандомизации и разделены на две 
группы по 75 особей в каждой. Обеим 
группам животных вводили ингаляцион-
но внутрилегочно α-галактозилцерамид 
в дозе 1 мкг/мышь и через 24 ч под общим 
наркозом вводили интратрахеально смесь 
липополисахарида E. coli в количестве 
1 мг/мышь с добавлением 10 мкл/мышь 
полного адъюванта Фрейнда, обозначае-
мую как LPS [1]. Далее одной из групп 
через 30 мин после введения LPS ин-
галяционно вводили Лейтрагин в дозе 
100 мкг/мышь.
В каждую временную точку — 15, 

30 и 45 мин, 1, 1,5, 2, 3, 4, 5, 6, 12, 18, 24, 
48 и 72 ч — выводили 5 животных из ка-
ждой группы. Точка отсчета — через 30 мин 

после ингаляции Лейтрагином. Животные 
подвергались эвтаназии, после чего отби-
рали бронхоальвеолярную легочную жид-
кость (БАЛЖ).
Получение БАЛЖ (смыва) — это проце-

дура, используемая для изучения клеточ-
ного и внеклеточного содержимого про-
странства легких [4]. В качестве жидкости 
для промывания использовали изотониче-
ский физ. р-р. Чтобы избежать поврежде-
ния тканей легкого в результате введения 
омывающей жидкости, объём составил 
1 мл [4]. Промывку делали два раза, осто-
рожно вводя раствор в легкие и выкачивая 
его обратно. Для подсчета общего количе-
ства клеток и их дифференцировки образец 
БАЛЖ прогоняли через гематологический 
анализатор Mindray BC-3600, далее цент-
рифугировали, клеточный осадок наносили 
на предметное стекло с последующей окра-

Рис. 1. Изменение процентного содержания макрофагов в БАЛЖ у мышей с ОРДС. ARDS — группа мышей 
с ОРДС, ARDS+Ley — группа мышей с ОРДС, однократно получивших Лейтрагин.
Примечание: * — статистически значимое отличие на 72 ч.
Fig. 1. Changes in the percentage of macrophages in BALF in mice with ARDS. ARDS — a group of mice with ARDS, 
ARDS+Ley — a group of mice with ARDS upon a single administration of Leutragine. 
Note: * — statistically signifi cant difference at 72 hours.
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ской. Окрашенные препараты микроскопи-
ровали для определения лейкоцитарного 
состава БАЛЖ.
Статистическую обработку проводили 

двухфакторным дисперсионным анализом 
(two-way ANOVA), пост-тест Бонферрони, 
с использованием программного обес-
печения GraphPad Prism. Уровень досто-
верности был установлен в 95 % (p<0,05). 
Статистически значимые результаты отме-
чены звёздочками.

Результаты и их обсуждение
Основным компонентом БАЛЖ здоро-

вых животных является легочный макро-
фаг (90 % от общего количества клеток). 
Содержание нейтрофилов очень мало, 
и приток этих клеток является чувстви-
тельным индикатором воспалительного 
ответа [6].

Выводы
1. Модель ОРДС характеризуется обра-

тимой двухфазной динамикой макрофагов 
(временное снижение) и нейтрофилов (вре-
менное повышение) в БАЛЖ.

2. Лейтрагин не влияет на первую фазу, 
которая характеризуется привлечением 
нейтрофилов в легкие. Однако однократ-
ное введение Лейтрагина достоверно сни-
жает процентное содержание нейтрофи-
лов к 72 ч с одновременным нарастанием 
макрофагов по сравнению с моделью. Т. о., 
Лейтрагин сокращает время восстанов-
ления нормального клеточного состава 
БАЛЖ у животных с ОРДС.

3. Исследование динамики клеточного 
состава в БАЛЖ является эффективным 
методом изучения воспалительных процес-
сов в легких, а также поиска препаратов, 
подавляющих воспаление.

Рис. 2. Изменение процентного содержания нейтрофилов в БАЛЖ у мышей с ОРДС. ARDS — группа мышей 
с ОРДС, ARDS+Ley — группа мышей с ОРДС, однократно получивших Лейтрагин.
Примечание: * — статистически значимое отличие на 72 ч.
Fig. 2. Changes in the percentage of neutrophils in BALF in mice with ARDS. ARDS — a group of mice with ARDS, 
ARDS+Ley — a group of mice with ARDS upon a single administration of Leutragine. 
Note: * — statistically signifi cant difference at 72 hours.
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ПОСЛЕДСТВИЙ ОСТРОГО ТЯЖЕЛОГО ОТРАВЛЕНИЯ 

ТИОПЕНТАЛОМ НАТРИЯ В УСЛОВИЯХ ХРОНИЧЕСКОГО 
СВЕТОВОГО ДЕСИНХРОНОЗА
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В экспериментальном исследовании изучали возможность использования пептидного экстракта 
из гипофиза северного оленя (Rangifer tarandus) для коррекции функционального состояния ор-
ганизма при сочетанном воздействии на крыс острого тяжелого отравления тиопенталом натрия 
в дозе ЛД50 в условиях длительного светового десинхроноза с помощью статистического метода — 
дисперсионного двухфакторного анализа. Установили, что при постоянном освещении применение 
пептидного экстракта из гипофиза северного оленя эффект взаимодействия проявился на значени-
ях показателей концентрации диеновых конъюгат, активности глутатион-S-трансферазы и глюко-
зо-6-фосфатдегидрогеназы, при постоянной темноте — на значениях показателей активности глута-
тион-S-трансферазы, глутатионпероксидазы и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы.
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We experimentally studied the possibility of using a peptide extract from the pituitary gland of a reindeer 
(Rangifer tarandus) to correct the functional state of the body under the combined effect of acute severe 
poisoning with sodium thiopental in rats, at a dose of LD50 under long-term light desynchronosis. The 
research was conducted using the statistical method of two-factor analysis of variance. It was found that, 
under constant light, a peptide extract from the pituitary gland of a reindeer affects such parameters as diene 
conjugates concentration, the activity of glutathione-S-transferase and glucose-6-phosphate dehydroge-
nase. Under prolonged darkness, the extract under study affected the activity of  glutathione-S-transferase, 
glutathione peroxidase and glucose-6-phosphate dehydrogenase.
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Введение
Циркадианные ритмы считаются особен-

ностью всех живых организмов. Циркадное 
хронометражирование дает преимущество 
при смене экологических циклов и способ-
ствует смягчению реактивности организ-
ма при воздействии различных факторов 
как эндогенного, так и экзогенного проис-
хождения. Предполагается, что эта древ-
няя эволюционная адаптация обусловлена 
поддержанием достаточной концентрации 
кислорода в клетке и системы белков, под-
держивающих гомеостаз активных форм 
кислорода, что важно для формирования 
циркадианных ритмов. Исследования по-
следних лет подтверждают взаимодействие 
между окислительно-восстановительным 

равновесием и транскрипционным осцил-
лятором с помощью редокс-чувствитель-
ных транскрипционных факторов и фер-
ментов [5]. Нарушение периодичности 
поступления светового сигнала является 
одной из причин развития психических на-
рушений, ускоренного старения организма.
Нарушение циркадианных ритмов на-

блюдается при токсических поражениях 
ЦНС и представляется ранними и отдален-
ными последствиями. При этом отдаленные 
последствия поражения ЦНС, проявляю-
щиеся неврологическими и психическими 
нарушениями, требуют фармакологической 
коррекции.
Перспективным направлением поиска 

потенциальных лекарственных средств, 
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предназначенных для коррекции отдель-
ных последствий токсических поражений, 
являются регуляторные пептиды, которые 
способствуют повышению резистентности 
организма к воздействию неблагоприятных 
факторов и не оказывают значительных по-
бочных явлений.
В связи с этим целью данного исследо-

вания явилось изучение влияния пептидно-
го экстракта из гипофиза северного оленя 
(Rangifer tarandus) на антиоксидантную 
систему крови крыс в условиях светового 
десинхроноза.

Материалы и методы
В целях моделирования десинхроноза 

с измененным световым режимом проводи-
ли опыты на белых беспородных крысах-
самцах в возрасте 2-х мес. массой 160–200 г 
из питомника «Рапполово» (Ленинградская 
обл.) и прошедших 14-дневный каран-
тин. Содержание и обращение с животны-
ми соответствовало требованиям ГОСТ 
33216–2014 от 01.07.2016. Протокол экспе-
римента был одобрен био этической комис-
сией ФГБУ НКЦТ им. акад. С. Н. Голикова 
ФМБА России. В помещении вивария 
поддерживалась температура воздуха 21–
25°C и относительная влажность 50–65 %. 
Режим питания и доступ к воде свобод-
ный. Крысам, включенным в контрольную 
и опытную группы, вводили депримиру-
ющий агент — тиопентал натрия в дозе 
ЛД50 (85 мг/кг массы животного внутри-
брюшинно). Токсикант крысам вводился 
однократно. На следующий день после 
введения нейротоксиканта выжившие жи-
вотные из контрольной и опытной групп 
помещались в условия с разным режимом 
освещения, а именно: режим обычного ос-
вещения (12:12, 500 лк), режим постоян-
ного освещения и режим полной темноты. 
Продолжительность эксперимента состав-
ляла 3 мес. [1]. В каждую подгруппу было 
включено по 6 животных. Через 3 мес. 
от начала эксперимента крысы подверга-

лись эвтаназии для взятия биологического 
материала.
Фармакологическую коррекцию у жи-

вотных опытных подгрупп проводили пеп-
тидным экстрактом гипофиза северного 
оленя (PEP). После осуществления всех 
технологических процедур получения пеп-
тидного экстракта и последующей очистки 
PEP представлял собой стерильный лио-
филизированный мелкодисперсный по-
рошок от светло-серого до белого цвета. 
PEP является набором водорастворимых 
олиго- и полипептидных фракций вплоть 
до мономерных субъединиц, выделенных 
химическим лизисом и экстрагированием 
из гипофиза северного оленя. 
Фармакологическая коррекция PEP про-

водилась в течение 14-ти дней после отрав-
ления нейротоксикантом. PEP использова-
ли в первую половину объективного дня, 
вводя пептидный экстракт в дозе 100 мкг/кг 
массы тела, интраназально, один раз в сут-
ки. Для проведения биохимических иссле-
дований использовали эритроцитарную 
взвесь, получаемую центрифугированием 
цельной крови животных при 3000 об./мин 
в течение 3-х мин с последующей трех-
кратной отмывкой физ. р-ром и поэтапным 
центрифугированием при тех же условиях. 
Из отмытых эритроцитов готовили гемоли-
заты, в которых определяли следующие по-
казатели: активность супероксиддисмутазы 
(СОД), глутатионпероксидазы (ГП), глута-
тионредуктазы (ГР), глю козо-6-фосфатде-
гидрогеназы (Г-6-ФДГ) и концентрацию 
гемоглобина (Hb) в гемолизате эритроци-
тов определяли на биохимическом анали-
заторе «А-25», используя коммерческие на-
боры фирмы “RanDox” (Великобритания). 
Определение активности глутатион-
S-транс феразы (ГТ) проводили по методу 
W. H. Habig и W. B. Jakoby [4]. Для оценки 
процессов перекисного окисления липидов 
(ПОЛ) в исследуемых гемолизатах опреде-
ляли кон центрацию диеновых конъюгатов 
(ДК) [2] и малонового диальдегида (МДА) 
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Таблица 1. Оценка фармакологической коррекции на показатели АОС и процессов ПОЛ в гемолизате эритроци-
тов при постоянном освещении (дисперсионный двухфакторный анализ)
Table 1. Pharmacological correction for AOS and LPO processes in erythrocyte hemolysate under constant light 
(two-factor analysis of variance)

Показатель
Фактор А
коррекция

Фактор В
освещение А+В Случай

ФД Р ФД Р ФД Р ФД

ВГ 0,2 0,003* 0,3 0,001* 0,03 0,2 0,4

МДА 0,3 0,0001* 0,4 9,32х10–6* 0,01 0,5 0,3

ДК 0,5 4,83х10–9* 0,3 1,03х10–7* 0,1 0,007* 0,1

СОД 0,1 0,150 0,03 0,3 0,0001 0,9 0,9

ГТ 0,5 0,0005* 0,002 0,7 0,004 0,6 0,5

ГП 0,03 0,361 0,113 0,09 0,1 0,09 0,7

ГР 0,9 1,89х10–15* 0,008 0,06 0,01 0,050* 0,04

Г-6-ФДГ 0,5 1,74х10–5* 0,1 0,022* 0,08 0,037* 0,3

Примечание: * — достоверное взаимодействие факторов (p<0,05, MANOVA).
Note: * — signifi cant interaction of factors (p<0.05, MANOVA).

Таблица 2. Оценка фармакологической коррекции на показатели АОС и процессов ПОЛ в гемолизате эритроци-
тов при постоянной темноте (дисперсионный двухфакторный анализ)
Table 2. Pharmacological correction for AOS and LPO processes in erythrocyte hemolysate under constant light (two-
factor analysis of variance)

Показатель
Фактор А
коррекция

Фактор В
освещение А+В Случай

ФД Р ФД Р ФД Р ФД

ВГ 0,07 0,208 0,07 0,192 0,04 0,3 0,8

МДА 0,4 0,0003* 0,2 0,002 0,0001 0,9 0,4

ДК 0,5 6,74х10–7* 0,3 7,56х10–5* 0,004 0,5 0,2

СОД 0,04 0,357 0,001 0,952 0,002 0,8 0,9

ГТ 0,4 9,66х10–15* 0,4 1,97х10–14* 0,2 1,94х10–11* 0,02

ГП 0,2 0,011* 0,1 0,039 0,3 0,001* 0,4

ГР 0,9 5,32х10–18* 0,02 0,001* 0,02 0,001* 0,02

Г-6-ФДГ 0,496 8,69х10–5* 0,031 0,238 0,059 0,1 0,413

Примечание: * — достоверное взаимодействие факторов (p<0,05, MANOVA).
Note: * — signifi cant interaction of factors (p<0.05, MANOVA).

[6], концентрацию восстановленного глу-
татиона (ВГ) [3]. Концентрацию исследу-
емых продуктов и активность ферментов 
в гемолизате эритроцитов пересчитывали 
на 1 г гемоглобина.
Статистическую обработку данных вы-

полняли с использованием программного 
обеспечения методом двухфакторного ди-
сперсионного анализа в пакете статисти-

ческого анализа данных Exсel for Windows 
(MANOVA), значимость отдельных факто-
ров, их взаимодействия и неконтролируе-
мых факторов оценивали по коэффициенту 
детерминации.

Результаты и их обсуждение
Результаты анализа влияния PEP на по-

казатели ПОЛ и антиоксидантной системы 
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(АОС) в эритроцитах крысы при сочетан-
ном воздействии факторов различной при-
роды при разных световых режимах пред-
ставлены в табл. 1 и 2.
Сравнение значений коэффициентов 

детерминации показало, что  при посто-
янном освещении взаимодействие между 
контролируемыми факторами выражено 
в показателях концентрации диеновых 
конъюгат, активности глутатионредук-
тазы и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы. 
При этом наибольший вклад в это взаимо-
действие вносят  изменения значений по-
казателя диеновых конъюгат и активность 
Г-6-ФДГ.
Сравнение значений коэффициентов де-

терминации показало, что  при постоянной 
темноте взаимодействие между контроли-
руемыми факторами выражено в показате-
лях активности глутатион-S-трансферазы, 
глутатионпероксидазы и глутатионредукта-
зы. При этом наибольший вклад в это вза-
имодействие вносит  изменения значений 
показателя глутатионпероксидазы.

Выводы
1.  Пептидный экстракт гипофиза север-

ного оленя (PEP) в дозе 100 мкг/кг в услови-
ях светового десинхроноза при постоянном 

освещении  восстанавливает функциональ-
ное состояние организма и поддерживает 
эндогенную циркадианную осцилляцию 
после острого тяжелого отравления депри-
мирующим агентом  за счет нормализации 
показателей перекисного окисления липи-
дов и антиоксидантной системы, которое 
проявляется на значениях концентрации 
диеновых конъюгат, активности глутатион-
S-трансферазы и глюкозо-6-фосфатдеги-
дрогеназы,

2. PEP в дозе 100 мкг/кг в условиях све-
тового десинхроноза при постоянной тем-
ноте восстанавливает функциональное 
состояние организма и поддерживает эндо-
генную циркадианную осцилляцию после 
острого тяжелого отравления депримиру-
ющим агентом за счет нормализации по-
казателей перекисного окисления липидов 
и антиоксидантной системы, которое про-
является на значениях активности глутати-
он-S-трансферазы, глутатионпероксидазы 
и глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы.

3. PEP, предназначенный для коррек-
ции отдаленных последствий, вызванных 
десинхронозом, является перспективным 
средством, используемым в составе фарм-
нутриентов, биологически активных доба-
вок и лекарственных препаратов .
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Введение
Известно, что видовой состав флоры 

региона обитания кабарги может влиять 
на состав мускуса. А это значит, что при-
оритетно выявление растений, содержа-
щих наиболее выраженный химический 
профиль [1]. Наиболее перспективным 
способом использования биологических 
ресурсов кабарги является введение ее 
в зоо культуру путем полувольного содер-
жания. По литературным данным установ-
лено, что кабарга в естественных условиях 
обитания потребляет примерно 50 видов 
растений, в т. ч. мхи и лишайники [2, 3].

Целью работы является оптимизация 
рациона кормления кабарги при полувольном 
содержании для повышения качественного 
состава продуцируемых БАВ (мускуса).
Исходя из цели, были сформулированы 

следующие задачи:
1. Провести сбор растений, потребляе-

мых кабаргой в естественных условиях 
оби тания и при полувольном содержании.

2. Провести микроэлементный анализ 
компонентов растений, собранных из ес-
тественных ареалов кабарги и скармлива-
емых животным, находящимся в искусст-
венных условиях содержания.

Материалы и методы
При содержании кабарги в искусствен-

ных условиях на базе питомника филиа-
ла «Алтайский» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России был составлен рацион из следу-
ющих компонентов: лишайник (300 г), 
веники из растений лиственных пород, 
грибы (50 г), овсяная крупа (150–200 г), 
сухофрукты (200 г), витаминно-минераль-

ный комплекс (по мере потребления). Вода 
для поения — не менее трёх литров в день. 
На текущем рационе выращены несколько 
поколений кабарги в искусственных усло-
виях. Для повышения качественного соста-
ва мускуса необходима оптимизация раци-
она с добавлением растений максимально 
широкого химического спектра.
В анализе использовались следующие 

образцы: лишайник Usnea sibirica, берёза 
Betula pendula, бадан Bergenia crassifi lia, ро-
додендрон Rhododendron daurica, крапива 
Urtica angustifolia, красный корень (копе-
ечник, Hedysarum). Растения были закон-
сервированы и транспортированы с Алтая 
в НЦБМТ ФМБА России. Подготовка 
проб проходила стандартными способами. 
Качественный и количественный анализ про-
водили на анализаторе с масс-спектрометри-
ческим детектором, сопряженным с газовым 
хроматографом «Хроматэк-Кристалл 5000» 
и жидкостным дозатором ДАЖ-2 М (3 Д).
Для надежной идентификации дериватов 

весь пул хроматографически разделенных 
компонентов был идентифицирован нами 
в автоматическом режиме (библиотека 
NIST17 MS Library) и подвергнут ранжиро-
ванию по вкладам площадей каждого ком-
понента в общий ион-ток и степени досто-
верности предложенных структур.

Результаты исследований
Микроэлементный анализ компонен-

тов растений, собранных из естественных 
ареалов кабарги и скармливаемых кабар-
ге в искусственных условиях содержания, 
представлен на рисунке.
Уснея — род лишайников семейства 

Пармелиевые, включающий в себя около 
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300 видов, особенно широко представлен-
ный в умеренной лесной зоне. В составе 
экстракта лишайника нами были определе-
ны следующие классы соединений: органи-
ческие и жирные кислоты (2,4%); спирты 
и фенолы (15,2%); простые углеводы и са-
хара (32,2%); без точной идентификации 
(5,0%); сквалены (5,8%); действующие ве-
щества (39,4%). Основные идентифициро-
ванные компоненты: арабитол (24,0%); кси-
лит (7,9%); дегидрацетовая кислота (7,4%); 
изопимаровая кислота (3,2%).
Берёза повислая — вид растений семей-

ства Берёзовые. В составе экстракта берёзы 
нами были найдены следующие классы со-
единений: органические и жирные кисло-
ты (8,0%); спирты и фенолы (26,0%); про-
стые углеводы и сахара (20,7%); без точной 
идентификации (21,8%); сквалены (6,3%); 
действующие вещества (17,2%). Основные 
идентифицированные компоненты: фрук-
тоза (11,0%); фитол (8,4%); бета-ситосте-
рин (5,8%); карбоксиибупрофен (2,0%).
Бадан толстолистный, или Камнеломка 

толстолистная, или Монгольский чай — 
многолетнее травянистое растение, типовой 
вид семейства Камнеломковые. В составе 
экстракта бадана были определены следу-
ющие классы соединений: органические 
и жирные кислоты (0,2%); спирты и фенолы 
(74,1%); простые углеводы и сахара (3,9%); 
без точной идентификации (11,3%); дейст-
вующие вещества (10,5%). Основные иден-
тифицированные компоненты: гидрохинон 
(72,5%); арбутин (8,5%); бета-ситостерин 
(0,88%); галловая кислота (0,43%).
Рододендрон даурский — листопадный 

либо вечнозелёный кустарник семейства 
Вересковые, распространённый в Азии 
к востоку от Алтайских гор. В составе экс-
тракта рододенрона нами были найдены 
следующие классы соединений: органи-
ческие и жирные кислоты (3,6%); спирты 
и фенолы (7,1%); простые углеводы и са-
хара (3,1%); без точной идентификации 
(7,0%); сквалены (12,1%); действующие 

вещества (67,1%). Основные идентифици-
рованные компоненты: аскаридол (54,1%); 
3,7-Cyclodecadien-1-one, 3,7-dimethyl-10- 
(1-methylethylidene (8,3%); бутантриол 
(4,8%); урсоловая кислота (4,6%).
Крапива узколистная — лекарственное 

растение семейства Крапивные, произ-
растающее на Алтае и Дальнем Востоке. 
В составе экстракта крапивы нами были 
выявлены следующие классы соединений: 
органические и жирные кислоты (14,2%); 
спирты и фенолы (2,0%); простые угле-
воды и сахара (3,8%); без точной иден-
тификации (6,3%); сквалены (0,1%); дей-
ствующие вещества (73,7%). Основные 
идентифицированные компоненты: ди- 
и моноацетин (68,5%); альфа-линоленовая 
кислота (8,1%); бета-ситостерин (3,5%); 
9,12-Octadecadienoic acid (3,2%).
Красный корень, или Копеечник забы-

тый, — травянистое растение семейст-
ва Бобовые, встречающееся в Сибири, 
Средней Азии, Северной Монголии 
и Северо-Западном Китае. Анализ соста-
ва экстрактов Красного корня без дерива-
тизации представлен малым количеством 
компонентов в сравнении с профилем со-
става с предварительным силилировани-
ем. Количество определяемых соединений 
в экстракте Красного корня в различных 
условиях экстрагирования и последующей 
дериватизацией достигает 70–90 хрома-
тографически разделяемых компонентов. 
Состав экстрактов Красного корня многоо-
бразен и представлен широким классом со-
единений, их модификаций и имеет 15 ос-
новных групп веществ.

Заключение
Установлено, что максимальное коли-

чество полезных химических веществ 
обнаруживается в рододендроне — 
66 компонентов. А наиболее интересным 
по биологически активным компонентам 
является лишайник рода Usnea и экстрак-
ты красного корня рода Копеечника. В них 

М.М. Борисова, М.А. Чечушков, М.С. Нестеров
«Зоотехнический анализ функциональных параметров вольерного содержания кабарги 

с целью повышения качественного состава мускуса»



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

32 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3 | 29–33 

обнаружены такие вещества, как арабитол, 
изопимаровая кислота, норэпинефрин, бен-
замид, дегидроуксусная кислота, абиети-
новая кислота, глицеринтринитрат, лонги-
фолен и др. Примечательно то, что только 
сибирская кабарга имеет характерную био-
логическую особенность — способность 
питаться лишайниками рода Usnea.
Больше всего спиртов и фенолов было 

обнаружено в бадане (74%), в берёзе (26%) 
и в лишайнике (15,2%). По углеводному 

составу наиболее выделяется лишайник 
(32,2%), следом по количеству углеводов 
следует берёза (20,7%). Сквалены луч-
ше всего представлены в рододендроне 
(12,1%), берёзе (6,8%) и в лишайнике 
(5,8%).
Для успешного содержания кабарги 

в искусственных условиях и получения 
качественного мускуса необходимо внима-
тельно следить за разнообразием рациона 
питания животных.
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Рис. Содержание химических веществ в растениях кормовой базы кабарги.
Fig. Contents of chemical compounds in the plants grazed by musk deer.
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ВЛИЯНИЕ ИСХОДНЫХ ПАРАМЕТРОВ КОАГУЛОГРАММЫ 
И ВРЕМЕННОГО ИНТЕРВАЛА МЕЖДУ ГЕМОСТАТИКАМИ 

И АНТИКОАГУЛЯНТАМИ НА РИСК РАЗВИТИЯ 
ТРОМБОГЕМОРРАГИЧЕСКИХ ОСЛОЖНЕНИЙ 

ПОСЛЕ ЭНДОПРОТЕЗИРОВАНИЯ КРУПНЫХ СУСТАВОВ

Л.С. Головко*, А.В. Сафроненко, Ю.С. Макляков, Е.В. Ганцгорн, 
Н.В. Сухорукова, А.В. Каплиев
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В статье представлена значимость временного интервала между гемостатической и антикоагулянт-
ной профилактикой не менее 18-ти ч, особенно в случае применения транексамовой кислоты. Был 
проведен анализ развившихся тромбогеморрагических осложнений в раннем послеоперационном 
периоде после эндопротезирования крупных суставов нижних конечностей. Также определены на-
иболее значимые параметры коагулограммы, при отклонении от нормы которых до операции повы-
шался риск развития тромбозов и кровотечений после замены сустава среди пациентов мужского 
и женского пола.

Ключевые слова: антикоагулянты, гемостатики, временной интервал, тромбогеморрагические 
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IMPACT OF THE INITIAL COAGULATION 
PARAMETERS AND THE TIME INTERVAL BETWEEN 

HEMOSTATICS AND ANTICOAGULANTS ON THE RISK 
OF THROMBOHEMORRHAGIC COMPLICATIONS AFTER 

ENDOPROSTHETICS OF LARGE JOINTS

Liliya S. Golovko*, Andrey V. Safronenko, Yuri S. Maklyakov, Elena V. Gantsgorn, 
Natalya V. Sukhorukova, Andrey V. Kapliev

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

The article confi rms the signifi cance of the time interval of at least 18 hours between the hemostatic and 
anticoagulant therapy, which is of particular importance when tranexamic acid is used. An analysis of the 
thrombohemorrhagic complications developed in the early postoperative period after arthroplasty of large 
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joints of the lower extremities was carried out. In addition, the most signifi cant coagulation parameters 
were determined, whose deviation from the norm before surgery increased the risk of thrombosis and 
bleeding after joint replacement among male and female patients.
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Введение
На сегодняшний день все больше растет 

число операций по эндопротезированию 
коленных и тазобедренных суставов [2, 10]. 
Это связано с тем, что тотальное эндопро-
тезирование является наиболее эффектив-
ным методом лечения терминальной стадии 
остеартроза, когда консервативное лечение 
уже не способно купировать хронический 
болевой синдром и положительно повли-
ять на двигательный режим пациента [9]. 
Однако в послеоперационном периоде воз-
можно развитие различных осложнений. 
Так, например, тромбозы глубоких вен ниж-
них конечностей могут регистрироваться 
среди 4,3–60% пациентов [1, 3]. Также в по-
слеоперационном периоде большое значе-
ние имеют кровотечения различной степени 
тяжести вплоть до 20–40% от объема цир-
кулирующей крови [5]. Для профилактики 
тромбозов и кровотечений после артропла-
стики применяются антикоагулянтные и ге-
мостатические лекарственные средства (ЛС) 
[4, 5]. Несмотря на значительный пул зна-
ний по применению данных ЛС по отдель-
ности, совместное их применение остается 
дискутабельным вопросом фармакологии 
ввиду их разнонаправленной фармакоди-
намики и отсутствия соответствующей ин-
формации по их взаимодействию в офици-
альных клинических рекомендациях [7, 8]. 
Для прогнозирования вероятности развития 
тромбогеморрагических осложнений важно 

учитывать не только режим назначения ЛС, 
но и исходное состояние коагуляционной си-
стемы, т. к. само эндопротезирование может 
усугубить гиперкоагуляционное состояние, 
наблюдающееся у пациентов, нуждающихся 
в замене сустава [3].

Цель работы — оценка влияния вре-
менного интервала между гемостатической 
и антикоагулянтной профилактикой и ис-
ходных параметров коагулограммы на раз-
витие тромбозов и кровотечений в раннем 
послеоперационном периоде среди паци-
ентов мужского и женского пола, подвер-
гшихся эндопротезированию коленного 
или тазобедренного суставов.

Материалы и методы
В 2017–2019 гг. был проведен ретроспек-

тивный анализ 253-х историй болезни паци-
ентов, которым было выполнено эндопро-
тезирование коленного или тазобедренного 
сустава на базе травматолого-ортопедиче-
ского отделения клиники Ростовского госу-
дарственного медицинского университета 
(РостГМУ). Все пациенты получали сов-
местную фармакопрофилактику гемо-
статическими и антикоагулянтными ЛС. 
Большинству пациентов гемостатическое 
средство назначали однократно. В слу-
чае применения двух ЛС гемостатическо-
го спектра активности первый применяли 
во время операции, а второй назначали 
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в течение первых послеоперационных су-
ток. Антикоагулянтную профилактику 
тромбозов начинали на следующее утро по-
сле операции и продолжали в течение всего 
срока госпитализации. Первым антикоагу-
лянтом большинству пациентов назначали 
либо низкомолекулярные, либо нефракцио-
нированные гепарины, а начиная с четвер-
тых–пятых суток после операции часть па-
циентов переводили на новые пероральные 
антикоагулянты (дабигатран, риварокса-
бан). Т. к. в нашем исследовании чаще всего 
из гемостатиков применялась транексамо-
вая кислота (n=153, 60,47%), то необходимо 
принимать во внимание, что ее антифибри-
нолитическая активность может сохранять-
ся в разных тканях организма до 17-ти ч [6]. 
С учетом этого факта были выделены две 
группы пациентов, разделенных по времен-
ному интервалу (ВИ) между назначением ге-
мостатической и антикоагуляционной про-
филактикой. В первую группу (1-я гр.) были 
включены 145 пациентов с ВИ≤17 ч, из них: 
женщин — 112 (77,24%), средний возраст — 
64,32±10,22 лет, а мужчин — 33 (22,76%), 
средний возраст — 63,35±9,21 лет. Вторую 
группу (2 гр.) составили 108 больных с ВИ 
18–24 ч, из которых: 78 (72,22%) женщин, 
средний возраст — 66,36±10,43 лет и 30 
(27,78%) мужчин, средний возраст 62±13,34 
лет. Сроки госпитализации в 1-й гр. у муж-
чин составили 11,87±4,13 сут., у женщин — 
11,37±3,88 сут. Длительность стационарно-
го лечения во 2-й гр. у мужчин составила 
11,63±2,71 сут., а у женщин — 11,55±3,1 сут. 
У пациентов оценивали влияние временно-
го интервала и дооперационных параметров 
коагулограммы на риск развития тромбозов 
и кровотечений в раннем послеоперацион-
ном периоде. Статистическую обработку 
данных проводили на ПК с применением па-
кета программы MS Offi ce (Exel 2010), а так-
же Statistica 10.0 (StatSoft, USA). Для анали-
за межгрупповых отличий был использован 
критерий χ² Пирсона с поправкой Йетса. 
Для показателей, продемонстрировавших 

свое влияние на развитие тромбозов и кро-
вотечений, рассчитывались относительный 
риск (ОР) и границы 95% доверительного 
интервала (ДИ). Анализ влияния факторов 
риска производился отдельно для тромбо-
зов и кровотечений в 1-й и 2-й гр. у паци-
ентов мужского и женского пола. Различия 
признавались статистически значимыми 
при p<0,05.

Результаты и их обсуждение
Тромбозы и кровотечения в раннем по-

слеоперационном периоде были зафикси-
рованы у 27-ми (10,67%) пациентов, из них 
22 (81,48%) — в 1-й гр. В 1-й гр. развилось 
11 (50%) тромбозов и 11 (50%) кровотече-
ний. Во 2-й гр. развилось 5 (18,52%) после-
операционных осложнений и все они пред-
ставлены тромбозами (100%), кровотечения 
не были зафиксированы. В 1-й гр. развилось 
в 4,5 раза больше осложнений, чем во 2-й 
гр. (p=0,0098). Все тромбозы в 1-й гр. были 
статистически достоверно ассоциирова-
ны с применением транексамовой кислоты 
(p=0,038), и их частота была в 2,2 раза выше, 
чем во 2-й гр. (p=0,023). Это свидетельству-
ет о важности временного интервала между 
назначением гемостатической и антикоагу-
лянтной профилактики.
У пациентов 1-й гр. мужского пола с состо-

явшимся тромбозом статистически достовер-
ных различий между исходными показателя-
ми коагулограммы и тромбозами выявлено 
не было. В 1-й гр. у женщин риск тромбозов 
повышали исходно низкий уровень между-
народного нормализованного отношения 
(ОР=13,333; ДИ=4,49–39,591; p=0,00032) 
и активированного частичного тромбопла-
стинового времени (ОР=5,8; ДИ=1,357–
24,796; p=0,037). Риск кровотечений в 1-й 
гр. среди мужчин и женщин увеличивался 
при повышенном дооперационном уровне 
активированного частичного тромбопласти-
нового времени (ОР=18; ДИ=2,679–120,922; 
p=0,0012 и ОР=28; ДИ=3,426–228,831; 
p=0,00022 соответственно), а отдельно 
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для женщин — при сниженном содержании 
фибриногена (ОР=23,25; ДИ=3,117–173,423; 
p=0,00065) и тромбоцитов (ОР=10,2; 
ДИ=1,805–57,619; p=0,038). Во 2-й гр. у па-
циентов с развившимся тромбозом, как муж-
ского, так и женского пола, статистически 
достоверной разницы между исходными по-
казателями коагулограммы и случаями тром-
бозов зафиксировано не было.

Заключение
После эндопротезирования в раннем 

послеоперационном периоде развилось 
27 (10,67%) тромбозов и кровотечений, 
причем в первой группе — 22 (81,48%) 
осложнения (временной интервал ≤17 ч), 
во второй группе — 5 (18,52%) осложнений 
тромботического характера (временной ин-
тервал 18–24 ч). В первой группе все тром-
бозы (n=11; 50%) были статистически до-
стоверно ассоциированы с использованием 

транексамовой кислоты, и их было в 2,2 раза 
больше, чем во второй группе. На развитие 
тромбозов у пациенток женского пола в пер-
вой группе влиял низкий дооперационный 
уровень международного нормализованно-
го отношения и активированного частично-
го тромбопластинового времени. На разви-
тие кровотечений в первой группе у мужчин 
влиял уровень активированного частичного 
тромбопластинового времени выше нормы 
до операции, а у женщин — повышенный 
уровень активированного частичного тром-
бопластинового времени и сниженный уро-
вень фибриногена и тромбоцитов до опе-
рации. Для минимизации частоты развития 
тромбогеморрагических осложнений в ран-
нем послеоперационном периоде, при нали-
чии обозначенных выше факторов следует 
по возможности избегать назначения тра-
нексамовой кислоты и соблюдать времен-
ной интервал не менее 18-ти  ч.
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ТЕХНОЛОГИЯ ПОВЫШЕНИЯ ФУНКЦИОНАЛЬНЫХ 
РЕЗЕРВОВ ОРГАНИЗМА НА ОСНОВЕ БИОАКУСТИЧЕСКОЙ 

СТИМУЛЯЦИИ ДЫХАТЕЛЬНОЙ СИСТЕМЫ

С.П. Драган*, С.М. Разинкин, Г.Г. Ерофеев
ФГБУ «Государственный научный центр РФ — Федеральный медицинский биофизический центр 

имени А.И. Бурназяна» ФМБА России
123182, Российская Федерация, Москва, ул. Живописная, 46

Одним из перспективных подходов к повышению функциональных резервов организма человека яв-
ляется технология, основанная на воздействии низкочастотных колебаний на дыхательную систему. 
Для реализации такой технологии необходимо обосновать оптимальные режимы биоакустической 
стимуляции дыхательной системы. Поэтому целью проведенного исследования являлось теорети-
ко-экспериментальное обоснование технологии повышения функциональных резервов организма 
на основе биоакустической стимуляции дыхательной системы. Измерения акустического импедан-
са осуществляли на полигармоническом звуковом сигнале в диапазоне частот от 3-х до 51-го Гц 
с шагом 3 Гц на всех трех фазах дыхания: полный вдох с задержкой дыхания, глубокий выдох с 
задержкой дыхания и свободное носовое поверхностное дыхание без задержки. После определения 
резонансных частот дыхательного тракта в течение двух недель проведены шесть сеансов биоаку-
стической стимуляции на группе из 20-ти испытателей, включая плацебо-воздействие. В группе 
воздействия уровень звукового давления составлял 130 дБ, а в контрольной группе — 60 дБ, что 
ниже порога слышимости на этих частотах. Шестикратное воздействие сканирующим тональным 
сигналом с уровнем звукового давления 130 дБ в диапазоне частот 22–36 Гц привело к увеличению 
резонансной частоты дыхательной системы, снижению коэффициента поглощения звуковых коле-
баний дыхательной системой и увеличению сопротивления дыхательной системы звуковой волне. 
Эти эффекты объясняются тем, что в результате воздействия произошло открытие резервных аль-
веол и увеличение площади поперечного сечения альвеолярных ходов и дыхательных бронхиол. 
Анализ результатов экспериментов в обеих группах в динамике шести сеансов стимуляции свиде-
тельствует о том, что их значения для контрольной группы испытателей практически не изменялись 
на всех сроках наблюдения. В то время как аналогичные показатели в группе воздействия имеют 
существенное отличие от фоновых значений. Показано, что для повышения функциональных резер-
вов организма можно ограничиться двумя процедурами биоакустической стимуляции.

Ключевые слова: функциональные резервы организма, дыхательная система, биоакустическая сти-
муляция, резервы дыхания, жизненная емкость легких
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A TECHNOLOGY FOR INCREASING THE FUNCTIONAL 
RESERVES OF THE BODY BASED ON BIOACOUSTIC 

STIMULATION OF THE RESPIRATORY SYSTEM

Sergey P. Dragan*, Sergey M. Razinkin, Gennadiy G. Erofeev
State Scientifi c Center of the Russian Federation — Burnazyan Federal Medical Biophysical Center 

of the Federal Medical and Biological Agency of Russia
123182, Russian Federation, Moscow, Zhivopisnaya Str., 46

A technology based on the effect of low-frequency vibrations on the respiratory system is a promising 
approach to increasing the functional reserves of the human body. To implement such a technology, it is 
necessary to justify the optimal modes of bioacoustic stimulation of the respiratory system. Therefore, the 
aim of the study was a theoretical and experimental justifi cation of the technology to increase the functional 
reserves of the body based on bioacoustic stimulation of the respiratory system. Acoustic impedance was 
measured on a polyharmonic sound signal in the frequency range from 3 Hz to 51 Hz with a step of 3 Hz 
in all three phases of respiration: a full breath with a breath hold, a deep breath with a breath hold and free 
nasal surface breathing without a delay. After determining the resonant frequencies of the respiratory tract 
for two weeks, six sessions of bioacoustic stimulation were conducted on a group of 20 testers, including 
placebo exposure. In the exposure group, the sound pressure level was 130 dB, and in the control group - 
60 dB, which is below the audibility threshold at these frequencies. Six-fold exposure to a scanning tone 
signal with a sound pressure level of 130 dB led to an increase in the resonant frequency of the respiratory 
system, a decrease in the absorption coeffi cient of sound vibrations by the respiratory system, and an 
increase in the resistance of the respiratory system to the sound wave. These effects can be explained by the 
fact that, as a result of exposure, reserve alveoli were discovered and the cross-sectional area of the alveolar 
passages and respiratory bronchioles increased. An analysis of the results of experiments in both groups in 
the dynamics of six stimulation sessions suggests that their values for the control group of testers practically 
did not change at all periods of observation. At the same time, similar indicators in the exposure group have 
a signifi cant difference from the background values. It was shown that, in order to increase the functional 
reserves of the body, two bioacoustic stimulation treatments can be suffi cient.

Key words: functional reserves of the body, respiratory system, bioacoustic stimulation, respiratory 
reserves, lung capacity
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Введение
Одним из актуальных направлений спор-

тивной медицины в настоящее время явля-
ется повышение функциональных резервов 
организма спортсмена на основе нелекарст-
венных (немедикаментозных) технологий 
[1–5]. К их числу относятся технологии, 
основанные на воздействии низкочастот-
ных колебаний на дыхательную систе-

му человека [6–9]. Анализ результатов 
экспериментальных исследований дает 
основание предположить, что стимуляция 
дыхательной системы низкочастотными 
акустическими колебаниями может при-
вести к увеличению жизненной ёмкости 
легких, улучшению газообмена и, соответ-
ственно, к увеличению выносливости и ра-
ботоспособности [10–13]. 
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Реакции дыхательной системы на низ-
ко частотные акустические воздействия 
изменяются в зависимости от их частоты 
и интенсивности, а также зависят от ан-
тропометрических характеристик человека 
[10, 14]. К респираторным реакциям отно-
сят вибрацию грудной клетки и диафрагмы 
с основной частотой воздействия, измене-
ние глубины и ритма дыхания, прекраще-
ние экскурсии грудной клетки без нару-
шения газообмена в легких. Последний 
эффект, в частности, находит практическое 
применение в травматологии, когда к паци-
енту подключают аппарат искусственного 
дыхания, работающего с частотой (индиви-
дуальной для каждого пациента), обеспечи-
вающей полноценную вентиляцию легких 
без экскурсии грудной клетки, что позволя-
ет купировать болевой синдром при нали-
чии переломов ребер. 

Целью исследования являлось тео-
ретико-экспериментальное обоснование 
технологии повышения функциональных 
резервов организма на основе биоакусти-
ческой стимуляции дыхательной системы. 

Материалы и методы
Метод биоакустической стимуляции ды-

хательной системы основан на эффекте 
открытия резервных альвеол и увеличении 
площади поперечного сечения альвеоляр-
ных ходов и дыхательных бронхиол, т. е. 
увеличении жизненной емкости легких [20, 
21]. При воздействии высокоинтенсивны-
ми звуками низкой частоты на резонансных 
частотах, где сопротивление минимально, 
давление в падающей волне с небольшим 
затуханием переносится по воздушным 
каналам на всю глубину воздушной поло-
сти. При увеличении давления в альвеолах 
повышается градиент между плевральной 
полостью и легкими. В плевральной поло-
сти давление на 3–4 мм. рт. ст. ниже, чем 
в легких, что соответствует 400÷533 Па. 
Отрицательное давление в плевральной по-

лости поддерживается на протяжении всего 
вдоха. Так, при воздействии падающей вол-
ны на входе респираторного тракта 130 дБ 
(63,2 Па) изменение градиента давления 
между легкими и плевральной полостью 
составит ≈10%, следовательно, можно ожи-
дать пропорционального увеличения жиз-
ненной ёмкости легких.
Для технической реализации метода 

изготовлен аппаратно-программный ком-
плекс биоакустической стимуляции ды-
хательной системы (АПК БСДС) [17–20]. 
Измерение акустического импеданса по-
зволяет определить индивидуальные резо-
нансные частоты и коэффициенты погло-
щения звука в широком диапазоне частот. 
Биоакустическую стимуляцию осуществ-
ляют сканирующим сигналом в диапазоне 
частот 22–36 Гц на уровне ±3 дБ от макси-
мального значения коэффициента погло-
щения [21–24]. На фазе вдоха частота сни-
жалась, а на фазе выдоха — повышалась. 
Ритм дыхания спортсмена был синхрони-
зирован со скоростью сканирования и со-
ставлял 2–4 с.
Испытатели-добровольцы, принявшие 

участие в исследовании, были ознакомле-
ны с условиями проведения процедуры, 
одобренной биоэтической комиссией ГНЦ 
РФ — ФМБЦ им. А.И.Бурназяна ФМБА 
России, и дали письменное информирован-
ное добровольное согласие.
Методика измерения состояла в выполне-

нии следующих процедур. При измерениях 
на полном вдохе испытатель берет загубник 
в рот и при этом контролирует положение 
уголков губ, чтобы плотно прилегали к за-
губнику и обеспечивали герметичность сое-
динения, язык должен находиться под загуб-
ником так, чтобы не перекрывать выходное 
сечение загубника. Спортсмен делает плав-
ный полный вдох, при этом контро лирует 
состояние грудных и голосовых мышц с тем, 
чтобы был обеспечен доступ звукового сиг-
нала в трахею. После полного вдоха задер-
живает дыхание на 15 с, в течение которых 
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осуществляется измерение. Затем процеду-
ра измерения с задержкой дыхания на 15-й 
секунде после глубокого плавного выдоха 
повторяется. При этом также контролиру-
ется состояние грудных и голосовых мышц 
с тем, чтобы был обеспечен доступ звуково-
го сигнала в трахею. 
Далее спортсмен дышит носом в спо-

койном режиме поверхностным дыханием. 
Длительность процедуры составляла также 
15 с. По окончании процедуры вся инфор-
мация записывается и сохраняется в виде 
файла в базе данных. Множество акусти-
ческих характеристик дыхательного тракта 
включает 6 показателей [21–24]:
частота резонанса — f0 (определяется 

по пересечению графиком реактанса линии 
Y=0); 
коэффициент поглощения на частоте f0 — 

α(f0);
резистанс (сопротивление) на частоте 

f0 — R(f0); 
частота максимума коэффициента погло-

щения — f(αmax); 
максимальное поглощение — αmax; 
резистанс на частоте максимума коэффи-

циента поглощения R(αmax).
Статистические методы анализа включа-

ли методы описательной статистики, ме-
тод проверки соответствия теоретического 
и экспериментального законов распределе-
ния на основе критерия хи-квадрат, методы 
статистической проверки гипотез о равен-
стве средних арифметических значений 
показателей в сопоставляемых группах, 
двухфакторный дисперсионный анализ 
с повторными измерениями.

Результаты и их обсуждение
При помощи разработанного АПК БСДС 

проведены измерения акустического импе-
данса. Измерения осуществляли на поли-
гармоническом сигнале в диапазоне частот 
от 3-х до 51-го Гц с шагом 3 Гц на всех трех 
фазах дыхания: полный вдох с задержкой 
дыхания, глубокий выдох с задержкой ды-

хания и свободное носовое поверхностное 
дыхание без задержки.
После определения резонансных частот 

дыхательного тракта были проведены в те-
чение двух недель шесть сеансов биоаку-
стической стимуляции на группе из 20-ти 
испытателей, включая ложное воздействие, 
контрольная группа также включала 20 ис-
пытателей. В исследовании участвовали 
20 спортсменов-мужчин (возраст 24,3±0,8 
лет), занимающиеся лыжными видами 
спорта (лыжные гонки, биатлон, лыжерол-
леры) и отвечающие следующим критери-
ям: спортивный разряд не ниже I взрослого; 
отсутствие медицинских противопоказаний 
к участию в клинических испытаниях; за-
ключившие письменное информированное 
согласие на участие в клинических испыта-
ниях, а также согласие на все ограничения, 
налагаемые в ходе их проведения. 
Мастеров спорта было 2 человека, 

КМС — 4 человека, имевших I разряд — 14 
человек.
Средние значения роста и веса в группе 

воздействия и контроля составили соот-
ветственно: 175,80±2,47 см; 185,6±1,79 см; 
75,58±3,89 кг; 76,47±1,35 кг.
Каждый сеанс состоял из трех трехми-

нутных воздействий. Между каждым воз-
действием был перерыв в течение 1 мин. 
Вся продолжительность процедуры за один 
сеанс составляла 11 мин. Сеансы биоа-
кустической стимуляции проводились 
через день. В группе воздействия уровень 
звукового давления (УЗД) составлял 130 дБ, 
а в контрольной группе (в группе с ложным 
воздействием) УЗД=60 дБ, что ниже порога 
слышимости. 
Результаты измерений акустических 

показателей дыхательного тракта у ис-
пытателей контрольной группы и группы 
воздействия сопоставили между собой. 
На рисунке приведены все результаты из-
мерений резонансных частот на фазах вдо-
ха, выдоха и при свободном дыхании обеих 
групп испытателей. 
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С помощью критерия χ-квадрат показано, 
что законы распределения всех шести ре-
гистрируемых показателей соответствуют 
нормальному распределению. Поэтому про-
верка на статистическую значимость разли-
чий между зарегистрированными показате-
лями для различных фаз дыхания в группах 
контроля и воздействия осуществлялась 
с помощью критерия Стьюдента.
В группах воздействия и контроля ста-

тистически достоверной разницы между 
средними значениями соответствующих 
показателей в разных фазах режима дыха-
ния не обнаружено (при уровне значимости 
p=0,05). 
Результаты статистического сопостав-

ления значений акустических показате-
лей дыхательного тракта у испытателей 
свидетельствуют о том, что в группе воз-
действия биоакустической стимуляции 
они достоверно изменились по сравнению 
с контроль ной группой.

Шестикратное воздействие сканирую-
щим тональным сигналом с уровнем зву-
кового давления 130 дБ в диапазоне частот 
22–36 Гц привело к следующим изменени-
ям акустических показателей дыхательного 
тракта у испытателей-добровольцев: резо-
нансная частота увеличилась; коэффициент 
поглощения снизился; сопротивление зву-
ковой волне увеличилось. 
В качестве акустических показателей 

дыхательного тракта использованы частот-
но-зависимые компоненты импеданса, т. е. 
комплексное акустическое сопротивление. 
Импеданс равен соотношению звукового 
давления к колебательной скорости частиц 
среды (воздуха) с учетом фазовых соотно-
шений между ними. Увеличение активной 
компоненты импеданса, т. е. сопротивле-
ния звуковой волне в дыхательном тракте 
происходит при снижении величины ко-
лебательной скорости частиц среды и со-
хранении амплитуды звукового давления. 
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Рис. Гистограмма распределения резонансной частоты в группе воздействия и контроля для разных фаз ды-
хания (по оси абсцисс — резонансная частота f0, по оси ординат — число наблюдений; косая штриховка слева 
направо, снизу вверх — режим вдоха, косая штриховка справа налево, снизу вверх — режим выдоха, горизон-
тальная штриховка — режим свободного дыхания; сплошная линия плотности вероятности соответствует 
вдоху, пунктирная — выдоху, точечная — свободному дыханию).
Fig. A histogram of the distribution of the resonant frequency in the exposure and control group for different phases 
of respiration (the abscissa shows the resonance frequency f0, the ordinate shows the number of observations; oblique 
hatching from left to right, bottom-up — inspiratory mode, oblique hatching from right to left, bottom up-exhalation 
mode, horizontal hatching — free breathing mode; a solid line of probability density corresponds to inhalation, a dashed 
line — to exhalation, dotted — to free breathing).
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Колебательная скорость в дыхательном 
тракте уменьшается при увеличении пло-
щади поперечного сечения всех воздухо-
носных путей.
Изложенное позволяет предположить, 

что в результате воздействия произошло 
открытие резервных альвеол и увеличение 
площади поперечного сечения альвеоляр-
ных ходов и дыхательных бронхиол (17–
22-й порядок ветвления).
Анализ шести показателей у испытате-

лей обеих групп в динамике шестикратного 
истинного и ложного воздействия, прове-
денный с помощью двухфакторного (факто-
ры «воздействие» и «время») дисперсион-
ного анализа с повторными измерениями, 
свидетельствует о том, что их значения 
для контрольной группы испытателей пра-
ктически не изменялись на всех сроках 
наблюдения. В то время как аналогичные 
показатели в группе воздействия имеют су-
щественное отличие от фоновых значений: 
максимальные отличия между контрольной 
группой и группой воздействия зарегистри-
рованы на 2-й, 3-й и 4-й сроках наблюдения 
(перед 2-м, 3-м и 4-м сеансом стимуляции 
соответственно).
Это обстоятельство свидетельству-

ет о том, что последующие воздействия 
(с 3-го по 6-е) нецелесообразны. В связи 
с этим проведен статистический анализ 
изменения акустических показателей ды-
хательной системы в динамике наблюде-
ний. Сопоставлялись результаты 1-го дня 
с 2, 3, …, 6-м; затем 2-го дня с 3, …, 6-м 
и т. д. При этом в качестве фонового воз-
действия использованы объединенные 
данные контрольной группы и группы 
воздействия. В результате анализа опреде-
лено, что при втором обследовании (после 
первого воздействия) частота увеличилась 
с 23,6 до 27,4 Гц, резистанс (сопротивле-
ние) увеличился с 4,2 до 6,0, а коэффициент 
поглощения снизился с 0,62 до 0,53. Эти 

изменения оказались статистически досто-
верными (при уровне значимости p=0,05).
Сопоставление фоновых значений (пер-

вое наблюдение объединенной группы) со 
значениями, зарегистрированными в после-
дующие сроки у группы воздействия, имеет 
такую же тенденцию: частота и сопротив-
ление увеличены, а коэффициент поглоще-
ния снижен. Эти изменения также оказа-
лись статистически достоверными. 
Сопоставление акустических показате-

лей дыхательного тракта у испытателей 
группы воздействия на второе обследова-
ние и последующие не выявило статисти-
чески достоверных изменений. С целью 
достижения кратковременного эффекта, 
вместо шести процедур биоакустической 
стимуляции можно ограничиться двумя 
процедурами.

Заключение
Таким образом, применение шестикрат-

ного биоакустического воздействия скани-
рующим тональным сигналом с уровнем 
звукового давления 130 дБ в диапазоне 
частот 22–36 Гц привело к следующим из-
менениям акустических показателей ды-
хательного тракта у испытателей-добро-
вольцев: резонансная частота увеличилась; 
коэффициент поглощения снизился; сопро-
тивление увеличилось. Это может свиде-
тельствовать о том, что в результате воз-
действия произошло открытие резервных 
альвеол и увеличение площади поперечно-
го сечения альвеолярных ходов и дыхатель-
ных бронхиол (17–22-й порядок ветвления). 
Кроме того, для достижения кратковре-
менного эффекта, вместо шести процедур 
биоакустической стимуляции можно огра-
ничиться двумя процедурами. Стимуляция 
дыхательной системы низкочастотными 
акустическими колебаниями может быть 
полезна для восстановительной медицины 
после респираторных заболеваний.
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КЛЕТОЧНАЯ ТЕРАПИЯ ПАТОЛОГИЧЕСКИХ ПОВРЕЖДЕНИЙ 
ЖКТ У БИОМОДЕЛИ С НПВС-ИНДУЦИРОВАННЫМ 

ЭНТЕРОКОЛИТОМ

Р.А. Клёсов1,*, О.И. Степанова1, В.Н. Каркищенко1, О.В. Баранова2

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

2 ФГАУ «Национальный медицинский исследовательский центр 
“Лечебно-реабилитационный центр”» Минздрава России

125367, Российская Федерация, Москва, Иваньковское ш., 3

Для клеточной терапии у крыс Wistar с НПВС-индуцированным декскетопрофеном хроническим эн-
тероколитом ЖКТ внутрибрюшинно двукратно с интервалом 30 дней трансплантировали культиви-
рованную аллогенную суспензию клеток, состоящую из фракций мононуклеарных клеток (40 млн) 
и мультипотентных мезенхимальных стромальных клеток (10 млн). Культивированные аллогенные 
фракции клеток костного мозга ускоряют процессы регенерации длительно незаживающих язв ЖКТ 
за счет сокращения сроков и выраженности воспалительной фазы и активизации регенераторной 
фазы язвенного процесса. Установлено, что одновременное введение исследуемых культивирован-
ных стволовых клеток может использоваться для лечения хронических, длительно незаживающих, 
трудно рубцующихся язвенно-некротических патологий ЖКТ.
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CELL THERAPY OF PATHOLOGICAL GASTROINTESTINAL 
LESIONS IN MODELED NSAID-INDUCED ENTEROCOLITIS
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Wistar rats with NSAID-induced (dexketoprofen) chronic enterocolitis of the gastrointestinal tract were 
treated with a cultured allogeneic cell suspension consisting of mononuclear cells (40 millions) and multi-
potent mesenchymal stromal cells (10 millions). The suspension was transplanted intraperitoneally, 2 times 
with an interval of 30 days. Cultured allogeneic fractions of bone marrow cells accelerate the regeneration 
of long-term non-healing gastrointestinal lesions by reducing the duration and severity of the infl ammatory 
phase and activating the regenerative phase of the ulcerative process. It was found that the simultaneous ad-
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ministration of the studied cultured stem cells can be used for the treatment of chronic, long-term non-heal-
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Введение
Наш предварительный опыт и данные 

немногочисленных литературных источ-
ников дают возможности повышать неспе-
цифическую резистентность организма 
методами клеточной терапии и элементами 
клеточного метаболизма как способа лече-
ния и профилактики заболеваний ЖКТ.
Для клеточной трансплантации исполь-

зуют гемопоэтическую или стромальную 
фракции клеток аутологичного костного 
мозга (КМ), которые содержат стволовые 
и прогениторные клетки [9]. Эффективность 
гемопоэтических клеток КМ обусловлена 
иммунорегуляторной активностью выде-
ляемых ими биорегуляторных пептидов. 
Эффективность стромальной фракции кле-
ток КМ обусловлена не только тем, что эти 
клетки секретируют широкий спектр ци-
токинов и ростстимулирующих факторов, 
но и тем, что, являясь предшественниками 
мультипотентных мезенхимальных стро-
мальных клеток (ММСК), они способны 
активно пролиферировать в культуре, диф-
ференцироваться в мезенхимальные клет-
ки других фенотипов и непосредственно 
участвовать в процессах восстановитель-
ной регенерации поврежденных тканей [6, 
10]. Кроме того, известно, что ММСК КМ 
могут участвовать в регуляции дифферен-
цировки Т-клеток, вызывают супрессию 
пролиферации эффекторных клеток (цито-
токсических Т-лимфоцитов, натуральных 
киллеров), а также ограничивают диффе-
ренцировку дендритных клеток [7, 8], спо-

собствуя ингибированию системной воспа-
лительной реакции.
На модели аутоиммунной длительно 

незаживающей язвы желудка на крысах 
изучены иммунопатологические механиз-
мы развития хронической язвы в слизистой 
оболочке желудка с применением ММСК 
и мононуклеарных клеток (МНК) аутоло-
гичного костного мозга для ускоренной ре-
генерации аутоиммунных длительно неза-
живающих язв ЖКТ (ДНЯ ЖКТ), выявлена 
предпочтительность (более высокая эффек-
тивность) ММСК. Установлено, что транс-
плантированные ММСК и МНК КМ обес-
печивают более качественную и быструю 
регенерацию язв желудка за счет стиму-
ляции неоангиогенеза и восстановления 
микроциркуляторного русла, улучшения 
процессов метаболической регуляции в си-
стеме «простагландины — циклические 
нуклеотиды», следствием чего становит-
ся ингибирование процессов усиленного 
апоптоза эпителиоцитов в слизистой обо-
лочке желудка, и, как результат, повышение 
уровня противовоспалительных цитокинов 
в сыворотке крови животных коррелирует 
со снижением активности апоптоза транс-
плантации ММСК и МНК КМ и может 
служить показателем качественной ре-
генерации слизистой оболочки желудка, 
т. к. устраняются факторы прогрессирова-
ния деструктивно-язвенного процесса [1]. 
Установлен терапевтический потенциал 
трансплантированных ММСК при остром 
и хроническом поражении кишечника, ин-
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дуцированном натрий декстран-сульфатом, 
в лечении воспалительных заболеваний ки-
шечника (ВЗК) на крысах Wistar [2, 4].

Цель работы — трансплантация куль-
тивированных клеток аллогенного костно-
го мозга разных фракций (МНК и ММСК) 
при одновременном их введении как новый 
метод терапии повреждений ЖКТ.

Материалы и методы
Работа выполнена на 50-ти крысах-сам-

цах Wistar массой 250–300 г. Животные 
были получены из филиала «Андреевка» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России и ото-
браны в эксперимент методом рандоми-
зации. Эксперименты проводили в соот-
ветствии с приказом Минздрава России 
от 01.04.2016 г. № 199н «Об утверждении 
Правил надлежащей лабораторной практи-
ки» и требованиями Федерального закона 
«О защите животных от жестокого обраще-
ния» от 01.09.1997 г.
При пр оведении экспериментальной кле-

точной терапии у животных с поврежде-
ниями ЖКТ готовили аллогенную суспен-
зию клеток, состоящую из МНК и ММСК, 
которую трансплантировали двукратно 
с интервалом 30 дней животным экспе-
риментальной группы внутрибрюшино 
с одновременным введением в количестве 
по 40 млн МНК и по 10 млн ММСК (об-
щая доза — 80 млн МНК и 20 млн ММСК), 
на 30-е и 60-е сут после моделирования яз-
венного энтероколита.
Для культивирования первичной алло-

генной культуры клеток КМ использовали 
ростовую среду DMEM c HEPES (Пан Эко), 
содержащую 10% бычьей эмбриональной 
сыворотки («HyClone», USA), 0,58 г/л глю-
тамина, инсулин 0,4 мкМ, 0,25 мг/л гента-
мицина.
Для идентификации специфичности кле-

ток в культуре ММСК КМ использовали 
иммуногистохимический метод выявле-
ния коллагена I типа. Технологию подсче-

та культивированных аллогенных клеток 
костного мозга, окрашенных 0,4% р-ром 
трипанового синего, в соответствии с про-
токолом, проводили на автоматическом 
счетчике Countess II® (США) . С целью 
получения высокой терапевтической ин-
дукции регенерации повреждений ЖКТ 
использовались культивированные алло-
генные клетки МНК и ММСК с 96% выжи-
ваемостью клеток.
На 30-е и 90-е сут после транспланта-

ции клеток изучали динамику эффектив-
ности регенерации повреждений ЖКТ 
и осуществляли оценку эффективности 
клеточной терапии гистологическими ме-
тодами. Гистологические исследования 
были проведены на парафиновых срезах. 
Образцы тканей ЖКТ (пищевода, желуд-
ка, 12-перстной кишки, тощей, фрагменты 
из отдела толстого кишечника) фиксиро-
вались в 10% р-ре формалина в течение 
24 ч. Далее на санном микротоме получали 
срезы толщиной 5–6 мкм, которые поме-
щали на предметные стекла и высушива-
ли. После депарафинирования полученные 
срезы окрашивали гематоксилин-эозином. 
Фазово-контрастную микроскопию мате-
риала проводили на микроскопе фирмы 
«NIKON» (Япония) с цифровым фотоаппа-
ратом («OLYMPUS», Япония).

Результаты и их обсуждение
Для лечения хронического язвенного эн-

тероколита была создана модель хрониче-
ского НПВС-индуцированного язвенного 
энтероколита (декскетопрофеном) у лабо-
раторных крыс Wistar и изучены патогене-
тические нарушения [3].
На 7-е сут после трансплантации куль-

тивированных аллогенных МНК и ММСК 
КМ была отмечена стабилизация мас-
сы тела экспериментальных животных. 
Через 45 дней после последнего однов-
ременного введения двух фракций ККМ 
(ММСК и МНК) масса тела эксперимен-
тальных животных стабильно нарастала 
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и составляла 311±2,4 г, тогда как масса 
больных животных (без введения ККМ) 
в этот период составляла 236±2,0 г.
На 30-е сут после трансплантации с од-

новременным введением ММСК и МНК 
отмечалось достоверное уменьшение яз-
венных дефектов. В контрольной группе 
дно язвы покрыто тонким некротическим 
слоем и диффузно инфильтрировано лей-
коцитами, в подлежащем слое созреваю-
щая грануляционная ткань имела частично 
упорядоченный ход коллагеновых волокон 
и умеренно выраженную воспалительную 
инфильтрацию гистиоцитами, лимфоци-
тами и нейтрофилами, в краях язвы вы-
являлись кистозно-расширенные железы, 
выстланные пролиферирующим эпителием 
(рис. 1А). В опытной группе отмечалась 
эпителизация язвенного дефекта желудка, 
в слизистой оболочке язвенных дефектов 
не выявлено, обнаружены лишь зоны, где 
определялись железистые полости, выст-
ланные пролиферирующим эпителием. 
В подлежащей строме слизистой оболоч-

ки определяется фиброзная ткань с упо-
рядоченным ходом коллагеновых волокон 
и слабо выраженной воспалительной лим-
фоидно — гистиоцитарной инфильтрацией 
(рис. 1Б).
Клеточная терапия также оказала по-

зитивные эффекты в тонком кишечнике. 
В контрольной группе слизистая оболочка 
с примесью незначительного количества 
круглых клеток, местами сохранены мел-
кие очаги некроза, некоторые переходят 
на подслизистый слой, неравномерно вы-
раженная полиморфноклеточная инфиль-
трация подслизистого и мышечного слоев, 
местами плотная, с преобладанием нейтро-
филов с распадом значительного их количе-
ства (рис. 2А). В опытной группе строение 
стенки тонкой кишки сохранено, ворсинки 
выражены, покрыты однослойным цилин-
дрическим каемчатым эпителием, отмеча-
лись отек стромы, выраженная диффузная 
воспалительная инфильтрация стромы 
ворсинок, представленная преимуществен-
но лимфоцитами, с примесью небольшого 

 
А Б

Рис. 1. Гистологическое строение желудка крыс на 30-е сут после трансплантации ККМ: А — после введения 
физ. р-ра (контроль без ККМ); Б — после трансплантации МНК и ММСК КМ. Окраска гематоксилин-эозином. 
Ув. х200. 
Fig. 1. Histological structure of the rat stomach on the 30th day after transplantation of bone marrow cells: A – after 
the introduction of physical solution (control without bone marrow cells); Б – after transplantation of mononuclear cells 
and multipotent mesenchymal stromal cells of bone marrow. Hematoxylin-eosin staining. Magn. x200.
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количества гистиоцитов и плазматических 
клеток. Крипты выстланы также одноряд-
ным цилиндрическим каёмчатым эпите-
лием, как и в ворсинках, отмечается выра-
женная митотическая активность эпителия 
крипт. Мышечная пластинка и подслизи-
стый слой хорошо различимы. Мышечный 
слой представлен двумя слоями гладкомы-
шечной ткани, внутренним циркулярным 
и наружным продольным. Серозная обо-
лочка представлена одним слоем клеток 
мезотелия (рис. 2Б).
В толстой кишке у животных контроль-

ной группы сохранялся некроз и десквама-
ция клеток поверхностных участков сли-
зистой оболочки, собственная пластинка 
слизистой оболочки отечная, с выраженной 
диффузной воспалительной инфильтраци-
ей, распространяющейся на прилежащие 
отделы стенки, мышечная пластинка плохо 
выражена. Подслизистая основа отечная, 
с полнокровными сосудами. Мышечная 
оболочка слабо выражена, представлена 
двумя слоями гладкомышечных клеток — 
внутренним циркулярным и наружным 
продольным. Серозная оболочка представ-
лена рыхлой волокнистой соединительной 
тканью, покрытой слоем клеток мезотелия 

(рис. 3А). После трансплантаций ККМ 
у экспериментальных животных мышеч-
ная и серозная оболочка толстой кишки 
без изменений. В области слизистой обо-
лочки и подслизистой основы прослежива-
лась выраженная очаговая воспалительная 
инфильтрация без полиморфноядерных 
лейкоцитов с формированием крупных, 
сливающихся лимфоидных фолликулов 
с выраженными регенераторными центра-
ми (рис. 3Б).
На 30-е сут у животных контрольной 

группы язвенно-некротические дефекты 
сохранялись (воспалительная инфильтра-
ция ткани нейтрофилами, лимфоцитами 
и умеренным количеством гистиоцитов). 
В опытной группе отмечалась эпителиза-
ция язвенного дефекта (коллагеновая ткань 
с упорядоченным ходом коллагеновых 
волокон в подлежащей строме слизистой 
оболочки). Высокий темп регенерации 
язвенных дефектов при трансплантации 
был также обусловлен присутствием МНК 
и ММСК КМ в зоне язвенно-некротическо-
го дефекта. Сохраняя свою жизнедеятель-
ность в области язвы, культивированные 
аллогенные МНК и ММСК обеспечивали 
продукцию биорегуляторных пептидов, 
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Рис. 2. Гистологическое строение тонкой кишки крыс на 30-е сут после трансплантации ККМ: А — после 
введения физ. р-ра (контроль без ККМ); Б — после трансплантации МНК и ММСК КМ. Окраска гематоксилин-
эозином. Ув. х100. 
Fig. 2. Histological structure of the small intestine of rats on the 30th day after transplantation of bone marrow cells: 
A — after the introduction of physical solution (control without bone marrow cells); Б — after transplantation of mono-
nuclear cells and multipotent mesenchymal stromal cells of bone marrow. Hematoxylin-eosin staining. Magn. x100.
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которые способствовали восстановлению 
местного и системного гомеостаза и созда-
вали адекватные условия для регенерации 
ДНЯ ЖКТ. Выявлена выраженная митоти-
ческая активность эпителия крипт, что кос-
венно подтверждает наличие репаративных 
(адаптационных) процессов с ускорением 
дифференцировки и миграции клеток в си-
стеме «крипта—ворсинка».
МНК и ММСК аллогенного КМ, длитель-

но функционируя в зоне язвенно-некроти-
ческого дефекта, становятся продуцентами 
не только дефицитных тканеспецифиче-
ских пептидов, но и биологически актив-
ных веществ, которые при совместном 
воздействии на организм восстанавливают 
регуляцию межклеточного взаимодейст-
вия (цАМФ/цГМФ), что создает условия 
для ускоренного и качественного заживле-
ния патогенетических нарушений, харак-
терных для хронического язвенного энте-
роколита ЖКТ. Известно, что ММСК КМ 
являются продуцентами TGFβ, который яв-
ляется важнейшим регулятором гемопоэза 
и иммунного ответа [5, 11].
Применение клеточной транспланта-

ции оказывает выраженный противово-
спалительный эффект. Благодаря широ-

кому спектру вырабатываемых клетками 
КМ пептидов, цитокинов, факторов роста 
и др. сигнальных молекул (до 174 различ-
ных факторов) восстанавливается баланс 
про- и противовоспалительных цитокинов. 
Устранение цитокинового дисбаланса по-
сле клеточной трансплантации создает ус-
ловия для редукции иммунного воспаления 
и регуляции апоптоза эпителиоцитов, лим-
фоцитов и др. клеток, вовлеченных в вос-
палительный процесс в слизистой оболочке 
ЖКТ.

Выводы
Трансплантация культивированных алло-

генных клеток костного мозга — монону-
клеарных клеток и мультипотентных мезен-
химальных стромальных клеток — при их 
одновременном введении является эффек-
тивным методом лечения длительно неза-
живающих, трудно рубцующихся язвенных 
повреждений ЖКТ, ускоряя процесс вос-
становительной регенерации в зоне язвен-
ного дефекта, корригируя патологические 
изменения в организме и ликвидируя тем 
самым условия для их возникновения.
Ускорение процессов регенерации проис-

ходит за счет быстрой смены фаз язвенного 

 
А Б

Рис. 3. Гистологическое строение толстой кишки крыс на 30-е сут после трансплантации ККМ: А — после 
введения физ. р-ра (контроль без ККМ), ув. х200; Б — после трансплантации МНК и ММСК КМ, ув. х100. Окра-
ска гематоксилин-эозином. 
Fig. 3. Histological structure of the rat colon on the 30th day after transplantation of bone marrow cells: A — after the 
introduction of physical solution (control without bone marrow cells), magnifi cation x200; Б — after transplantation of 
mononuclear cells and multipotent mesenchymal stromal cells of bone marrow, magnifi cation x100. Hematoxylin-eosin 
staining.
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процесса (сокращения сроков и выражен-
ности деструктивно-воспалительной фазы 
и активизации пролиферативно-регенера-
торной фазы), стимуляции неоангиогенеза 
и восстановления микроциркуляторного 

русла, улучшения процессов метаболиче-
ской регуляции, следствием чего становит-
ся ингибирование процессов усиленного 
апоптоза эпителиоцитов в слизистых обо-
лочках ЖКТ.
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Введение
Что такое «нежелательная лекарствен-

ная реакция»? Всемирная организация 
здравоохранения (ВОЗ) определяет неже-
лательную лекарственную реакцию (НЛР) 
как любой непреднамеренный и вредный 
для организма человека эффект в условиях 
применения лекарственного средства (ЛС) 
в стандартной дозе. В данном аспекте сто-
ит подчеркнуть, что НЛР не эквивалентно 
понятию «побочный эффект», с позиций 
фундаментальной фармакологии определя-
емому как эффект, будь то терапевтический 
или неблагоприятный, который является 
вторичным по отношению к предполагае-
мому, основному действию ЛС, и хотя по-
бочные эффекты преимущественно имеют 
неблагоприятную характеристику, иногда 
они оказываются благоприятными для фар-
макотерапии.
Несмотря на непрерывный мониторинг 

безопасности ЛС на всех этапах их обо-
рота, по усредненным статистическим 
данным, на 2019 г. было зафиксировано 
до 2 млн серьезных НЛР в мире, из ко-
торых около 100–240 тыс. имели леталь-
ные последствия [13]. Даже в развитых 
странах мира лекарственно-ассоцииро-
ванные осложнения развиваются у мил-
лионов людей, а смертность в результате 
НЛР постепенно выходит на 4–5-е место 
после сердечно-сосудистых, онкологи-
ческих, брон хо-легочных заболеваний 
и травм [13]. Масштабный детальный 
анализ медицинских карт пациентов 
демонстрирует, что частота госпита-
лизаций, связанных с НЛР, варьирует 
от 2,3 до 21,2% в разных странах мира, 
при этом значительная часть данных 
осложнений — потенциально предотвра-
тима [8, 9, 12, 14, 17].
В связи с этим проблема безопасности 

лекарственной терапии и, в частности, 
НЛР, безусловно, является приоритетной 
для здравоохранения на международном 
уровне.

Механизмы НЛР и системы 
мониторинга безопасности 
фармакотерапии
НЛР очень разнообразны по своим па-

тогенетическим механизмам и течению. 
Зачастую их развитие связано с проблемой 
полипрагмазии, т. е. необоснованного од-
новременного назначения пациенту боль-
шого количества (5 и более) ЛС. В таком 
случае риск развития НЛР, обусловленных 
аспектами межлекарственного взаимо-
действия ЛС, возрастает в несколько раз. 
Опираясь на статистические данные, мож-
но утверждать, что при одновременном 
применении 8-ми ЛС НЛР встречаются 
у 10% больных, а когда лекарственная тера-
пия преодолевает планку в 16 ЛС, то НЛР 
встречаются у 40% больных [1]. Иногда ЛС 
применяются пациентами самостоятельно, 
без врачебного контроля, поэтому часть 
НЛР связана и с влиянием субъективных 
факторов. Кроме этого, развитию НЛР спо-
собствует низкая приверженность больных 
к лечению. Все это в совокупности пре-
допределяет трудность прогнозирования 
и выявления НЛР [3].
Учитывая масштабность проблемы НЛР, 

было разработано значительное количество 
методик и систем мониторинга безопасно-
сти фармакотерапии в разных странах.
Наиболее перспективным и широко рас-

пространенным в последние десятилетия 
является активный мониторинг. Как пра-
вило, активным мониторингом выявляют-
ся максимальные значения встречаемости 
HЛP у пациентов. В среднем, методом 
активного мониторинга HЛP выявляются 
у 6–11% пациентов, получающих фарма-
котерапию. Активный мониторинг может 
проводиться как проспективно, так и ре-
троспективно [2].
Одной из эффективных систем, кото-

рая составляет основу фармаконадзо-
ра во многих странах, является система 
спонтанной отчетности. Ярким примером 
страны, где используется эта система, 
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является Великобритания, где учрежде-
но агентство, занимающееся контролем 
ЛС и качеством медицинской продук-
ции (Medicines and Healthcare Products 
Regulatory Agency — MHRA). В основе 
его работы — сбор спонтанных сообще-
ний о случаях НЛР по схеме Yellow Card 
от пациентов, врачей, фармацевтов, меди-
цинского персонала. На основании всех 
получаемых данных MHRA принимает со-
ответствующие меры по предотвращению 
и минимизации НЛР [15].
В США существует целый ряд систем 

по борьбе с НЛР. Основной из них является 
программа Med Watch. Основные функции 
данной системы состоят в упрощении по-
дачи уведомления о случае НЛР, а также 
обобщении и идентификации спонтанных 
сообщений. В рамках этой программы 
происходит сбор информации о нежела-
тельных эффектах ЛС, диагностических 
устройств, биологически активных добавок 
и т. д. Другая программа — Vaccine Adverse 
Event Reporting System (VAERS). Ее основ-
ная задача — обеспечение безопасности 
существующих вакцин. Посредством пост-
маркетингового надзора за безопасно-
стью вакцин, сбора и анализа информации 
о НЛР, а также учета возможных НЛР в от-
вет на вакцину [16].
В Австралии мониторинг безопасно-

сти ЛС включен в сферу деятельности 
Управления Терапевтических Товаров 
(Therapeutic Goods Administration’s (TGA). 
В TGA приходят все отчеты о НЛР ЛС, 
медицинском оборудовании и вакцинах. 
Для удобного сбора всех сообщений и от-
четов по НЛР была создана специализиро-
ванная система — ADRS — Adverse Drug 
Reaction Reporting System, задача которой 
заключается в приеме обращений от меди-
цинских работников, производителей ЛС, 
а также от потребителей. По статистике, 
TGA фиксирует более 17 000 обращений 
в год, связанных с НЛР на ЛС или вакцину, 
из которых в 2018 году 55% было получено 

от фармацевтических компаний, а 18% — 
от пациентов и врачей [10, 11].
Для интеграции всех данных и сооб-

щений, которые получают разные страны 
мира, существует Международная систе-
ма мониторинга нежелательных реакций 
ЛС (An international system for monitoring 
adverse reactions to drugs). Штабквартира 
ВОЗ отвечает за вопросы политики, а опе-
рационная ответственность за осущест-
вление программы лежит на центре ВОЗ 
по международному мониторингу ЛС 
в г. Упсала в Швеции (Uppsala Monitoring 
Centre) [18].
В России с 2016 г. контрольно-надзор-

ной системой — фармаконадзором — ис-
пользуется риск-ориентированный подход 
к оценке безопасности ЛС, позволяющий 
ранжировать риски, экономить ресурсы 
и уменьшать административную нагрузку. 
Основным источником информации о НЛР 
служат спонтанные сообщения [1].
При анализе сообщений о HP крайне 

важным является определение степени 
достоверности причинно-следственной 
связи (ПСС) между нежелательной реак-
цией и применением ЛС. Однако широко 
используемые в фармаконадзоре мето-
ды определения степени достоверности 
ПСС — шкала Наранжо, шкала «ABO», 
метод Karch F. E., Lasagna L., шкала Horn-
Hansten — не позволяют получить абсо-
лютно достоверные данные соответствую-
щей ППС [4].
Важнейшим компонентом в программах 

фармаконадзора являются постмаркетинго-
вые исследования ЛС, включающие и оцен-
ку НЛР. Актуальность таких наблюдений 
в отношении новых ЛС абсолютно бес-
спорна, т. к. редкие побочные эффекты ста-
тистически не могут быть выявлены в пе-
риод II–III фаз клинических исследований. 
Новые НЛР при использовании как инно-
вационных ЛС, так и применяемых в те-
чение многих лет могут регистрироваться 
в течение всего периода их оборота и пра-
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ктического применения [7]. Кроме этого, 
«инструментами» отслеживания НЛР слу-
жат активный мониторинг стационара, ре-
цептурный мониторинг.
На сегодняшний день в России и за ру-

бежом сложилась сложная ситуация по ко-
личеству, характеру и последствиям НЛР, 
что обусловливает необходимость оп-
тимизации методологии рационального 
и информативного фармакомониторинга. 
Основными проблемами в области фарма-
конадзора в РФ на современном этапе его 
развития являются [1, 3, 5, 6]:

1. Нежелание производителей ЛС выяв-
лять случаи НПР и сообщать о них.

2. Низкая активность медицинских ра-
ботников в ас  пекте подачи спонтанных со-
общений о НЛР.

3. Недостаточная информированность 
медицинских работников и пациентов о де-
ятельности фармаконадзора в России.

4. Недостаточно высокое качество от-
правляемых спонтанных сообщений.

Заключение
Перечисленны е выше факты обусловли-

вают необходимость постоянного монито-
ринга профиля безопасности ЛС и высо-
кую научно-практическую актуальность 
исследований, в т. ч. фармакоэпидемиоло-
гических, проводимых в данном направ-
лении. Кроме этого, важными критериями 
«оптимальности» фармакотерапии явля-
ются показатели экономической оценки ее 
эффективности, поэтому одним из важней-
ших элементов принятия управленческих 
решений в сфере обращения ЛС должны 
являться результаты фармакоэкономиче-
ских исследований.
Актуальными, на наш взгляд, аспектами 

научно-практического интереса для меди-
цины в целом и фармакологии в частности 
по-прежнему остаются поиск и разработ-
ка новых подходов к оценке профиля без-
опасности ЛС, в т. ч. с использованием воз-
мо жностей фармакоэпидемиологического 
и фармакоэкономического анализа.
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СТАНДАРТИЗАЦИЯ КРИТИЧЕСКИХ ПОКАЗАТЕЛЕЙ 
КАЧЕСТВА ЛИПОСОМ ЭКСТРАКТА ПРЕПУЦИАЛЬНОЙ 

ЖЕЛЕЗЫ МУСКУСА КАБАРГИ СИБИРСКОЙ

М.С. Нестеров*, Р.А. Агельдинов, Д.В. Хвостов, В.С. Кохан, А.И. Левашова, 
С.Л. Люблинский, В.Н. Каркищенко

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

Стандартизована и охарактеризована липосомальная форма нового оригинального продукта на ос-
нове препуциальной железы мускуса кабарги сибирской. Для препаративного выделения липосом 
мускуса кабарги использован эффективный и масштабируемый метод гомогенизации при высо-
ком давлении. Полученный липосомальный продукт охарактеризован методами просвечивающей 
электронной микроскопии, динамического светорассеяния, препаративной и аналитической хро-
матографии, хромато-масс-спектрометрии. Разработана спецификация на липосомальную форму 
экстракта препуциальной железы кабарги сибирской, включающей все критические показатели 
качества продукта. Получены гомогенные дисперсии липосом мускуса кабарги с равномерным 
распределением по размерам — с максимумами распределения при 50 и 240 нм. Установлена 
высокая физико-химическая стабильность липосомальной дисперсии: дзета-потенциал полученных 
наночастиц составил -5...-35 мВ. Степень включения в липосомы целевых компонентов мускуса 
кабарги по данным гель-размерной хроматографии и масс-спектрометрии для липосом мускуса 
по стероидным компонентам и общему белку составила 58–75%. Разработанные показатели 
качества липосомального продукта позволяют проводить серийную стандартизацию выпускающего 
контроля качества и формируют предпосылки к гарантированной высокой эффективности 
продукта на основе липосомальной формы экстракта мускуса кабарги как адаптогена природного 
происхождения с усиленным и выраженным действием.

Ключевые слова: кабарга, мускус, стандартизация, критические показатели качества, препуциаль-
ная железа, липосомы, хроматография, масс-спектрометрия, адаптогены, пептиды, белки, андросте-
роиды
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STANDARDIZATION OF CRITICAL QUALITY INDICATORS 
OF LIPOSOMES OF SIBERIAN MUSK DEER PREPUCIAL 

GLAND EXTRACT

Maxim S. Nesterov*, Ruslan A. Ageldinov, Daniil V. Khvostov, Victor S. Kokhan, 
Anna I. Levashova, Stanislav L. Lyublinskiy, Vladislav N. Karkischenko

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

The liposomal form of a new original remedy based on the preputial gland of Siberian musk has been stan-
dardized and characterized. For the preparative isolation of musk musk liposomes, an effective and scalable 
method of high-pressure homogenization was used. The resulting liposomal product was characterized by 
transmission electron microscopy, dynamic light scattering, preparative and analytical chromatography, 
and chromatography-mass spectrometry. A specifi cation for the liposomal form of the extract of the prepu-
cial gland of Siberian musk deer, including all critical indicators of the product quality, has been developed. 
Homogeneous dispersions of musk musk liposomes with uniform size distribution — with distribution 
maxima at 50 and 240 nm — were obtained. The high physical and chemical stability of the liposomal 
dispersion was established: the zeta potential of the obtained nanoparticles was -5...-35 mV. The degree of 
inclusion in the liposomes of the target components of musk musk according to gel-size chromatography 
and mass spectrometry for musk liposomes for steroid components and total protein was 58–75%. The 
developed quality indicators of the liposomal product allow for serial standardization of the manufacturing 
quality control and form the prerequisites for guaranteed high effi ciency of the product based on the liposo-
mal form of musk musk extract as an adaptogen of natural origin with an enhanced and pronounced effect.
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Введение
Мускус — продукт препуциальной 

железы кабарги сибирской (Moschus 
moschiferus) — давно известный как обла-
дающий широким спектром биологической 
активности, обусловленной многокомпо-
нентным составом: андростероиды и их 
метаболиты, гетероциклические соедине-
ния (пиримидины и фураны), воски, жиры, 
сложные эфиры холестерина, белки и пеп-
тиды и т. д. [1]. Такой сложный и многоком-
понентный состав предъявляет особые тре-
бования к форме лекарственного средства, 
обеспечивающей биологическую доступ-

ность, снижение системной токсичности, 
защиту от деградации, контроль высвобо-
ждения и целевую доставку фармацевти-
ческой субстанции. Одной из подходящих 
форм лекарственного средства являются 
липосомы.
С момента открытия Bangham и Horne 

в 1964 году, потенциал использования ли-
посом как носителей для целевой доставки 
лекарств был хорошо исследован и значи-
тельно расширен; пути доставки включают 
парентеральный, пероральный, легочный, 
назальный, глазной и трансдермальный. 
Липосомы в упрощённом представле-
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нии являются сферическими везикулами 
из бислоя липидов с внутренней водной по-
лостью. Фосфолипиды или синтетические 
амфифильные молекулы с включениями 
из стеринов, такие как холестерин, явля-
ются основными структурными компонен-
тами липосом. Гидрофильные компоненты 
фармацевтических субстанций включают-
ся в полость, тогда как гидрофобные вне-
дряются непосредственно в везикулярную 
мембрану [2].
Ввиду большого разнообразия липосом 

как по строению, так и по составу липид-
ной мембраны, ряд критериев использует-
ся для стандартизации липосомированных 
форм препаратов. Анализ химической ста-
бильности липосом включает в себя оценку 
степени окисления и гидролиза фосфоли-
пидных компонентов, самоокисления хо-
лестерина и деградацию антиоксидантного 
компонента. Анализ физических характе-
ристик липосом включает в себя показатели 
распределения по размеру, электрического 
поверхностного потенциала (ζ-потенциал), 
температуру фазового перехода, эффектив-
ности включения фармакологических суб-
станций, а также их высвобождения в целе-
вой биосреде [5].
Наиболее часто встречающийся диаметр 

коммерческих одноламелярных липосом 
лежит в диапазоне 70–200 нм, притом 
что в исследовательских работах встреча-
ются везикулы диаметром от нескольких нм 
до нескольких мкм. Везикулы с диамтером 
более 200 нм имеют тенденцию к преобра-
зованию в мультиламеллярный тип, при ко-
тором стенка состоит из десятков или сотен 
бислоёв фосфолипидов, что существенно 
замедляет высвобождение активных компо-
нентов [4]. Принято считать, что чем выше 
ζ-потенциал (вне зависимости от знака), 
тем более стабильны коллоидные раство-
ры липосом. Однако рост потенциала выше 
40 мВ приводит к взаимодействию с рас-
творителем и формированию крупных аг-
регатов. Исходя из назначения везикул, так-

же существует оптимум ζ-потенциала. Так, 
в экспериментах на мышах было показано, 
что ζ=-7,6 мВ обеспечивает более длитель-
ное циркулирование липосом в организме 
и их высокое накопление в опухоли [3].

Целью работы явилось комплекс-
ное изучение физико-химических свойств 
и разработка перечня критических показа-
телей качества липосомированной формы 
мускуса кабарги сибирской в форме специ-
фикации.

Материалы и методы
Липосомированную форму мускуса ка-

барги сибирской получали методом гомо-
генизации высоким давлением, описанным 
ранее [1].
Визуализацию липосом мускуса кабар-

ги проводили в просвечивающем элек-
тронном микроскопе Tecnai G2 Spirit 
bioTWIN («FEI», США) при ускоряю-
щем напряжении 120 кВ и увеличениях 
от 5000 до 80000 крат. методом негативного 
контрастирования.
Оценку среднего диаметра и распре-

деления по размеру липосом проводили 
методом динамического рассеяния света 
на анализаторе Photocor Compact-Z (ООО 
«Фотокор», Россия).
Оценку ζ-потенциала проводили мето-

дом электрофоретического рассеяния света 
на анализаторе Photocor Compact-Z (ООО 
«Фотокор», Россия).
Индекс окисленности определяли спект-

рофотометрически (Multiscan Go, «Thermo 
Scientifi c», США) как соотношение интен-
сивности полос поглощения в УФ-спектре 
анализируемых липосом (А233/А215), 
что достаточно полно отражает процес-
сы окисления, проходящие в липидах 
как в ходе получения и хранения липидов, 
так и при формировании липосом.
Хромато-масс-спектрометрический ана-

лиз для подтверждения стероидной под-
линности получаемого продукта выпол-
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няли на ГХ–МС анализаторе «Хроматэк», 
состоящем из газового хроматографа 
«Хроматэк-Кристалл 5000» и жидкостного 
дозатора ДАЖ-2 М (3 Д).
Оценку степени включения биологи-

чески активных компонентов мускуса 
кабарги в состав липосом проводили ме-
тодом хромато-масс-спектрометрии высо-
кого разрешения на хроматографической 
системе 1290 Q-TOFF 6545 XT («Agilent 
Technologies», США). В анализ на оценку 
степени включения отбирали фракции ли-
посом после гель-размерной хроматогра-
фии, очищенные от невключённых компо-
нентов липидной мембраны и исходного 
сырья. Целевыми маркерами продукта слу-
жили стероидная фракция, общий белок 
и холестерин.

Результаты исследований
Микрофотографии липосом мускуса ка-

барги, приведенные на рисунке, убедитель-
но подтверждают подлинность полученной 
в условиях технологического процесса ли-
посомальной субстанции для трёх испытуе-
мых серий продукта. Видны моноламелляр-
ные везикулы (липосомы) округлой формы 
размером от 50 до 350 нм с преобладающей 
фракцией частиц размером около 200 нм.

Прослеживаются отдельные монола-
меллярные липосомы сферической фор-
мы, что также подтверждает подлин-
ность субстанции. На переднем фоне 
четко видны несколько крупных липосом 
от 300 до 500 нм, хорошо нагруженных 
(окрашенных) гидрофильными (внутрен-
ний объем везикул) и гидрофобными 
(пространство внутри внешнего бислоя 
везикул, образованного фосфолипидами) 
компонентами, входящими в состав му-
скуса кабарги. Необходимо подчеркнуть, 
что на всех микрофотографиях основная 
фракция липосом представлена частицами 
с диаметром около 200 нм. Значение ин-
декса окисленности испытуемых раство-
ров липосом мускуса кабарги не превыша-
ет показателя 0,5.

Выводы
В результате мультиметодического ана-

лиза трёх технологических серий липосо-
мальной формы экстракта мускуса кабарги 
разработан проект спецификации продукта 
для применения в стандартизации и вали-
дации технологического процесса получе-
ния субстанции и готовых форм на основе 
экстрактивного материала мускуса кабарги 
сибирской (таблица).

 
Рис. Микрофотографии липосом мускуса кабарги.
Fig. Micrographs of musk liposomes.

М.С. Нестеров, Р.А. Агельдинов, Д.В. Хвостов, В.С. Кохан, А.И. Левашова, 
С.Л. Люблинский, В.Н. Каркищенко

«Стандартизация критических показателей качества липосом экстракта препуциальной железы 
мускуса кабарги сибирской»



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

66 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3 | 62–67 

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ | REFERENCES
1. Каркищенко В.Н., Дуля М.С., Агельдинов Р.А., 

Люблинский С.Л., Каркищенко Н.Н. Липо-
сомированная форма экстракта препуциальной 
же лезы кабарги — новое средство адаптоген-
ного действия. Биомедицина. 2019;15(4):34–45. 
[Karkischenko V.N., Dulya M.S., Ageldinov R.A., 
Lyublinskiy S.L., Karkischenko N.N. Liposo mi-
rovannaya forma ekstrakta prepucial’noj zhelezy 
kabargi — novoe sredstvo adaptogennogo dejstviya 

[A liposomal composition of musc deer preputial 
gland extract as a new agent of adaptogenic]. 
Biomeditsina [Journal Biomed.]. 2019;15(4):34–
45. (In Russian)]. DOI: 10.33647/2074-5982-15-
4-34-45.

2. Bulbake U., Doppalapudi S., Kommineni N., Khan W. 
Liposomal formulations in clinical use: an updated 
review. Pharmaceutics. 2017;9(2). DOI: 10.3390/
pharmaceutics9020012.

Таблица. Критические показатели качества липосом, содержащих комплекс БАВ, выделенных из мускуса ка-
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Table. Critical quality indicators of liposomes containing a complex of biological activity substances isolated from musk 

Показатель Метод Норма
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ГФ XIII, 
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рования).
2. ГХ-МС (ГХ-ПИД).
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хроматограмме стандартного образца субстанции.
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светорассеяние

250±100 нм
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рН
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Микробиологическая 

чистота ГФ РФ, ОФС.1.2.4.0002.15 Категория 3.2

Количественное 
определение ВЭЖХ Не менее 90,0% и не более 110,0% в пересчете на 

безводное вещество



67БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3 | 62–67

3. Lee J.S., Ankone M., Pieters E., Schiffelers R.M., 
Hennink W.E., Feijen J. Circulation kinetics and biodis-
tribution of dual-labeled polymersomes with modulated 
surface charge in tumor-bearing mice: comparison with 
stealth liposomes. J. Control Release. 2011;155(2):282–
288. DOI: 10.1016/j.jconrel.2011.07.028.

4. Maherani B., Arab-tehrany E., Kheirolomoom A., 
Reshetov V., Stebe M.J., Linder M. Optimization and 

characterization of liposome formulation by mixture 
design. The Analyst. 2012;137(3):773–786. DOI: 
10.1039/c1an15794a.

5. Zylberberg C., Matosevic S. Pharmaceutical 
liposomal drug delivery: a review of new delivery 
systems and a look at the regulatory landscape. 
Drug Deliv. 2016;23(9):3319–3329. DOI: 
10.1080/10717544.2016.1177136.

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ | INFORMATION ABOUT THE AUTHORS

Нестеров Максим Сергеевич*, ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
ФМБА России»;
e-mail: mdulya@gmail.com

Maxim S. Nesterov*, Scientifi c Center of 
Biomedical Technologies of the Federal Medical 
and Biological Agency of Russia;
e-mail: mdulya@gmail.com

Агельдинов Руслан Андреевич, ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
ФМБА России»;
e-mail: ageldinov@gmail.com

Ruslan A. Ageldinov, Scientifi c Center of 
Biomedical Technologies of the Federal Medical 
and Biological Agency of Russia;
e-mail: ageldinov@gmail.com

Хвостов Даниил Владиславович, ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
ФМБА России»;
e-mail: daniil_hvostov@mail.ru

Daniil V. Khvostov, Scientifi c Center of Biomedical 
Technologies of the Federal Medical and Biological 
Agency of Russia;
e-mail: daniil_hvostov@mail.ru

Кохан Виктор Сергеевич, к.б.н., ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
ФМБА России»;
e-mail: viktor_kohan@hotmail.com

Viktor S. Kokhan, Cand. Sci. (Biol.), Scientifi c 
Center of Biomedical Technologies of the Federal 
Medical and Biological Agency of Russia; 
e-mail: viktor_kohan@hotmail.com

Левашова Анна Игоревна, к.х.н., ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских технологий 
ФМБА России»;
e-mail: annalevashova3@gmail.com

Anna I. Levashova, Cand. Sci. (Chem.), Scientifi c 
Center of Biomedical Technologies of the Federal 
Medical and Biological Agency of Russia;
e-mail: annalevashova3@gmail.com

Люблинский Станислав Людвигович, к.б.н., 
ФГБУН «Научный центр биомедицинских тех-
нологий ФМБА России»;
e-mail: mobitek-m@mail.ru

Stanislav L. Lyublinskiy, Cand. Sci. (Biol.), 
Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the 
Federal Medical and Biological Agency of Russia;
e-mail: mobitek-m@mail.ru

Каркищенко Владислав Николаевич, д.м.н., 
проф., ФГБУН «Научный центр биомедицин-
ских технологий ФМБА России»;
e-mail: scbmt@yandex.ru

Vladislav N. Karkischenko, Dr. Sci. (Med.), Prof., 
Scientifi c Center of Biomedical Technologies of the 
Federal Medical and Biological Agency of Russia;
e-mail: scbmt@yandex.ru

* Автор, ответственный за переписку / Corresponding author

М.С. Нестеров, Р.А. Агельдинов, Д.В. Хвостов, В.С. Кохан, А.И. Левашова, 
С.Л. Люблинский, В.Н. Каркищенко

«Стандартизация критических показателей качества липосом экстракта препуциальной железы 
мускуса кабарги сибирской»



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

68 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3 | 68–73 

https://doi/org/10.33647/2074-5982-17-3-68-73

ЭЛЕКТРООПТИЧЕСКИЙ МЕТОД ДИФФЕРЕНЦИАЛЬНОЙ 
ДИАГНОСТИКИ ПАТОЛОГИЙ КРОВОСНАБЖЕНИЯ 

ГОЛОВНОГО МОЗГА

А.А. Николаев1,*, Н.Н. Каркищенко2, Ю.А. Чудина1, Д.Б. Чайванов1, А.А. Вартанов1

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

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

Настоящая работа посвящена созданию нового упрощенного метода экспресс-диагностики по дан-
ным электрокардиограммы и фотоплетизмограммы патологий нарушения мозгового кровоснабже-
ния вертеброгенной и невертеброгенной природы на примере синдрома позвоночной артерии при 
остеохондрозе шейного отдела позвоночника и соматоформной дисфункции вегетативной нервной 
системы, соответственно. В ходе работы было проведено несколько экспериментальных исследова-
ний динамики характеристик вариабельности сердечного ритма и дифференциальных показателей 
согласованной работы сердца и сосудов по данным методов электрокардиографии и фотоплетиз-
мографии у добровольцев с особенностями мозгового кровоснабжения, возникающими вследствие 
потери пластичности и сужения кровеносных сосудов головного мозга, а также возникающими 
вследствие механического сдавливания кровеносных сосудов, по сравнению со здоровыми добро-
вольцами. По результатам исследований было выявлено наличие значимых (с уровнем значимости 
менее 0,05) различий между каждой из групп испытуемых по ряду показателей. В конце работы 
проводится канонический дискриминантный анализ показателей согласованности работы сердца 
и сосудов для всех трех групп испытуемых в целях определения критериев и дифференциальной 
возможности показателей к разделению лиц с нарушениями вертеброгенной природы, невертебро-
генной природы и здоровых добровольцев. В результате проведенного анализа была показано, что 
разделяющей способностью обладают три переменные, каждая из которых по-разному характеризу-
ет соответствие между работой сердца и сосудов.

Ключевые слова: нарушения мозгового кровоснабжения, патологии вертеброгенной и невертебро-
генной природы, вариабельность сердечного ритма, показатели согласованной работы сердца и со-
судов, электрокардиограмма, фотоплетизмограмма
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Николаев А.А., Каркищенко Н.Н., Чудина Ю.А., Чайванов Д.Б., Вартанов А.А. 
Электрооптический метод дифференциальной диагностики патологий кровоснабжения головного 
мозга. Биомедицина. 2021;17(3):68–73. https://doi/org/10.33647/2074-5982-17-3-68-73

Поступила 16.04.2021
Принята после доработки 17.05.2021
Опубликована 10.09.2021

4.0



69БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3 | 68–73

А.А. Николаев, Н.Н. Каркищенко, Ю.А. Чудина, Д.Б. Чайванов, А.А. Вартанов
«Электрооптический метод дифференциальной диагностики патологий 

кровоснабжения головного мозга»

AN ELECTRO-OPTICAL METHOD FOR DIFFERENTIAL 
DIAGNOSIS OF PATHOLOGIES OF BLOOD SUPPLY 

TO THE BRAIN

Andrei A. Nikolaev1,*, Nikolay N. Karkischenko2, Yulia A. Chudina1, Dmitriy B. Chaivanov1, 
Alexandr A. Vartanov1

1 National Research Center “Kurchatov Institute”
123182, Russian Federation, Moscow, Academician Kurchatov Square, 1

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

This work is devoted to the development of a new simplifi ed method for express diagnostics of cere-
bral blood supply disorders of a vertebrogenic and non-vertebral nature based on electrocardiogram and 
photoplethysmogram data. The research was conducted using the example of vertebral artery syndrome 
in osteochondrosis of the cervical spine and somatoform dysfunction of the autonomic nervous system, 
respectively. Several experimental studies into the dynamics of heart rate variability and differential in-
dicators of the coordinated work of the heart and blood vessels were carried out according to the data of 
electrocardiography and photoplethysmography. Three experimental groups included healthy volunteers 
and volunteers with cerebral blood supply disorders connected with either the loss of plasticity and nar-
rowing of brain blood vessels or their mechanical squeezing. According to the research results, statistically 
signifi cant (with a signifi cance level of less than 0.05) differences by a number of indicators were revealed 
between the experimental groups. A conventional discriminant analysis of the indicators of the coordinated 
work of the heart and blood vessels was carried out for all experimental groups in order to determine criteria 
for differentiating people with vertebrogenic disorders, non-vertebral disorders and healthy volunteers. It is 
concluded that three variables can be used for such differentiation, each of which describes the coordinated 
work of the heart and blood vessels in a specifi c way.

Keywords: cerebral blood supply disorders, pathologies of vertebrogenic and non-vertebral nature, heart 
rate variability, indicators of coordinated work of the heart and blood vessels, electrocardiogram, photo-
plethysmogram
Confl ict of interest: the authors declare no confl ict of interest.
For citation: Nikolaev A.A., Karkischenko N.N., Chudina Yu.A., Chaivanov D.B., Vartanov A.A. An 
Electro-Optical Method for Differential Diagnosis of Pathologies of Blood Supply to the Brain. Journal 
Biomed. 2021;17(3):68–73. https://doi/org/10.33647/2074-5982-17-3-68-73

Submitted 16.04.2021
Revised 17.05.2021
Published 10.09.2021

Введение
В настоящее время все более распро-

страненными становятся профессии, 
успешность реализации которых основана 
на необходимости эффективного сопряже-
ния решения умственных задач с точным 
выполнением двигательных. Примером та-
ких профессий являются операторы слож-
ных технических комплексов. Успешность 
выполнения разной профессиональной дея-
тельности, требующей высокой точности 

и эффективности, основана на поддержа-
нии необходимого и достаточного крово-
снабжения головного мозга. Такие профес-
сии, как правило, сопряжены с длительным 
и неподвижным пребыванием на рабочем 
месте, что, в свою очередь, способствует 
риску развития гипоксии головного мозга.
В связи с нехваткой кровоснабжения го-

ловного мозга стали широко распростра-
нены заболевания вертеброгенной, т. е. 
обусловленные изменениями в позвоноч-



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

70 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3 | 68–73 

нике, и невертеброгенной, т. е. обуслов-
ленные иными изменениями, природы. 
Среди множества таких заболеваний на-
иболее типичными и опасными являются 
синдром позвоночной артерии при осте-
охондрозе шейного отдела позвоночника 
(СПА при ОШОП, M47.0+ по междуна-
родной классификации болезней (МКБ-
10)), сопровождающийся механическим 
сдавливанием кровеносных сосудов, 
и соматоформная дисфункция вегетатив-
ной нервной системы (СДВНС, F45.3), 
сопровождающаяся нарушением нервной 
регуляции сосудистого тонуса. Опасность 
данных патологий обуславливается сла-
бовыраженной или, в некоторых случаях, 
отсутствующей симптоматикой на началь-
ных стадиях заболевания, что затрудни-
тельно или не может быть обнаружено 
с помощью традиционных методов, осно-
ванных на эффекте Доплера и ультразву-
ковых способах диагностики. Более того, 
дальнейшее развитие данных патологий 
способствует развитию внезапных и де-
структирующих нарушений в работе ор-
ганов, что может привести к частичной 
или полной потере работоспособности, 
инвалидности и даже смерти.
В связи с этим работа посвящена созда-

нию нового упрощенного метода экспресс-
диагностики данных патологий на ранних 
этапах заболевания, основанного на срав-
нительном анализе особенностей кро-
воснабжения головного мозга при нор-
мальных условиях и в условиях нехватки 
кислорода на примере СПА при ОШОП 
и СДВНС. 

Целью работы является разработка 
и создание метода непрерывного монито-
ринга и дифференциальной диагностики 
особенностей кровоснабжения головного 
мозга на основе показателей согласован-
ности работы сердца и сосудов по данным 
электрокардиограммы (ЭКГ) и фотоплетиз-
мограммы (ФПГ).

Материалы и методы
Дизайн эксперимента
В работе был проведен ряд экспери-

ментальных исследований, проходивших 
на базе ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. 
Добровольцы, принявшие участие в иссле-
довании, были ознакомлены с условиями 
проведения процедуры, одобренной био-
этическим комитетом, и подписывали ин-
формированное добровольное согласие.
В исследовании приняли участие три 

группы добровольцев, среди которых были 
две экспериментальные и одна контроль-
ная. В состав каждой из групп входили 
и мужчины, и женщины. Первая экспери-
ментальная группа (группа СПА) состояла 
из 6-ти человек (средний возраст — 34 года) 
с диагностированным СПА при ОШОП, 
в состав второй экспериментальной группы 
(группа СДВНС) вошли 18 человек (сред-
ний возраст — 30 лет) с диагностированной 
СДВНС. Контрольная группа (группа КГ) 
состояла из 16-ти человек (средний воз-
раст — 22 года) без каких-либо патологий 
шейного отдела позвоночника, сердечно-
сосудистых заболеваний и нарушений моз-
гового кровообращения. 
Запись данных осуществлялась непре-

рывно на протяжении всех четырёх этапов 
исследования при помощи аппаратно-про-
граммного комплекса «Реакор» («Медиком 
МТД», Россия) у каждого добровольца в по-
ложении сидя. Регистрацию ЭКГ в стан-
дартном отведении проводили с помощью 
психофизиологического телеметрического 
устройства «Реакор-Т», ФПГ регистрирова-
ли с помощью фотоэлектрического датчи-
ка, устанавливаемого на мочке уха с левой 
стороны. На протяжении записи испытуе-
мым предъявлялись зрительные и слуховые 
стимулы, изменяющиеся по типу и характе-
ру стимуляции от этапа к этапу.
Для каждого испытуемого по данным 

ЭКГ была подсчитана длительность карди-
оинтервала RR (ДКИ), по данным ФПГ — 
длительность пульсовой волны (ДПВ).
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Метод диагностики изменений мозгового 
кровоснабжения
Метод основан на сравнении активности 

сердца и сосудов, где их сопоставление по-
зволяет выявить эффективность мозгово-
го кровоснабжения. При этом активность 
сердечной системы определяли на основе 
длительности кардиоинтервалов (ДКИ), 
фиксируемой электрокардиограммой, а ак-
тивность сосудистой системы определяли 
по длительности пульсовой волны (ДПВ), 
фиксируемой фотоплетизмограммой. 
Сопоставление сердечной и сосудистой 

систем осуществлялось при помощи по-
казателей согласованности ДКИ и ДПВ, 
вычисляемых методом корреляционно-рег-
рессионного анализа и являющихся коэф-
фициентами уравнения линейной регрес-
сии вида

y = k × x + b,

где k — коэффициент наклона аппрок-
симирующей прямой, b — коэффициент 
смещения, а также показателей рассогла-
сованности ДКИ и ДПВ, вычисляемых 
как среднеквадратичное отклонение разно-
сти между значениями ДКИ и ДПВ. 

Результаты и их обсуждение
На первом этапе было проведено экс-

периментальное исследование особенно-
стей дифференциальных характеристик 
у группы СДВНС по сравнению с группой 
КГ с целью выяснить, какими отличитель-
ными особенностями показателей согласо-
ванной работы сердца и сосудов облада-
ют добровольцы с нарушениями нервной 
регуляции сосудистого тонуса по срав-
нению со здоровыми добровольцами [1]. 
Для этого был проведен сравнительный 
анализ показателей между данными групп 
на основе непараметрического критерия 
Манна—Уитни, показавший наличие зна-
чимых (с уровнем значимости менее 0,05) 
различий.

На втором этапе было проведено экспе-
риментальное исследование особенностей 
дифференциальных характеристик вари-
абельности сердечного ритма у группы 
СПА по сравнению с группой КГ с целью 
выяснить, какими отличительными осо-
бенностями показателей обладают добро-
вольцы с диагностированным механиче-
ским сдавливанием кровеносных сосудов 
по сравнению со здоровыми доброволь-
цами [3]. Аналогично первому этапу, был 
проведен сравнительный анализ показа-
телей на основе критерия Манна—Уитни 
между двумя группами испытуемых, так-
же показавший наличие значимых раз-
личий.
На третьем этапе было проведено экспе-

риментальное исследование особенностей 
показателей согласованной работы сердца 
и сосудов у группы СПА и группы СДВНС 
с целью определения отличительных осо-
бенностей в показателях у данных групп 
[2]. В результате проведенного анализа 
на основе непараметрического критерия 
Манна—Уитни было обнаружено наличие 
значимых различий среди следующих по-
казателей: коэффициент наклона аппрок-
симирующей прямой, дисперсия точек ап-
проксимирующей прямой. 
На последнем этапе в целях выявления 

набора показателей согласованной работы 
сердца и сосудов, обладающих способно-
стью дифференцировать три группы до-
бровольцев друг от друга, был проведен 
канонический дискриминантный анализ 
с принудительным включением. В качест-
ве группирующей (зависимой) переменной 
использовали переменную, указывающую 
на принадлежность к одной из трех групп: 
группа СПА, группа СДВНС и группа КГ. 
В качестве независимых переменных были 
использованы: дисперсия между ДКИ 
и ДПВ (Д), среднеквадратичное отклонение 
ДКИ от ДПВ (СКО), коэффициент наклона 
аппроксимирующей прямой ДКИ и ДПВ 
(КН), коэффициент смещения прямой (КС), 
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отклонение ДКИ и ДПВ от среднего зна-
чения (ОС) и коэффициент достоверности 
аппроксимации (КДА). В результате прове-
денного дискриминантного анализа было 
выявлено, что дискриминантной способ-
ностью обладают следующие переменные: 
СКО для группы СДВНС, ОС для группы 
СПА и КДА для группы КГ. На основе 
проведенного анализа были выявлены спе-
цифичные для каждой из заданных групп 
паттерны значений дискриминантных пе-
ременных.

Выводы
Проведенный дискриминантный анализ 

показателей согласованности работы сер-
дца и сосудов показал способность пока-
зателей к дифференциации добровольцев 
на группы патологий вертеброгенной и не-

вертеброгенной природы и группу здоро-
вых добровольцев. 
Был выявлен конкретный набор и особен-

ности показателей согласованности работы 
сердца и сосудов, позволяющий осуществ-
лять дифференциальную диагностику рас-
сматриваемых патологий от нормы.
Были выявлены показатели согласован-

ности работы сердца и сосудов при нару-
шениях мозгового кровоснабжения невер-
теброгенной природы, которые могут быть 
использованы для различения пациентов 
с СДВНС от нормы.
Были выявлены показатели согласован-

ности работы сердца и сосудов при нару-
шениях мозгового кровоснабжения верте-
брогенной природы, которые могут быть 
использованы для различения пациентов 
с СПА при ОШОП от нормы.
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Выполнялись нормализация и нормирование БПФ-преобразованных электрограмм мозга при дей-
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Введение
Семакс является одним из первых оте-

чественных лекарственных препара-
тов пептидной природы, разработанных 
в Институте молекулярной генетики РАН. 
Синтетический аналог адренокортико-
тропного гормона, полностью лишен 
гормональной активности [8, 9, 10, 12]. 
Проявляет адаптагенное, антиоксидант-
ное, ангиопротективное, нейротрофичес-
кое и выраженное ноотропное действие. 
Способствует улучшению энергетических 
процессов мозга, повышает устойчивость 
к гипобарической и сосудистой гипоксии, 
к стрессовым воздействиям. Он действует 
на функции переднего мозга: улучшает кон-
солидацию памяти, повышает способность 
к обучению. Семакс не оказывает истощаю-
щего действие на ЦНС, отрицательного 
влияния на параметры сердечно-сосуди-
стой и других важных систем организма, 
не влияет на метаболизм других лекарств, 
не снижает резистентность организма 
к психическим и физическим нагрузкам, 
не вызывает лекарственную зависимость, 
привыкание и синдром отмены [1, 2].
Фармакологическая коррекция интрацен-

тральных отношений с помощью нейропси-
хоактивных средств и анализ получаемых 
данных посредством инновационных тех-
нологий детекции и распознавания может 
иметь большое значение для исследований 
сложных преобразований электрограммы 
мозга (ЭГМ), прогнозирования психоак-
тивных свойств биологически активных 
соединений и их комбинаций [3, 4, 5] и по-
вышения информативности результатов до-
клинических исследований.

Целью работы явилась оценка влия-
ния и нейровизуализация эффектов психо-
активного средства ноотропного действия 
(семакс) на интрацентральные отношения 
головного мозга кошек посредством анали-
за электрограмм, проводимого с помощью 

современного высокотехнологичного обо-
рудования и программного обеспечения.

Материалы и методы
Объектами исследований явились взро-

слые кошки обоего пола в возрасте более 
трех лет, не имеющие признаков чистопо-
родности, массой тела 4–6 кг. Вживление 
электродов в головной мозг животных 
производилось стереотаксическим путем 
в виде разработанных электродных кон-
струкций. Регистрация и анализ парамет-
ров электрограмм с последующим нор-
мированием осуществлялись с помощью 
разработанных в НЦБМТ ФМБА России 
инновационных технических средств 
и программного обеспечения (микромо-
дуль) [6, 7, 11].

Нейровизуализация параметров ЭГМ
Получаемые данные представлены 

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

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

ных) — красные линии;
3) нормализованная ЭГМ (НЭМ) нор-

мированных данных (десятичный лога-
рифм) — желтые линии.
На диаграмме отмечены:
• цифровое кодирование по периме-

тру — частоты ЭГМ (1–64 Гц);
• спектральные характеристики ЭГМ 

(круговые сектора) — от 0 (внутренний 
сектор) до lg10n (внешний сектор);

• базисная линия нормирования приня-
та за единицу. Расположение кривой НЭМ 
внутри (ближе к внутреннему сектору ди-
аграммы) свидетельствует о снижении 
мощности частот ЭГМ при воздействии 
по сравнению с фоновыми данными, рас-
положение снаружи (ближе к внешнему 
сектору) — о повышении мощности частот 
ЭГМ по сравнению с фоном.
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На диаграммах указаны все частоты ЭГМ 
анализируемого диапазона, и для удобства 
восприятия материала специалистами, при-
выкшими к традиционной форме интер-
претации ЭГМ, мы разграничили частоты 
согласно принятой классификации на дель-
та — δ (1–4 Гц), тета — θ (4–8 Гц), альфа — 
α (8–12 Гц), сигма — σ (12–16 Гц), бета — β 
(16–30 Гц) и гамма — γ (30–64 Гц) — диа-
пазоны.
Оценка нейропсихоактивных средств 
осуществлена с применением препарата 
«Семакс» — синтетический аналог кор-
тикотропина — нейропептид, без гормо-
нальной активности (все аминокислоты 
L-формы). Ноотроп, улучшает когнитив-
ные процессы, умственную работоспособ-
ность, восстановление клеток головного 
мозга после гипоксии, наркоза, инсульта, 
черепно-мозговой травмы.
Препарат применялся интраназально 

в эквивалентных человеку терапевтиче-
ских дозах, режим регистрации параметров 
ЭГМ определялся согласно имеющимся 
фармакокинетическим и фармакодинами-
ческим данным (Cmax=5–40 мин, T1/2=2–4 ч 
при интраназальном введении), на графи-
ках представлены наиболее характерные 
результаты по обозначенным реперным 
точкам.

Результаты и их обсуждение
Посредством регистрации и анализа ЭГМ 

определены информативные параметры, 
свидетельствующие об изменении биоэлек-
трической активности мозга при действии 
тестируемого нейропсихоактивного средст-
ва. Результаты влияния семакса на параме-
тры ЭГМ и НЭМ (наиболее яркие эффекты 
в компетентных областях мозга) представ-
лены на рис. 1, 2.
Пиковое действие препарата наблюда-

ется через 5 мин после введения: на ЭГМ 

отмечается преобладание мощности частот 
около 40–43 Гц, которые по принятой клас-
сификации относятся к γ-диапазону, а так-
же регистрируются всплески мощности 
частот около 5–8, 17–20 и 60–63 Гц, отно-
сящиеся к θ-, β- и γ-диапазонам соответст-
венно. Препарат характеризуется активиру-
ющим действием, достигающим 20–100%. 
Элементы угнетения — в виде единичных 
эпизодов, на частоте около 52–56 Гц (около 
5–20%). Наиболее выраженные активирую-
щие реакции прослеживаются в переднем 
отделе гиппокампа, а в заднем ядре гипота-
ламуса, контролирующем преимуществен-
но депримирующие процессы, наблюдается 
близкий к фоновому уровень активности, 
что отражает минимальный седативный 
компонент препарата.

Заключение
В действии семакса, улучшающего когни-

тивные функции, отмечается выраженная 
общая активация γ-ритма на частотах выше 
40 Гц, при этом, как и у многих психости-
муляторов, отмечаются незначительные 
депримирующие эпизоды в области 55 Гц. 
Наблюдаемые сходства и различия с этими 
областями в общем графике ЭГМ могут 
свидетельствовать об информативности по-
лучаемых данных в высоких частотных ди-
апазонах, которые ранее слабо изучались.
Выраженные стабильные эффекты 

в ЭГМ, характеризующиеся однонаправ-
ленностью действия, совпадают с данными 
фармакодинамики и фармакокинетики.
Показано, что изменения параметров 

НЭМ, наблюдаемые при воздействии раз-
личных нейропсихоактивных средств, 
информативно и убедительно отражают 
активность анализируемых участков моз-
га и являются маркерами преобразований 
интрацентральных отношений головного 
мозга животных.
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Рис. 1. Параметры ЭГМ и НЭМ в области мозга HIPa 
(hippocampus anterior — вентральный гиппокамп) че-
рез 5 мин после введения семакса.
Синяя кривая — фоновые измерения, красная кри-
вая — воздействие, желтая кривая — НЭМ. Розовый 
контур — базисная линия нормирования. Цифровое 
кодирование по периметру — частоты, Гц. Круговые 
сектора — спектральные характеристики ЭГМ.
Fig. 1. BE and NBE parameters in the HIPa brain area 
(hippocampus anterior) 5 min after the administration of 
Semax. The blue curve — background measurements; the 
red curve — impact, the yellow curve — NBE. The pink 
contour is the baseline of valuation. Digital coding on the 
perimeter is the frequency, Hz. Circular sectors are the 
spectral characteristics of BE.

Рис. 2. Параметры ЭГМ и НЭМ в области мозга NHPp 
(nucleus hyphothalamicus posterior — заднее ядро гипо-
таламуса) через 5 мин после введения семакса.
Все обозначения — как на рис. 1.
Fig. 2. BE and NBE parameters in the NHPp brain area 
(nucleus hyphothalamicus posterior) 5 min after the ad-
ministration of Semax.
For all designations, refer to Fig. 1.
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Введение
Желудочно-кишечный тракт (ЖКТ) 

с уникальным свойством слизистой обо-
лочки поглощать питательные вещества 
из содержимого кишечника и колонизиру-
ющее его сообщество микроорганизмов 
в настоящее время представляется как вы-
сокоорганизованная система, от которой за-
висит не только здоровье, но и сама жизнь 
человека. У взрослого человека микробиота 
ЖКТ представлена примерно 1014 микроб-
ных клеток, что составляет до 40% общего 

числа микроорганизмов всего микробио-
ма, причем примерная общая поверхность 
ЖКТ составляет 250–400 м2. В кишечнике 
микробиота подразделяется на пристеноч-
ную и просветную. Пристеночная микро-
биота тесно связана с эпителиальными 
клетками стенки кишечника. Однако ряд 
вредных воздействий приводит к замеще-
нию нормальной микробиоты кишечника 
патогенными микроорганизмами.
Адгезия патогенной микрофлоры на эн-

тероцитах кишечника является ключевым 
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этапом в развитии многих инфекционных 
заболеваний. Возбудители таких инфек-
ций повреждают энтероциты и повыша-
ют проницаемость кишечного барьера, 
что приводит к развитию многих патоло-
гических процессов в организме, связан-
ных с неконтролируемой транслокацией 
патогенов и их продуктов через слизистую 
оболочку кишечника. Нормальная ми-
крофлора и, в частности, пробиотические 
лактобациллы, защищают макроорганизм 
от патогенных микробов, блокируя их ад-
гезию к рецепторам эпителиальных клеток. 
В результате этого сохраняется кишечный 
барьер, не повышается его проницаемость 
и деструкция, предотвращается колониза-
ция слизистых оболочек патогенами.
Известно, что некоторые штаммы лак-

тобацилл экспрессируют S-белки на своей 
поверхности. Способность S-белков про-
биотических лактобацилл препятствовать 
повышению кишечной проницаемости, 
индуцируемой возбудителями кишечных 
инфекций, не изучена. 

Целью данной работы явилось ис-
следование in vitro способности S-белка 
штамма Lactobacillus crispatus 2029 
(LC2029) ингибировать рост проницае-
мости слизистой оболочки кишечника, 
вызываемый возбудителями кишечных 
инфекций: Escherichia coli O157:H7, 
Campylobacter jejuni ATCC 33291, 
Salmonella Enteritidis ATCC 25928.

Материалы и методы
В опытах использовали S-белок штам-

ма LC2029. Адгезивная активность штам-
ма LC2029 связана с его способностью 
экспрессировать на своей поверхности 
S-белок, являющийся высокоэффективным 
адгезином [1]. Удаление S-белка с поверх-
ности клеток LC2029 с помощью 5M LiCl 
приводило к утрате способности модифи-
цированных клеток этого штамма к адгезии 
на энтероцитах человека.

Протективные свойства S-белка, выде-
ленного из штамма LC2029, оценивали 
по методу, предложенному в работе [2]. 
В опытах использовали in vitro биомодель 
монослоя Caco-2 энтероцитов. Caco-2 эн-
тероциты культивировали на специаль-
ных фильтрах системы Transwell (Corning 
Costar). После достижения клетками 100% 
конфлюэнтного монослоя меняли среду, 
содержащую 10% сыворотки, на среду 
с 0,2% сыворотки. Монослой культивиро-
вали дополнительно 18 ч для синхрониза-
ции клеточного цикла. Далее исследовали 
проницаемость монослоя Caco-2 энтеро-
цитов для ТРИТЦ-декстрана (65–85 кДа) 
под действием S-белка (контроль 1), 
E. coli O157:H7 (контроль 2), C. jejuni 
ATCC 33291 (контроль 3), S. enteritidis 
ATCC 25928 (контроль 4), S-белок+E. coli 
O157:H7 (опыт 1), S-белок+C. jejuni ATCC 
33291 (опыт 2), S-белок+S. enteritidis 
ATCC 25928 (опыт 3). В культуральную 
среду верхней камеры вносили ТРИТЦ-
декстран (1 мг/мл, 65–85 кДа). Количество 
ТРИТЦ-декстрана в нижней камере, про-
шедшего через монослой Caco-2 клеток, 
определяли флуориметрически при длине 
волны 485/590нм. 

Результаты и заключение
Было установлено, что предваритель-

но внесённый S-белок штамма LC2029 
в культуральную среду верхней камеры 
системы Transwell экранирует монослой 
Caco-2 энтероцитов и предотвращает ин-
дуцированный возбудителями кишечных 
инфекций (E. coli O157:H7, C. jejuni ATCC 
33291, S. enteritidis ATCC 25928) рост про-
ницаемости монослоя. При отсутствии 
в культуральной среде S-белка, экраниру-
ющего поляризованный монослой Caco-2 
энтероцитов, внесение в верхнюю камеру 
системы Transwell возбудителей кишечных 
инфекций вызывало достоверное (p<0,001) 
повышение проницаемости монослоя Caco-
2 энтероцитов для ТРИТЦ-декстрана.
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Таким образом, использование биомо-
дели конфлюэнтного монослоя Caco-2 эн-
тероцитов позволило выявить у S-белка, 
выделенного из штамма LC2029, наличие 
способности предотвращать индуцирован-

ные возбудителями кишечных инфекций 
(E. coli O157:H7, C. jejuni ATCC 33291, 
S. enteritidis ATCC 25928) нарушения про-
ницаемости — важной функции кишечного 
барьера.
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ МОДЕЛЬ ПРЯМОГО ОСТРОГО 
ПОВРЕЖДЕНИЯ ЛЕГКИХ У КРЫС, ВЫЗВАННОГО 

ИНТРАТРАХЕАЛЬНЫМ ВВЕДЕНИЕМ ЛИПОПОЛИСАХАРИДА 
SALMONELLA ENTERICA

В.А. Пугач*, М.А. Тюнин, Н.С. Ильинский, Е.В. Левчук, Е.И. Строкина, А.А. Ельцов
ФГБУ «Государственный научно-исследовательский испытательный институт 

военной медицины» Минобороны России
195043, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Лесопарковая, 4

В настоящем исследовании разработана экспериментальная модель прямого острого поврежде-
ния легких посредством однократного интратрахеального введения липополисахарида Salmonella 
enterica в дозе ЛД50 (20 мг/кг). Прослежена динамика гибели животных, массы и температуры тела, 
а также выраженность патоморфологических проявлений в ткани легких. Установлено, что раз-
работанная модель характеризуется прогрессирующим снижением массы тела на 15%, развитием 
стойкой гипотермической реакции, выраженного отека и воспалительной реакции в ткани легких 
в течение первых 4-х суток после введения липополисахарида. Разработанная экспериментальная 
модель острого повреждения легких проста в исполнении, стабильно воспроизводится и может 
быть использована в доклинических исследованиях по поиску и оценке эффективности кандидат-
ных препаратов для профилактики и лечения острого респираторного дистресс-синдрома.

Ключевые слова: острый респираторный дистресс-синдром, острое повреждение легких, липопо-
лисахарид, биомоделирование, доклинические исследования
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AN EXPERIMENTAL MODEL OF DIRECT ACUTE LUNG INJURY 
IN RATS CAUSED BY INTRATRACHEAL ADMINISTRATION 

OF LIPOPOLYSACCHARIDE FROM SALMONELLA ENTERICA

Victoria A. Pugach*, Mikhail A. Tyunin, Nikita S. Ilinskiy, Elena V. Levchuk, 
Elena I. Strokina, Anatoly A. Eltsov

State Scientifi c Research Testing Institute of Military Medicine of the Ministry of Defense of Russia
195043, Russian Federation, Saint Petersburg, Lesoparkovaya Str., 4

An experimental model of direct acute lung injury was developed by intratracheal administration of li-
popolysaccharide from Salmonella enterica (LD50 = 20 mg/kg). The dynamics of animal lethality, body 
weight, temperature and the severity of pathomorphological changes in the lung tissue were analyzed. It 
was found that the developed model is accompanied by a progressive decrease in body weight by 15%, 
persistent hypothermic reaction, pronounced edema and infl ammatory reaction in the lung tissue within 
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4 days following lipopolysaccharide administration. The simplicity and reproducibility of the developed 
experimental model make it useful for preclinical research aimed at selection of candidate drugs for the 
prevention and treatment of acute respiratory distress syndrome.
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Введение
Несмотря на интенсивное развитие фар-

макологии и фармацевтики, эффективность 
современных лекарственных средств, при-
меняемых для лечения острого респиратор-
ного дистресс-синдрома (ОРДС), остается 
низкой. Частота развития ОРДС при прямом 
повреждении легких составляет около 20%, 
а летальность достигает 40–50%. Высокая 
актуальность исследований по поиску но-
вых эффективных средств и схем фарма-
кологической терапии ОРДС, вызванного 
прямым повреждением легких, обуслов-
ливает необходимость разработки легко 
воспроизводимых экспериментальных мо-
делей, характеризующихся типовыми из-
менениями показателей общего состояния 
животных, структуры и функции легких. 
Существующие модели ОРДС отличают-
ся рядом недостатков, главным из которых 
является широкая вариабельность степени 
повреждения легких из-за сложности до-
зирования повреждающего фактора и его 
неравномерного распределения на уровне 
нижних дыхательных путей [1]. Данная 
проблема особенно актуальна для иссле-
дований с использованием мелких лабо-
раторных животных, поскольку для стан-
дартизованного ингаляционного введения 
индукторов острого повреждения легких 
(ОПЛ) требуются дорогостоящие генерато-
ры аэрозоля, обеспечивающие максималь-

но эффективное осаждение аэрозольных 
частиц на уровне нижних дыхательных пу-
тей. В связи с этим в качестве альтернатив-
ного варианта для моделирования прямого 
ОПЛ используют интратрахеальное (и/т) 
введение таких индукторов, как липопо-
лисахариды, блеомицин и др. Вместе с тем 
типовых моделей с использованием и/т 
введения липополисахарида (ЛПС), пред-
назначенных для поиска и оценки эффек-
тивности кандидатных препаратов для про-
филактики и лечения ОРДС, до настоящего 
времени не разработано.

Целью исследования стала разработка 
модели прямого ОПЛ путем и/т введения 
ЛПС в дозе ЛД50.

Материалы и методы
Работа выполнена на 65-ти белых бес-

породных крысах-самцах массой тела 
310–350 г (питомник «Рапполово», 
Ленинградская обл.). ОПЛ моделирова-
ли посредством и/т ведения ЛПС кле-
точной стенки бактерии Salmonella 
enterica («Sigma-Aldrich») в дозе ЛД50 
(20 мг/кг). Объём введения составлял 
1,5 мл/кг. Растворитель — р-р фосфатно-
солевого буфера (рН=7,4). Перед выпол-
нением и/т введения животных наркоти-
зировали с помощью внутрибрюшинного 
введения препарата «Золетил 100» в дозе 
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4,0 мг/кг. Процедуру и/т введения осу-
ществляли через 5 мин после наркоти-
зации и проверки глубины наркоза с по-
мощью зонда для крыс («MicroSprayer®» 
Aerosolizer, модель IA-1B, США). В качест-
ве контроля использовали животных после 
и/т введения фосфатно-солевого буфера 
в аналогичном объеме. Измерение массы 
и температуры тела крыс осуществляли 
ежедневно в течение 14-ти сут. Для оценки 
выраженности отека легких рассчитывали 
массовый коэффициент (МК) (отношение 
массы легочного комплекса к массе живот-
ного). Образцы легких фиксировали в 10% 
р-ре забуференного формалина и заливали 
в парафин. Гистологические срезы окраши-
вали гематоксилином и эозином.
Статистическую обработку результатов 

проводили методами непараметрической 
статистики в программе Statistica 10.0. 
Результаты исследования приведены в виде 
медианы, верхнего и нижнего квартилей — 
Me [Q1; Q3]. Различия считали статисти-
чески значимыми при р<0,05. Для оценки 
динамики показателей в качестве фоновых 
значений использовали данные измерений, 
полученные за день до моделирования ОПЛ.

Результаты и их обсуждение
Результаты исследований представле-

ны в табл. 1 и 2. Гибель животных после 
и/т введения ЛПС регистрировали в пе-
риод с 12-ти ч до 4-х сут. С целью расче-
та среднего эффективного времени гибели 
использовали логарифмическое уравнение 
регрессии, полученное на основе кумуля-
тивного графика времени гибели живот-
ных. Значение искомого параметра соста-
вило 29,1±3,05 ч.
В группе контроля у животных наблюдали 

стабильный прирост массы тела в течение 
всего периода наблюдения, который в итоге 
составил 7,4% (p<0,05). Измерение темпера-
туры тела позволило выявить незначитель-
ные колебания показателя, которые не име-
ли статистической значимости.

У опытных животных в течение 1–5-х сут 
после и/т введения ЛПС отмечали сниже-
ние массы тела относительно фоновых ве-
личин на 12,1–15,5% (p<0,05). Через 6 сут 
наблюдения у выживших животных ре-
гистрировали положительную динамику 
массы тела в виде стабильного и равно-
мерного прироста показателя. На 14-е сут 
эксперимента масса тела крыс после ЛПС-
индуцированного повреждения легких вос-
станавливалась до уровня фоновых значе-
ний. Следует отметить, что в течение всего 
периода наблюдения масса тела опытных 
животных статистически значимо отлича-
лась от значений показателя у контрольных 
животных. В течение первых 4-х сут после 
и/т введения ЛПС регистрировали стойкую 
гипотермическую реакцию. Уже через 3 ч 
после моделирования ОПЛ отмечали рез-
кое снижение температуры тела на 3,7°C 
(p<0,05) относительно фоновых значений. 
Далее динамика температуры тела харак-
теризовалась постепенным повышением 
показателя, в результате чего температура 
тела достигала уровня фоновых значений 
к исходу 5-х сут наблюдения.
Измерение МК легких и проведение ги-

стоморфологического исследования позво-
лило проследить характерную динамику 
развития патологического процесса в ткани 
легких в течение 4-х сут после модели-
рования ОПЛ. Через 6 ч после введения 
ЛПС МК опытных животных увеличи-
вался в 1,5 раза относительно животных 
в контроль ной группе. К исходу 4-х сут МК 
у животных с ЛПС-индуцированным повре-
ждением легких оставался на уровне 8,89 
[7,72;10,11], что в 1,6 раза превышало зна-
чения показателя у контрольных животных 
(5,51 [4,93;6,46]). Через 3–6 ч после введе-
ния ЛПС в паренхиме легких уже отмечали 
выраженные патологические изменения: 
развитие интерстициального и внутриаль-
веолярного отека, кровоизлияния и мас-
сивную лейкоцитарную инфильтрацию 
всех структурных компонентов паренхимы 
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легких. Через 12–24 ч после воздействия 
ЛПС у опытных животных прогрессирова-
ли патологические изменения в паренхиме 
легких, обусловленные усилением альве-
олярного отека. Около 2/3 ее объема было 
представлено безвоздушной паренхимой 
с тотальным внутриальвеолярным отеком 
и кровоизлияниями. На 4-е сут после мо-
делирования ОПЛ в патологически изме-
ненных участках легких просматривались 
пролиферативные процессы, направленные 
на элиминацию отека и клеточную репа-
рацию эпителия респираторных и возду-
хоносных путей. Прежде всего, исчезали 
проявления паравазального отека и увели-
чивалось количество инфильтрата в виде 
активных форм макрофагов, лимфоцитов 
и эозинофильных лейкоцитов.

Выводы
Разработанная модель прямого ОПЛ ха-

рактеризуется прогрессирующим снижени-
ем массы тела на 15%, развитием стойкой 
гипотермической реакции, выраженного 
отека и воспалительной реакции в ткани 
легких животных в течение первых 4-х сут 
после введения ЛПС в дозе ЛД50. Простота 
исполнения, высокая воспроизводимость 
и наличие простых количественных кри-
териев (масса тела, температура тела, ко-
личество погибших животных, массовый 
коэффициент легких) позволяет рекомен-
довать данную модель ОПЛ для проведе-
ния доклинических исследований, направ-
ленных на поиск и оценку эффективности 
кандидатных препаратов для профилактики 
и лечения ОРДС.
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С.В. Чепур, В.А. Мясников, М.А. Тюнин, Н.С. Ильинский, А.С. Никишин, А.А. Исаева, В.А. Шевченко
«Модель новой коронавирусной инфекции у золотистых сирийских хомячков: 

основные патологические изменения»

Введение
В условиях пандемии новой коронави-

русной инфекции (COVID-19) особую ак-
туальность приобрели задачи по разработке 
и изучению новых средств профилактики 
и терапии данной нозологии. Их решение 
сопровождается созданием большого числа 
перспективных фармакологических суб-
станций, требующих быстрой и надежной 
оценки эффективности. На сегодняшний 
день общепризнанной и наиболее популяр-
ной для изучения COVID-19 является экс-
периментальная модель с использованием 
сирийских хомячков, однако особенностью 
течения инфекционного процесса у дан-
ного вида животных является отсутствие 
гибели [1, 2]. В связи с этим для изучения 
влияния вакцинных препаратов и лекарст-
венных средств на динамику заболевания 
крайне важно установление значимых от-
клонений биометрических, гравиметри-
ческих и морфологических показателей. 
При этом, учитывая большое значение па-
тологических изменений в дыхательной 
системе при COVID-19 в прогнозе заболе-
вания, определение закономерностей пора-
жений легких требует особого внимания.

Цель исследования — оценить харак-
тер основных патологических изменений, 
вызванных вирусом SARS-CoV-2, у золоти-
стых сирийских хомячков.

Материалы и методы
Экспериментальное исследование вы-

полнено на золотистых сирийских хомяч-
ках-самцах массой 80–100 г, полученных 
из питомника ЗАО «НПО “Дом фармации”» 
(Санкт-Петербург). Лабораторных живот-
ных содержали в стандартных условиях 
вивария с соблюдением 12-часового свето-
вого дня, температурного режима, соответ-
ствующего 20–24 °C, свободного доступа 
к корму и воде. В ходе исследования со-
блюдали требования нормативно-правовых 
актов о порядке экспериментальной работы 

с использованием животных, в т. ч. по гу-
манному отношению к ним.
Заражение сирийских хомячков осу-

ществляли путём однократного интрана-
зального введения предварительно нарко-
тизированным животным (р-р «Золетил 
100» в дозе 40 мг/кг внутрибрюшинно) 
26 мкл культуры, содержащей вирус SARS-
CoV-2 в 4×10 4 средней тканевой цитопати-
ческой инфекционной дозе (ТЦИД50).
Динамическое наблюдение за живот-

ными осуществляли ежедневно в течение 
14-ти сут или до момента эвтаназии, сроки 
которой для части животных были уста-
новлены на 3-и, 7-е или 14-е сут после за-
ражения.
Измерение массы тела сирийских хомяч-

ков проводили в утренние часы с помощью 
весов «AND NP-2000s» (Япония).
Эвтаназию сирийских хомячков проводи-

ли передозировкой общего анастетика (рас-
твор «Ксила» 20,0 мг/мл и раствор «Золетил 
100» 50,0 мг/мл, в соотношении 1:1, в объ-
еме 1,0 мл на 1,0 кг массы тела, внутримы-
шечно) с последующим обескровливанием 
путем пересечения нижней полой вены. 
После чего осуществляли извлечение пра-
вого легкого и полученный образец ткани 
фиксировали в 10% р-ре нейтрального фор-
малина, проводили через спирты и залива-
ли в парафин по стандартной методике при-
готовления гистологических препаратов. 
Срезы окрашивали гематоксилином и эо-
зином. Регистрацию изменений структуры 
тканей осуществляли на цифровом фотоми-
кроскопе Leika DM2500 при увеличениях 
объектива ×20–100.
Статистический анализ результатов экс-

периментальных исследований проводили 
при помощи пакетов программ Statisti-
ca 10 в операционной среде Windows 7. 
Полученные данные анализировали 
при помощи непараметрических мето-
дов: для несвязанных выборок применяли 
критерий Манна — Уитни, для множест-
венных сравнений связанных выборок — 
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Фридмана. В тексте представлены медиана, 
верхний и нижний квартиль — Me [Q1; 
Q3]. Вывод о статистической значимости 
различий делали при p<0,05. Сравнение 
проводили с характеристиками животных 
группы виварного контроля.

Результаты и их обсуждение
Установлено, что заражение виру-

сом SARS-CoV-2 сирийских хомячков 
приводит к потере массы тела (рис. 1). 
При этом статистически значимые раз-
личия при сравнении с группой виварно-
го контроля были установлены на 1-е сут 
после заражения и сохранялись в течение 
всего периода наблюдения. Показано, 
что наиболее выраженные отклонения 
от фоновых данных, достигающие 7,0%, 
определяли на 5–7-е сут заболевания. 
К исходу 14-х сут масса тела лабора-
торных животных, заражённых вирусом 

SARS-CoV-2, по-прежнему оставалась 
сниженной в среднем на 1,3–2,0%.
На 7-е сут после заражения по данным 

гистологического исследования были уста-
новлены признаки интерстициального вос-
паления и альвеолита, сопровождающего-
ся умеренным межальвеолярным отёком 
и расширением межальвеолярных пере-
городок за счёт клеточного компонента. 
Также наблюдалось неравномерное полно-
кровие легких, стаз эритроцитов, тромбоо-
бразование. На фоне представленных изме-
нений выраженного альвеолярного выпота 
установлено не было (рис. 2).

Выводы
Т. о., заражение сирийских хомячков ви-

русом SARS-CoV-2 приводит к статисти-
чески значимым изменениям массы тела, 
а также выраженным гистопатологическим 
изменениям в легких. При этом максималь-

110
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Рис. 1. Динамика массы тела (в процентах от фоновых значений) у золотистых сирийских хомячков после за-
ражения вирусом SARS-CoV-2 в дозе 4×10 4 ТЦИД50, Me [Q1; Q3]. С первых суток наблюдения различия показа-
телей зараженных животных с группой виварного контроля статистически значимы при p<0,05 (критерий 
Манна — Уитни).
Fig. 1. Dynamics of body weight (as a percentage of the baseline values) in golden Syrian hamsters after infection with 
the SARS-CoV-2 virus at a dose of 4 × 10 4 TCID50, Me [Q1; Q3]. From the fi rst day of observation, the differences in the 
parameters of infected animals with the vivar control group are statistically signifi cant at p<0.05 (Mann — Whitney test). 
The x-axis is the observation period in days, the y-axis is the change in body weight in percent.
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ную выраженность патологический про-
цесс приобретает на 7-е сут после зараже-
ния, что позволяет считать манифестацию 
данного периода наиболее объективным 
показателем при оценке эффективности 
фармакологических средств.
Учитывая ограниченные возможности 

функциональных исследований при ра-

боте в условиях зоны противоэпидеми-
ческого режима, анализ представленных 
в рамках работы параметров может 
служить оптимальным инструментом 
для скрининга разрабатываемых лекар-
ственных препаратов неспецифической 
и специфической терапии новой корона-
вирусной инфекции.
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Введение
Неалкогольная жировая болезнь печени 

(НАЖБП) является наиболее часто встре-
чающимся заболеванием гепато-билиарной 
системы, достигая 24% в популяции [7]. 
Существует выраженная необходимость 
проведения фармакотерапии, направлен-
ной на уменьшение проявлений стеатоза 
печени и стеатогепатита с целью преду-
преждения фиброза органа. Недостаточная 
эффективность гепатотропных препаратов 
при НАЖБП диктует высокую потреб-
ность в изыскании новых эффективных 
лекарственных средств, которые позволили 
бы расширить арсенал препаратов с дан-
ным видом терапевтического действия [4, 
6]. Одним из перспективных фармакологи-
ческих агентов может считаться 4,4’-(про-
пандиамидо)дибензоат натрия (малобен), 
синтезированный в ФГБОУ ВО СПХФУ 
Минздрава России, для которого ранее 
была показана способность уменьшать 
апоптоз гепатоцитов при эксперименталь-
ной НАЖБП [1]. 

Материалы и методы
Эксперименты проведены на 90-а лабо-

раторных мышах-самцах линии С57ВL/6 
массой 22–30 г, разделенных на три рав-
ные группы по 30 особей. Мыши интакт-
ной группы содержались на обычном пи-
щевом рационе. Животные контрольной 
и опытной групп имели в свободном до-
ступе комбинированный корм, состоящий 
из 63% стандартного корма, 19% топлено-
го свиного жира, 10% сахарозы и 8% изо-
лированного соевого белка [8]. На фоне 
такой диеты опытная группа получала 
ежедневно малобен (10 мг/кг), а контроль-

ная и интактная — эквиобъемное количе-
ство физ. р-ра.
Ежемесячно мышам измеряли длину 

тела, окружность грудной клетки (ОГ), 
окружность живота (ОЖ) [5], рассчитыва-
ли соотношение ОЖ/ОГ, индекс массы тела 
согласно формуле: ИМТ=масса (г)/длина 
тела (см)2. По окончании эксперимента 
осуществлялось суммарное взвешивание 
всех жировых депо и определение соот-
ношения массы жира к массе тела мыши. 
Животных наркотизировали хлоралгидра-
том (350 мг/кг, «Merck KGaA», Германия) 
и забирали ткань печени для гистологиче-
ского исследования. Образцы фиксировали 
10% нормальным (pH=7,4) р-ром формаль-
дегида в течение 24-х ч. Фиксированные 
образцы ткани подвергали гистологической 
обработке посредством последовательной 
инкубации образцов в изопропаноле и по-
следующей имбибиции парафином по об-
щепринятой методике. Из приготовленных 
парафиновых блоков изготавливали срезы 
толщиной 4 мкм с использованием полу-
автоматического ротационного микротома 
HM340E («Thermo», Германия) и окра-
шивали их гематоксилином и эозином. 
Статистическую обработку полученных 
данных проводили с использованием про-
грамм Microsoft Excel 2013 и Statistica 10.0.

Результаты и их обсуждение
Установлено, что малобен практически 

не оказывал значимого влияния на зооме-
трические показатели животных. Однако 
отношение массы жира к массе тела, свиде-
тельствующее о накоплении висцерального 
жира, продемонстрировало статистически 
значимое (p<0,05) снижение в 1,26 раза 
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в группе мышей, получавших малобен, 
по сравнению с контрольными животны-
ми. Важно отметить, что именно с увели-
чением висцерального жира в организме 
ассоциировано развитие метаболического 
синдрома и стеатоза печени [2].
Гистологическое исследование печени яв-

ляется «золотым стандартом» диагностики 
стеатоза, воспаления и оценки стадии фи-
броза при НАЖБП [3]. У животных интакт-
ной группы показано сохранение структу-
ры печеночной ткани (рис. 1). У животных 
контрольной группы в отдельных порталь-
ных трактах выявлена разной степени вы-
раженности лимфоцитарная или лимфо-
макрофагальная инфильтрация стромы. 
В перипортальных отделах печеночных 
долек обнаруживалась преимущественно 
мелкоочаговая лимфо-гистиоцитарная ин-
фильтрация, расположенная среди групп 
гепатоцитов с некробиотическими изме-
нениями. В некоторых образцах имелись 
крупные очаги некроза, обильно инфиль-
трированные лимфоцитами, нейтрофиль-

ными и эозинофильными гранулоцитами, 
расположенными в паренхиме печени, пре-
имущественно в непосредственной близо-
сти от стенок центральных (печеночных) 
вен (рис. 2). Помимо некротически-воспа-
лительных изменений, в цитоплазме гепа-
тоцитов определялись множественные мел-
кие капли жира. 
В группе животных, получавших на фоне 

высококалорийного корма малобен, прео-
бладали проявления текущей организации 
(с макрофагальной продуктивной реак-
цией), а также регенераторные изменения 
гепатоцитов при явно менее выраженных 
явлениях повреждения паренхимы печени 
(рис. 3, 4). Кроме того, следует отметить 
уменьшение жировой инфильтрации ге-
патоцитов при использовании фармако-
логического агента. По всей видимости, 
малобен обладает протективными и реге-
нераторными свойствами, обусловлива-
ющими существенно более выраженное 
и раннее репаративное и регенераторное 
воздействие на печень.

Рис. 1. Отсутствие фиброза и патологической кле-
точной инфильтрации стромы портального тракта 
в группе интактных животных. Окраска гематокси-
лином и эозином, ув. х400.
Fig. 1. Absence of fi brosis and pathological cellular in-
fi ltration of the portal tract stroma in the group of intact 
animals. Hematoxylin and eosin staining, x400.

Рис. 2. Крупный очаг некроза с обильной полиморф-
ноклеточной инфильтрацией в центролобулярном 
отделе печеночной дольки в группе животных с экспе-
риментальным стеатогепатитом. Окраска гематок-
силином и эозином, ув. х400.
Fig. 2. A large focus of necrosis with abundant polymor-
phic cell infi ltration in the centrilobular section of the 
hepatic lobule in the group of animals with experimental 
steatohepatitis. Hematoxylin and eosin staining, x400.
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Выводы
1. 4,4’(пропандиамидо)-дибензоат на-

трия (малобен) позволяет снижать вы-
раженность висцерального ожирения 
у экспериментальных животных на фоне 
гиперкалорийной диеты. 

2. Выявлено преобладание альтеративно-
экссудативных изменений (отражающих по-
вреждение) в группе с экспериментальным 
стеатогепатитом и продуктивных и проли-
феративных (отражающих процессы репа-
рации и регенерации) в группе, получавшей 
на фоне гиперкалорийной диеты малобен.
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Рис. 3. Сохраненная структура печеночной ткани, 
отсутствие фиброза портальных трактов, нерав-
номерная скудная лимфо-макрофагальная инфиль-
трация стромы в группе животных опытной группы. 
Окраска гематоксилином и эозином, ув. х400.
Fig. 3. The preserved structure of the hepatic tissue, the 
absence of fi brosis of the portal tracts, uneven scanty 
lymph-macrophage infi ltration of the stroma in the group of 
experimental animals. Hematoxylin and eosin staining, x400.

Рис. 4. Мелкие фокусы пролиферации гепатоцитов 
в зонах повреждения паренхимы в группе животных 
опытной группы. Окраска гематоксилином и эозином, 
ув. х400.
Fig. 4. Small foci of hepatocyte proliferation in the zonas 
of parenchymal injuries in the group of experimental 
animals. Hematoxylin and eosin staining, x400.
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ИЗУЧЕНИЕ НЕЙРОПРОТЕКТОРНОЙ АКТИВНОСТИ 
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В тесте «Сужающаяся дорожка» на 21-е сут после окклюзии средней мозговой артерии уста-
новлено, что янтарная соль фумарового эфира диэтилэтаноламина (ФДЭС) в дозах 10 и 75 мг/кг 
оказывала статистически значимое снижение степени выраженности сенсомоторного дефицита 
передней и задней контралатеральных конечностей белых крыс-самцов в условиях церебральной 
ишемии. Исследуемое вещество (доза 10 мг/кг) способствовало снижению объема ишемического 
повреждения коры головного мозга крыс в 1,5 раза. По нейропротективной активности янтарная 
соль фумарового эфира диэтилэтаноламина 10 мг/кг сопоставима с действием препарата цитико-
лина 500 мг/кг.

Ключевые слова: острое нарушение мозгового кровообращения, сенсомоторный дефицит, нейро-
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In a narrowing beam-walking test, on the 21st day after the occlusion of the middle cerebral artery, it was 
found that the succinic salt of diethylaminoethanol fumaric ester (PDES), at doses of 10 and 75 mg/kg, 
led to a statistically signifi cant decrease in the severity of sensorimotor defi cit of the anterior and posterior 
contralateral limbs of male rats under the conditions of cerebral ischemia. The test substance at a dose of 
10 mg/kg reduced the volume of ischemic damage to the cerebral cortex of rats by 1.5 times. In terms of 
neuroprotective activity, the effect of the succinic salt of diethylaminoethanol fumaric ester at a dose of 
10 mg/kg is comparable to that of Citicoline at a dose of 500 mg/kg.
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Введение
Острые ишемические нарушения моз-

гового кровообращения (ОНМК) относят-
ся к числу наиболее распространенных 
форм патологии, играющих ведущую роль 
в инвалидизации и смертности населения. 
В комплексном лечении цереброваскуляр-
ных заболеваний применяется нейропро-
текторная терапия, которая обеспечивает 
увеличение периода выживания нейро-
нов в условиях повреждающего дейст-
вия каскада нейрохимических реакций 
как при острых, так и при хронических 
патологических процессах в нервной си-
стеме. В СПХФУ была синтезирована но-
вая молекула — янтарная соль фумарового 
эфира диэтилэтаноламина (ФДЭС), обла-
дающее нейротропной и антигипоксиче-
ской активностью [2, 3].

Цель исследования — изучение вли-
яния ФДЭС на неврологический дефицит 
после окклюзии средней мозговой арте-
рии (ОСМА) у белых крыс-самцов в тесте 
«Сужающаяся дорожка».

Материалы и методы
Исследования выполнены на 50-ти бе-

лых беспородных крысах-самцах массой 
220–240 г. Животные были рандомизиро-
ваны на 4-е группы (n=10): группы 1 и 2 
получали ФДЭС в дозах 10 и 75 мг/кг со-
ответственно, группа 3 получала референс-
ный препарат цитиколин в дозе 500 мг/кг, 
контроль ной группе вводили изотоничес-
кий р-р натрия хлорида в эквиобъемных 
количествах. Исследуемое вещество и пре-
парат сравнения вводили ежедневно вну-
трижелудочно в течение 21-го дня.

Церебральную ишемию моделировали 
с помощью ОСМА по методике Longa [5]. 
По окончании эксперимента оценивали 
нарушение координации движений в тесте 
«Сужающаяся дорожка» [6] и объём повре-
ждённого мозга [4].
Для определения объема очага пора-

жения ткань головного мозга окраши-
вали в 2% р-ре 2,3,5-трифенилтетразо-
лия хлорида (ТТХ) в фосфатном буфере 
(Na2HPO4/NaH2PO4, pH=7,4) при комнатной 
температуре в течение 20–30-ти мин. Далее 
готовили срезы головного мозга, фотогра-
фировали цветной видеокамерой CCD IRIS 
(модель DXC-107AP, SONY Corр.), соеди-
ненной с микроскопом (Olympus SZ-CTV) 
и сканировали их. Планиметрическую об-
работку фотографий проводили с помощью 
программы ImageJ. Рассчитывали (в мм 3) 
объем контролатерального полушария, ип-
силатерального полушария и объем пора-
жения головного мозга.
Статистическая обработка результатов 

осуществлялась методом однофактор-
ного дисперсионного анализа (ANOVA). 
Числовые данные, приводимые в таблицах, 
представлены в виде: среднее арифметиче-
ское (М)±стандартная ошибка среднего (m).

Результаты
На фоне фокальной ишемии тест 

«Сужающаяся дорожка» выявил вы-
раженный сенсомоторный  и моторно-
координационнымй  дефицит и снижение 
неврологического дефицита при введении 
исследуемого соединения (табл. 1). На 21-е 
сут после ОСМА для задней конечно-
сти процент соскальзывания уменьшался 
в среднем на 27% для обеих доз препарата 
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(p=1x10–6, D=0,639) по сравнению с груп-
пой контроля. Статистически значимых 
различий между дозами ФДЭС выявлено 
не было. Для передней  конечности было 
отмечено статистически значимое сниже-
ние данного показателя на 29% (p=2x10–6, 
D=0,624) и 41% (p=9x10–11, D=0,832) у жи-
вотных, леченых ФДЭС, в дозе 10 и 75 мг/кг, 
соответственно. Различие по влиянию на пе-
реднюю конечность крысы между дозами 
ФДЭС статистически достоверно, улучше-
ние состояния двигательной функции ко-
нечностей в тесте «Сужающаяся дорожка» 
на меньшей дозе проявлялось в большей 
степени. Цитиколин достоверно улучшал 
моторику передней контралатеральной ко-
нечности по сравнению с контролем, одна-
ко не превосходил изучаемое вещество.
Результаты исследований объема очага 

поражения головного мозга, вызванного 
ОСМА, представлены в табл. 2. У крыс, ко-
торым вводили ФДЭС в дозе 10 и 75 мг/кг, 

после ОСМА наблюдали статистически зна-
чимое уменьшение очага поражения голов-
ного мозга в 1,5 раза (p=2х10–8) и 1,4 раза 
(p=9х10–6) соответственно, по сравне-
нию с животными контроль ной группы. 
Цитиколин статистически значимо умень-
шал зону некроза в 1,7 раза (p=3х10–9) 
по сравнению с группой контрольных крыс 
(табл. 2).

Обсуждение результатов
Поскольку изучаемое вещество оказы-

вало нейрореабилитационное действие 
в несубстратных дозах, можно предполо-
жить, что положительный эффект данно-
го средства связан не только с возможным 
накоплением ацетилхолина, но и с имею-
щимися в строении молекулы остатками 
фумарата и сукцината. Вероятно, образую-
щийся в процессе метаболизма молекулы 
ФДЭС сукцинат может взаимодействовать 
с сукцинатными рецепторами (SUCNR 1), 

Таблица 1. Влияние ФДЭС и цитиколина на степень выраженности сенсомоторного дефицита передней и зад-
ней контралатеральных конечностей животных в тесте «Сужающаяся дорожка» на 21-е сут после ОСМА
Table 1. Impact of PDES and Citicolin on the severity of sensorimotor defi cit of the anterior and posterior contralateral 
limbs of animals in a narrowing beam-walking test on the 21st day

Группа
Показатель теста «Сужающаяся дорожка» на 21-е сут после ОСМА

Задняя лапа Передняя лапа
Ложнооперированная 96,80±2,15 100,00±0,00
ОСМА (контроль) 54,43±2,89 1 45,51±3,18 1

ОСМА+ФДЭС, 10 мг/кг 81,90±2,62,2 74,91±2,91 1,2

ОСМА+ФДЭС, 75 мг/кг 81,41±2,89 1,2 86,79±1,77 1,2

ОСМА+Цитиколин 77,65±2,38 1,2 80,46±2,22 1,2

Примечание: 1 — статистически значимое отличие от ложнооперированной группы (p<0,005); 2 — стати-
стически значимое отличие от контрольной группы (p<0,005), значения показателя до операции — 100 для всех 
групп.
Note: 1 — statistically signifi cant difference from the sham-operated group (p <0.005); 2 — statistically signifi cant differ-
ence from the control group (p<0.005), the value of the indicator before surgery — 100 for all the groups.

Таблица 2. Влияние ФДЭС на развитие ишемического очага поражения головного мозга крыс
Table 2. Impact of PDES on the development of an ischemic focus of brain lesions in rats

Группа Размер поражения мозга в мм 3 P D
Контрольная 310,27±8,06
ФДЭС,10 мг/кг 201,46±9,54 1,71х10–8 0,741
ФДЭС, 75 мг/кг 225,86±11,34 8,47х10–6 0,569
Цитиколин 182,85±10,05 2,70х10–9 0,777

Примечание: р — статистически значимое отличие от группы контроля; D — коэффициент детерминации.
Note: p — statistically signifi cant difference from the control group; D — the coeffi cient of determination.
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расположенными в нейронах коры головно-
го мозга. Как было показано, SUCNR 1 ре-
цепторы участвуют в экспрессии основных 
проангиогенных факторов и регуляции ак-
тивности NMDA рецепторов [1], что также 
может вносить вклад в нейропротекторное 
действие изучаемого вещества.
Также не исключено, что ФДЭС является 

эффективным носителем холиноподобных 
соединений через гематоэнцефалический 
барьер, т. к. сопоставимые с цитиколином 
нейротропные эффекты отмечаются в су-
щественно более низкой дозе (10 мг/кг 
для ФДЭС против 500 мг/кг для цитико-
лина).
Таким образом, применение ФДЭС в дозе 

10 мг/кг у животных после ОСМА позволи-
ло достичь улучшения состояния моторной 
функции передней и задней конечностей, 
расположенных контралатерально к месту 
повреждения.

Полученные результаты исследований 
являются экспериментальным обоснова-
нием целесообразности дальнейшего углу-
бленного изучения производного фумаро-
вой кислоты под лабораторным шифром 
ФДЭС в дозе 10 мг/кг в качестве потенци-
ального нейропротектора в условиях ише-
мии головного мозга.

Выводы
1. Наиболее выраженный  ней ропро тек-

торный  эффект янтарной соли фумарово-
го эфира диэтилэтаноламина был выявлен 
в дозе 10 мг/кг, который  проявлялся в сни-
жении объема ишемического повреждения 
коры.

2. По нейропротективной активности 
янтарная соль фумарового эфира диэти-
лэтаноламина в дозе 10 мг/кг сопоставима 
с действием препарата сравнения цитико-
лином в дозе 500 мг/кг.
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Исследовали безопасность нового противотуберкулезного препарата Тиозонид с применением ме-
тодов биоинформатики, доклинических методик с использованием лабораторных животных и при 
участии здоровых добровольцев. Предсказанное отсутствие токсических эффектов на основные 
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The safety of the new anti-tuberculosis drug Tiozonide was studied by bioinformatics and preclinical meth-
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on the main life support systems of mammals predicted by QSAR models was confi rmed by the results of 
acute, subchronic and chronic toxicity tests in various laboratory animals. Monitoring of the vital indicators 
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Введение
Лечение туберкулеза — длительный 

процесс, сопровождающийся кумуляци-
ей побочных эффектов лекарственного 
вещества, которые формируют нежела-
тельные побочные реакции со стороны 
важнейших систем жизнеобеспечения, ча-
сто ограничивая лечение заболевания [1, 
2]. На фоне регистрации в РФ препаратов 
зарубежного производства интерес пред-
ставляет новая отечественная разработ-
ка — препарат из группы диарилхиноли-
нов с рабочим названием Тиозонид (ЗАО 
«Фарм-синтез»), по химической структуре 

представляющий собой -{1R,2S+1S,2R}-1- 
(6-Бром-2-хлорхинолил-3-ил)-4- (диме-
тиламино)-2- (нафталин-1-ил)-1-фенил-
бутан-2-ол (порошок белого или белого 
с желтоватым оттенком цвета, нерастворим 
в воде, нерастворим в изотоническом р-ре, 
1 г/л растворим в метаноле, 10 г/л — в хло-
роформе (р-р облучают на ультразвуковой 
бане в течение 10-ти мин [3]). Учитывая, 
что противотуберкулезная активность 
Тиозонида сравнима с препаратом 2-го 
ряда — рифампицином [4], резонно пред-
положить, что в перспективе он может при-
меняться длительными курсами.



107БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2021 | Toм 17 | № 3 | 105–110

А.Ю. Савченко, Г.В. Раменская, В.Г. Кукес, М.С. Буренков, Б.В. Шилов
«Комплексная оценка безопасности нового противотуберкулезного препарата 

из группы диарилхинолинов»

В этой связи целью настоящего иссле-
дования явилась оценка возможной токсич-
ности тиозонида, сочетающая три ступени 
изучения: биоинформатический подход, 
доклиническую оценку острой и хрониче-
ской токсичности, а также анализ результа-
тов клинического исследования безопасно-
сти нового препарата.

Материалы и методы
Биоинформатическая оценка 
безопасности
Предсказание острой токсичности у крыс 

проводилось с использованием веб-сервиса 
«ACUTE RAT TOXICITY PREDICTION» 
[12]. В веб-сервисе предсказание значений 
LD50 для нелинейных крыс при использова-
нии четырех различных методов введения 
препарата (per os, внутривенно, внутри-
брюшинно и подкожно) проводилось с при-
менением QSAR-моделей, построенных 
с использованием программы GUSAR [5]. 
Обучающие выборки включали информа-
цию о приблизительно 10 000 химических 
структурах и соответствующие данные 
об острой токсичности в экспериментах 
на крысах. Результаты о моделировании 
подкожного введения препарата оказались 
вне домена применимости модели и по-
этому они не вошли в итоговую оценку. 
Модели QSAR для набора из 32-х моделей 
величин (IC50, Ki, Kact) описывали взаи-
модействие 4000 химических соединений 
с 18-ю нежелательными белками-мишеня-
ми (13 рецепторов, 2 фермента и 3 пере-
носчика) [6]. Сервис «CLC-Pred: in silico 
prediction of cytotoxicity for tumor and non-
tumor cell lines» [13], предназначенный 
для предсказания острой цитотоксичности, 
является результатом обработки экспери-
ментальных данных на обучающей выбор-
ке из 59 882 структур соединений, который 
отражает современные знания о цитоток-
сических веществах в отношении 943 ра-
ковых и нераковых линий клеток человека. 

Этим сервисом воспользовались для оцен-
ки возможной цитотоксичности тиозонида 
[7, 8, 9].
Доклиническую оценку острой токсич-

ности тиозонида и хроническую токсич-
ность определяли согласно Руководству 
[10]. Оценка безопасности в отношении 
человека проведена в рамках исследова-
ния по протоколу «Открытое исследова-
ние I фазы по изучению фармакокинетики, 
безопасности и переносимости препарата 
Тиозонид, капсулы 100 мг (АО «Фарм-
Синтез») при однократном приеме возра-
стающих доз различными группами здо-
ровых добровольцев» (2013, Разрешение 
№ 187 на проведение клинического иссле-
дования от 22 марта 2013 года, выданное 
Минздравом России).
Полученные данные подвергались ста-

тистической обработке согласно задаче 
исследования. В биоинформатической 
части использовались возможности со-
ответствующих инструментов сервисов. 
В доклинической и клинической оценке 
безопасности — при помощи программы 
STATISTICA 6.0 for Windows с использо-
ванием критерия χ-квадрат. Если достигну-
тый уровень значимости различий не пре-
вышал 0,05, их считали достоверными [11].

Результаты и их обсуждение
Результаты прогноза токсичности препа-

рата Тиозинд с указанием дозы вещества, 
прогнозирующей гибель 50% нелинейных 
крыс в эксперименте, отражены в диапа-
зоне следующих доз LD50 (мг/кг): 456,700 
(внутрибрюшинно), 43,290 (внутривен-
но) 485,600 (подкожно). Во всех случаях 
предсказана низкая токсичность (Class 4) 
по классификации токсичности химиче-
ских соединений проекта OECD [14].
Предсказание нежелательных мише-

ней препарата Тиозонид, связанных с по-
бочными эффектами, также проводилось 
с использованием веб-сервиса на основе 
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программы GUSAR [15]. Количественное 
измерение предсказанной активности по-
зволило выделить потенциальные нежела-
тельные мишени, величина предсказанного 
значения которых оказалась более 7-ми.
Сервис «CLC-Pred: in silico prediction 

of cytotoxicity for tumor and non-tumor 
cell lines» [13] не смог отнести Тиозонид 
с достаточной надежностью ни к одной 
из групп, вызывающих цитотоксический 
эффект. Следовательно, низка вероятность 
цитотоксического действия изучаемой 
молекулы. Аналогично сервис «ROSC-
Pred: web-service for rodent organ-specifi c 
carcinogenicity prediction» [16], предназна-
ченный для предсказания канцерогенности 
веществ, не дал значимых результатов, по-
казав низкие значения вероятности отнесе-
ния молекулы тиозонида к группе канце-
рогенных соединений, протестированных 
на грызунах.
В ходе изучения острой токсичности 

субстанции Тиозонида на мышах линии 
Balb/c и нелинейных отклонений от норм 
в поведенческих реакциях и внешнем виде 
животных не выявлено. Препарат не вызы-
вал гибели животных, симптомов острого 
отравления, изменений внутренних орга-
нов и не оказывал токсического действия. 
Однако у трёх животных в печени имелись 
дистрофические изменения гепатоцитов (ва-
куольная дистрофия) и усиленная реакция 
купферовских клеток. У одного из этих жи-
вотных обнаружены немногочисленные оча-
ги некроза гепатоцитов. У этих же животных 
в селезёнке имелась умеренная гиперплазия 
лимфоидных фолликулов и увеличение чи-
сла нейтрофилов в красной пульпе. Эти из-
менения можно расценивать как проявление 
слабого токсического воздействия указан-
ной дозы субстанции препарата.
При воздействии Тиозонида в течение 

6-ти мес. (исследование субхронической 
токсичности) не было отмечено значимых 
изменений массы, поведенческих реакций 
и показателей основных систем жизнеобе-

спечения лабораторных животных. После 
6-ти мес. внутрижелудочного введения 
нелинейным крысам субстанции Тиозонида 
макроскопически не обнаружено местное 
раздражающее действие на ЖКТ. Однако 
по результатам гистологических исследо-
ваний установлено дозозависимое местное 
раздражающее действие вещества у самцов 
и самок, наиболее выраженное под влияни-
ем субстанции в дозе 100 мг/кг.
При гистологическом исследовании нели-

нейных крыс, получавших Тиозонид в дозе 
10 мг/кг, у отдельных животных отмечены 
признаки гиперсекреции слизи и очаговой 
десквамации эпителия слизистой оболочки 
ЖКТ, единично — некроз в тонкой кишке, 
у двух самок — изъязвления слизистой обо-
лочки и небольшая макрофагальная реакция 
в лимфатических узлах. У животных, полу-
чавших субстанцию препарата Тиозонид 
в дозе 50 мг/кг, отмечены гиперсекреция 
слизи, очаговая десквамация эпителия, ми-
кроэрозии или язвенные дефекты слизи-
стой оболочки. У крыс, получавших изуча-
емое вещество в дозе 100 мг/кг, отмечены 
признаки интоксикации в виде умеренного 
полнокровия внутренних органов, дистро-
фических изменений клеток печени, мио-
карда, половых желёз, чашечно-лоханочной 
системы почек. В ЖКТ у многих животных 
отмечены деструктивные изменения сли-
зистой оболочки кишечника в виде эрозий, 
изъязвлений, некроза апикальных отделов 
ворсинок слизистой оболочки.
В ходе клинического исследования без-

опасности у пациентов, принимавших 
препарат, не было отмечено клинически 
значимых колебаний в состоянии кожных 
покровов, функционировании основных 
систем органов и показателей перифериче-
ской крови, биохимических характеристик 
крови и мочи, а также основных жизненно 
важных параметров, таких как гемодина-
мические показатели, данные электрокар-
диографического обследования и темпера-
тура тела.
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В ходе проведенного клинического ис-
следования препарат Тиозонид показал 
хорошую переносимость и безопасность, 
поскольку выявленные нежелательные яв-
ления не показали определенной или досто-
верной связи с исследуемым препаратом. 
Разрешение всех зарегистрированных неже-
лательных явлений было полным, а эскала-
ция дозы не повлияла на количество, степень 
тяжести и связь с исследуемым препаратом. 
По результатам врачебных осмотров, прове-
денных в ходе исследования, а также срав-
нительного анализа обобщенных данных 
врачебного осмотра до (скрининг) и по окон-
чании исследования не были выявлены ка-
кие-либо отклонения в состоянии здоровья 
у добровольцев, принимавших участие в ис-
следовании. Мониторинг жизненно важных 
показателей, проведенных в процессе иссле-
дования, а также сравнительного анализа 
обобщенных результатов этих показателей 

до (скрининг) и по окончании исследования 
показал, что достоверных изменений у до-
бровольцев по жизненно важным показате-
лям не было. Результаты мониторинга ЭКГ 
в ходе исследования, а также сравнитель-
ного анализа обобщенных результатов ЭКГ 
до (скрининг) и по окончании исследования 
не выявили клинически значимых измене-
ний, угрожающих жизни и здоровью добро-
вольцев.

Заключение
Проведенный комплексный анализ без-

опасности нового противотуберкулезного 
препарата из группы диарилхинолинов 
с рабочим названием Тиозонид убедитель-
но продемонстрировал его безопасность 
и хорошую переносимость, предсказанную 
биоинформатически и подтвержденную 
как в эксперименте, так и здоровыми до-
бровольцами.
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1,3-ДИЭТИЛБЕНЗИМИДАЗОЛИЯ ТРИЙОДИД 
В ФАРМАКОТЕРАПИИ ХРОНИЧЕСКОГО 

КОМПЕНСИРОВАННОГО ТОНЗИЛЛОФАРИНГИТА

Е.К. Мелоян, А.В. Сафроненко, Е.В. Ганцгорн*, Л.Е. Хмара, А.О. Голубева, М.А. Джабр
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В статье представлены результаты клинико-бактериологической оценки фармакологической эффек-
тивности 1,3-диэтилбензимидазолия трийодида при хроническом компенсированном тонзиллофа-
рингите (ХКТФ). В результате 10-дневного курса лечения было достигнуто улучшение клинического 
статуса пациентов, а также значительное положительное влияние на состав микробиоценоза глот-
ки. В частности, достоверно снижалось содержание золотистых стафилококков, β-гемолитических 
стрептококков, эшерихий, в то время как энтеробактерии, неферментирующие бактерии, стрепто-
кокки пневмонии из микробного очага исчезли полностью. Однако 10-дневное лечение не приводи-
ло к полному исчезновению из состава микробной популяции α-гемолитических и негемолитиче-
ских стрептококков. Возможно, это связано со способностью Стелланина® оказывать репаративное 
действие на лимфоидные образования глотки, способствуя восстановлению колонизационной рези-
стентности.

Ключевые слова: хронический компенсированный тонзиллофарингит, микробиоценоз глотки, 
1,3-диэтилбензимидазолий трийодида
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1,3-DIETHYLBENZIMIDAZOLIUM TRIODIDE 
IN PHARMACOTHERAPY OF CHRONIC COMPENSATED 

TONSILLOPHARYNGITIS

Elena K. Meloyan, Andrey V. Safronenko, Elena V. Gantsgorn*, Lyubov E. Hmara, 
Anna O. Golubeva, Mohamad A. Jabr

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

The article presents the results of a clinical and bacteriological assessment of the pharmacological effi cacy 
of 1,3-diethylbenzimidazolium triiodide in chronic compensated tonsillopharyngitis. As a result of a 10-day 
course of treatment, an improvement in the clinical status of patients was achieved, as well as a signifi -
cant positive effect on the composition of the pharyngeal microbiocenosis. In particular, the content of 
Staphylococcus aureus, β-hemolytic streptococci, Escherichia signifi cantly decreased, and Enterobacteria, 
non-fermenting bacteria, and Streptococci pneumonia completely disappeared from the microbial focus. 
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However, the conducted 10-day treatment did not lead to the complete disappearance of α-hemolytic and 
non-hemolytic streptococci from the microbial population. This may be explained by the reparative effect 
of Stellanin® on the lymphoid formations of the pharynx, contributing to the restoration of colonization 
resistance.
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Введение
Инфекционно-воспалительные заболе-

вания верхних дыхательных путей проч-
но занимают одну из лидирующих пози-
ций в общеврачебной практике. При этом 
в структуре общей заболеваемости и среди 
болезней ЛОР-органов до 3% и до 15%, со-
ответственно, составляет удельный вес па-
тологии гортани и глотки.
В медицинской литературе, в т. ч. за-

рубежной, в связи с трудностями в диф-
ференциальной диагностике, фарингит 
и тонзиллит часто объединяют в одно 
заболевание — тонзиллофарингит. Дей-
ствительно, ввиду тесного анатомического 
расположения и сходства гистологическо-
го строения воспаление небных миндалин 
и глотки в клинической ЛОР-практике 
редко обходятся друг без друга [1, 3]. С по-
мощью корреляционного анализа доказана 
общность этиологии, патогенеза и клини-
ческих проявлений данных самостоятель-
ных нозологий [9]. Результатом развития 
воспаления и как иммунологической, так 
и нервно-рефлекторной дисрегуляции ста-
новится дисбаланс биоценоза ротоглотки 
с последующим повреждением слизистой 
оболочки глотки и небных миндалин [5]. 
В свою очередь, хронический тонзилло-
фарингит (ХТФ) сопровождается стойким 
воспалением слизистой оболочки глоточ-
ного лимфатического кольца, общей ток-

сико-аллергической реакцией, рецидива-
ми в форме ангин [7].
В качестве этиологических факторов 

ХТФ рассматривается стрептококковая 
инфекция — β-гемолитические стрепто-
кокки групп A, В, С, G, F, негруппируе-
мые стрептококки, пневмококк, ассоции-
рованные с золотистым стафилококком. 
Важным этиопатогенетическим фактором 
ХТФ является внутриклеточная перси-
стенция β-гемолитического стрептококка, 
продуцирующего многочисленные инва-
зивные факторы. За счет стрептококков, 
находящихся внутри клеток, небные мин-
далины, в частности, являются резервуа-
ром для рецидивирующих инфекционных 
процессов [8, 13]. При этом, в зависимости 
от стадии и выраженности воспалитель-
ного процесса, состав микрофлоры может 
заметно меняться. Так, в стадии ремиссии 
доля β-гемолитических стрептококков сни-
жается, и начинают преобладать микоплаз-
мы, энтеробактерии и стафилококки [10, 
12, 14]. Однако, по современным данным, 
в этиологии ХТФ играют роль не только 
бактерии и их ассоциации, но и персисти-
рующие вирусы. Среди них наиболее рас-
пространены цитомегаловирус, аденови-
рус, вирусы парагриппа, герпес-вирусы, 
вирус Эпштейна — Барр [1, 4].
Широкое распространение ХТФ и их вы-

сокая медико-социальная значимость опре-
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деляют необходимость совершенствования 
методов их лечения. При этом крайне важно 
адекватное сопровождение пациентов с ХТФ 
не только в период обострений заболевания, 
но и непосредственно в течение стадии ре-
миссии. В данном аспекте представляется 
актуальным поиск и разработка безопасных 
и эффективных лекарственных средств в со-
ставе комплексной терапии для сокращения 
продолжительности заболевания, снижения 
риска развития осложнений, предотвраще-
ния рецидивов, улучшения качества жизни, 
а также решения проблем, ассоциированных 
с нерациональной антибактериальной тера-
пией [2, 5, 8, 11].

Цель работы — клинико-бактериоло-
гическая оценка фармакологической эф-
фективности 1,3-диэтилбензимидазолия 
трийодида при хроническом компенсиро-
ванном тонзиллофарингите (ХКТФ).

Материалы и методы
В исследовании приняли участие 

75 больных с ХКТФ. Исследование было 
выполнено на базе лечебно-диагности-
ческого центра «Альянс 2000», оторино-
ларингологического отделения № 1 для 
взрослых МБУЗ ГБ № 1 им. Н. А. Семашко 
г. Ростова-на-Дону, лаборатории сани-
тарной микробиологии водных объектов 
и микробной экологии человека ФБУН 
РостовНИИ микробиологии и паразитоло-
гии Роспотребнадзора.
Пациентам был выполнен комплекс кли-

нико-бактериологического методов иссле-
дования: сбор жалоб и анамнез заболева-
ния, оториноларингологический осмотр, 
детальный анализ микрофлоры глотки.
Бактериологическое исследование со-

става микробиоценозов глотки больных, 
получавших Стелланин®, проводили непо-
средственно перед назначением препарата, 
а также через 5, 10 дней после его приме-
нения и через 1 мес. после окончания ле-
чения. Бактериологическое исследование 

состава микробиоценозов глотки проводи-
лось в соответствии с приказом МЗ СССР 
№ 535 от 1985 года «Об унификации ми-
кробиологических (бактериологических) 
методов исследования, применяемых 
в клинико-диагностических лабораториях 
лечебно-профилактических учреждений». 
Материалом для исследования служили 
мазки со слизистой оболочки глотки, ко-
торые забирали стерильным стандартным 
ватным тампоном, натощак, строго соблю-
дая последовательность забора: правая 
небная миндалина, правая задняя небная 
дужка, левая задняя небная дужка, левая 
небная миндалина, задняя стенка глотки. 
Микробиологическое исследование забран-
ного материала проводили в первые 2 ч по-
сле его забора. Материал исследовали пу-
тем посева на плотные питательные среды, 
используя метод тампон-штрих.
При лечении больных с ХКТФ был 

использован лекарственный препарат 
1,3-диэтилбензимидазолий трийодида — 
Стелланин®, капли для местного примене-
ния и приема внутрь 4%. Стелланин® на-
значался 3 раза в день, натощак, не менее 
чем за 30 мин до еды. Непосредственно 
перед применением дозу препарата (20 ка-
пель) разводили в 50-ти мл кипяченой 
охлажденной воды. Полученным раство-
ром пациенты сначала полоскали глотку, 
затем — принимали внутрь, 1 раз в день 
указанным раствором промывали лакуны 
небных миндалин. Курс лечения составлял 
10 дней.
Статистическая обработка полученных 

данных выполнялась на персональном ком-
пьютере в программе STATISTICA 10.0 
(StatSoft Inc., США). Для сравнения непара-
метрических количественных показателей 
между группами использовали U-критерий 
Манна — Уитни. Для сравнения показате-
лей, подчинявшихся нормальному зако-
ну распределения, применяли t-критерий 
Стьюдента. Различия признавались стати-
стически значимыми при p<0,05.
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Результаты и их обсуждение
Использование Стелланина® в комплекс-

ном лечении ХКТФ выявило снижение 
основных симптомов заболевания: норма-
лизовалась температура тела, общее со-
стояние, купировался болевой синдром, 
уменьшалась гиперемия, инфильтрация 
слизистой оболочки небных миндалин, зад-
ней стенки глотки, несколько уменьшалась 
гипертрофия небных миндалин и лимфати-
ческих фолликулов задней стенки глотки, 
гнойное отделяемое. Динамика основных 
симптомов заболевания, выраженная в бал-
лах, приведена в табл. 1.
Данные о составе микробиоценоза глотки 

больных в динамике лечения Стелланином® 
приведены в табл. 2.
Как видно из представленных в табл. 2 

данных, использование Стелланина® уже 
через 5 дней его применения приводило 
к изменению состава микробиоценозов 
глотки больных ХКТФ. Наиболее значи-
тельно снижалось содержание в микробио-
ценозе золотистых стафилококков. Частота 
их обнаружения снизилась с 42,7±5,7% 
до 12,0±3,7% (t=4,5). Также статистиче-
ски достоверно изменилось число на-
ходок β-гемолитических стрептококков 
(от 60,0±5,6 до 24,0±4,7; t=4,9), эшерихий 
t=2,2. Выявилась четко выраженная тенден-

ция к снижению частоты выявления грибов 
рода Candida, коринеформных бактерий, 
клебсиелл, из микробного очага исчезли 
полностью энтеробактерии, неферментиру-
ющие бактерии, стрептококки пневмонии.
Еще более выраженное действие 

Стелланина® отмечалось через 10 дней при-
менения. В составе микробиоценоза значи-
тельно сократилось присутствие золотистых 
стафилококков (до 5,3±2,5%), коагулазоотри-
цательных стафилококков (до 16,0±4,5%), 
коринеформных бактерий (до 16,0±4,2%), 
грибов рода Candida (до 13,3±3,7%), клебси-
елл. Однако следует отметить, что 10-днев-
ное использование Стелланина® не приво-
дило к исчезновению из состава микробной 
популяции α-гемолитических и негемолити-
ческих стрептококков. Частота обнаружения 
α-гемолитических стрептококков несколь-
ко уменьшалась на 5-й день (с 45,3±5,7% 
до 29,3±5,2%), но умеренно возрастала 
к 10-му дню до 33,3±5,4%, аналогичная 
картина наблюдалась в отношении негемо-
литических стрептококков (% их выявления 
практически не изменяется). Возможно, это 
связано со способностью Стелланина® ока-
зывать репаративное действие на лимфоид-
ные образования глотки, способствующие 
восстановлению колонизационной рези-
стентности.

Таблица 1. Динамика клинических симптомов у пациентов с ХКТФ
Table 1. Dynamics of clinical symptoms in patients with chronic tonsillopharyngitis

  П   оказатель клинического статуса
Выраженность симптома (баллы)

Исходные данные 5-й день лечения 10-й день лечения
Общее состояние 1,2 0* 0
Температура тела 37,02 36,71 36,62
Болевой синдром 2,1 0,6* 0

Гипертрофия небных миндалин 
и лимфатических фолликулов задней 

стенки глотки
2.3 2 2

Гиперемия и инфильтрация небных 
миндалин и лимфатических фоллику-

лов задней стенки глотки
2,8 1* 0

Гнойное отделяемое в лакунах небных 
миндалин 2.3 1* 0,4

Примечание: * — статистически значимые различия по сравнению с исходными показателями при p<0,05 
(по t-критерию Стьюдента).
Note: * — statistically signifi cant differences compared to the baseline values at p<0.05 (by Student’s T-test).
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Подобное преобладание в составе ми-
кробиоценоза α-гемолитических и неге-
молитических стрептококков, коагула-
зоотрицательных стафилококков могло 
свидетельствовать о выраженной тенден-
ции к восстановлению нормальной струк-
туры микробного очага, о восстановлении 
колонизационной резистентности глотки.
Результаты, полученные в рамках данно-

го исследования, соответствовали таковым 
в ранее проведенном комплексном анализе 
количественного и качественного состава 
микрофлоры глоточного лимфатическо-
го кольца с выделением, идентификаци-
ей микроорганизмов у пациентов с ХКТФ 
по сравнению со здоровыми людьми 
из контрольной группы [6]. Эти данные еще 
раз подтвердили роль β-гемолитических 
стрептококков как этиологически значимых 
для ХКТФ микроорганизмов.

Выводы
На сегодняшний день низкая эффектив-

ность фармакотерапии при ХКТФ явля-
ется одной из наиболее значимых научно-

клинических задач оториноларингологии 
и клинической фармакологии.
В процессе лечения 1,3-диэтилбензими-

дазолия трийодидом больных ХКТФ от-
мечается снижение частоты обнаружения 
и количественного содержания в составе 
микробиоценоза глотки условно-патоген-
ных микробов, имеющих наиболее вы-
сокую потенциальную этиологическую 
значимость, намечается четко выраженная 
тенденция к восстановлению нормальной 
структуры микробного очага с преобла-
данием в его составе микроорганизмов, 
определяющих состояние колонизацион-
ной резистентности. Следовательно, пато-
генные микроорганизмы проявили чувст-
вительность к данному ЛС, а это, в свою 
очередь, в современных условиях нараста-
ния глобальной проблемы резистентности 
к антимикробным средствам является чрез-
вычайно важным. Эти данные позволяют 
рекомендовать применение 1,3-диэтилбен-
зимидазолия трийодида для повышения 
эффективности фармакотерапии пациентов 
с ХКТФ.
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ФГБУН НЦБМТ ФМБА России принял участие в ежегодном международном во-
енно-техническом форуме «Армия-2021» (22–28 августа, КВЦ «Патри от»). На вы-
ставке представлены собственные разработки фармакологических средств и биоло-
гически активных веществ (лекарственные препараты «Лейтрагин», «Мускулив», 
спортивное питание «МиоАктив Спорт», БАД «Фламенко» и проч.), применяемые 
для спецконтингента ФМБА, Минобороны и других силовых ведомств. Желающие 
смогли ознакомиться с направлениями работы Центра и нашими результатами, опу-
бликованными в журнале «Биомедицина». Установлено множество новых деловых 
контактов. По итогам встреч с Руководителем ФМБА России В. И. Скворцовой, Ми-
нистром обороны России С. К. Шойгу и Заместителем Председателя Правительства 
России Ю. И. Борисовым определены перспективы дальнейшего сотрудничества.

Мы благодарны организаторам Форума за возможность выступить в новом фор-
мате и надеемся продолжить работу в следующем году.


