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ЭЛЕКТРООПТИЧЕСКИЙ МЕТОД  
ДИАГНОСТИКИ НАРУШЕНИЙ КРОВОСНАБЖЕНИЯ ГОЛОВНОГО 

МОЗГА ЧЕЛОВЕКА 

М.В. Ковальчук1, Н.Н. Каркищенко2, Д.Б. Чайванов1,*, Ю.А. Чудина1,  
А.А. Николаев1, А.А. Вартанов1

1 ФГБУН 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

В настоящей работе описан новый метод диагностики нарушений кровоснабжения головного мозга, 
основанный на физико-математических, биомедицинских, психофизиологических методах и инфор-
мационных технологиях. Предложенный метод состоит в сравнении и выявлении степени соответ-
ствия длительности сердечного цикла, регистрируемой методами электрокардиографии и фотопле-
тизмографии. Методом электрокардиографии сердечный цикл фиксировали в виде длительности 
кардиоинтервалов, которые отражают преимущественно интракардиальные регуляторные механиз-
мы; метод фотоплетизмографии использовали для записи сердечного цикла в виде длительности 
пульсовых волн, которые являются отражением экстракардиальных механизмов регуляции сердечно-
сосудистой системы. Первоначально значения длительности кардиоинтервалов и пульсовых волн 
сравнивали у здоровых добровольцев, при записи электросигнала в стандартном отведении и  фото-
сигнала в трёх разных отведениях обнаружили наибольшее совпадение при записи фотоплетизмо-
граммы от ушного датчика. Далее сравнение длительности кардиоинтервалов и пульсовых волн про-
водили на примере патологических состояний, сопровождающихся нарушениями кровоснабжения 
головного мозга, среди которых рассматривали синдром позвоночной артерии при остеохондрозе 
шейного отдела позвоночника и синдром вегетативной дисфункции. Обнаружили уменьшение степе-
ни совпадения длительности кардиоинтервалов и пульсовых волн у добровольцев с рассмотренными 
патологиями по сравнению с нормой. Затем определили принадлежность к группе нормы и к груп-
пам с рассмотренными патологиями. Наконец, на основе результатов дискриминантного анализа уда-
лось выявить набор показателей, позволяющих различать три рассмотренные группы между собой. 
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The article describes stages in the development of an electrooptical method for diagnosing blood supply 
disorders in the human brain. The proposed method is based on the comparison and identification of the 
correspondence of cardiac cycle durations recorded by electrocardiography and photoplethysmography. 
Electrocardiography was used to record the cardiac cycle as the duration of cardiointervals, which reflect 
mainly intracardial regulatory mechanisms. Photoplethysmography was used to record the cardiac cycle 
as the duration of pulse waves, which reflect extracardial regulative mechanisms of the cardiovascular 
system. Initially, the duration of cardiointervals and pulse waves were recorded and compared in healthy 
volunteers. The most pronounced coincidence was observed when recording a photoplethysmogram from 
an ear sensor. Further, the obtained data was compared with that recorded in pathological conditions ac-
companied by impaired blood supply to the brain, including vertebral artery syndrome in cervical spine os-
teochondrosis and autonomic dysfunction syndrome. A decrease in the degree of correspondence between 
the durations of cardiac intervals and pulse waves was found in volunteers with the considered pathologies 
compared to the norm. Subsequently, based on the duration of cardiac intervals and pulse waves, the volun-
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Введение
Электрооптический метод предназначен 

для диагностики сосудистых нарушений, 
проявляющихся как самостоятельные за-
болевания или как симптомы различных 
соматических патологий. Главным преиму-
ществом нового метода электрооптической 
диагностики, в отличие от всех использу-
ющихся в настоящее время методов диаг-

ностики сосудов, является возможность-
ностики сосудов, является возможность 
осуществления холтеровского монитори-
рования их состояния. Холтеровское мо-
ниторирование позволяет осуществлять 
непрерывную фиксацию состояния сосудов 
в течение суток или дольше, проводить её 
вне стен медицинского стационара, а также 
в условиях физической активности. 

М.В. Ковальчук, Н.Н. Каркищенко, Д.Б. Чайванов, Ю.А. Чудина, А.А. Николаев, А.А. Вартанов
«Электрооптический метод диагностики нарушений кровоснабжения головного мозга человека»
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Ещё одно преимущество электрооптиче-
ского метода состоит в том, что он подходит 
для ранней диагностики патологий сосу-
дов головного мозга и может применяться 
для выявления доклинической стадии сосу-
дистых нарушений, заменяя такие сложные 
аппаратные методы, как ультразвуковая 
и магнитно-резонансная диагностика, анги-
ография и т. п. В этой связи перспективным 
является изучение возможности использо-
вания электрооптического метода для вы-
явления сосудистых нарушений различных 
органов и тканей, являющихся начальными 
признаками их патологических изменений. 

Создание электрооптического метода 
было связано с обнаружением расхождений 
в продолжительности сердечного цикла, за-
писанной методами электрокардиограммы 
и фотоплетизмограммы. Такого рода расхо-
ждения фиксировали и ранее, но они всегда 
считались артефактом и их связывали с осо-
бенностями записи электрических и фото 
сигналов [17]. Первоначально мы также 
придерживались данной традиционной 
точки зрения, и результаты нашего иссле-
дования на здоровых добровольцах явля-
ются тому подтверждением [19]. Однако 
экспериментально обнаруженное несоот-
ветствие между длительностью кардиоин-
тервалов и пульсовых волн при патологи-
ях, сопровождающихся недостаточностью 
кровоснабжения головного мозга [8, 13], 
позволило рассматривать это несоответ-
ствие как признак нарушения механизмов 
регуляции сердечно-сосудистой системы. 
Проведённый дискриминантный анализ 
позволил выявить критерии, по которым 
начальные проявления недостаточности 
мозгового кровоснабжения можно отли-
чить от нормы [14]. 

Электрооптический метод был апроби-
рован на примере патологий, представля-
ющих начальную стадию недостаточности 
кровоснабжения головного мозга, которая 
характеризуется нарушениями регулятор-
ных механизмов. Следовательно, данный 

метод является пригодным для диагности-
ки различных заболеваний и патологиче-
ских состояний, сопровождающихся рас-
согласованием механизмов регуляции 
сердечно-сосудистой системы. Кроме того, 
в силу особенностей регистрации (комфорт 
для пациентов) и простоты обработки дан-
ных электрооптический метод может быть 
использован в варианте как длительного 
непрерывного мониторирования, так и экс-
пресс-диагностики.

Поиск возможностей применения элек-
трооптического метода для диагности-
ки не только нарушений, затрагивающих 
интракардиальные и экстракардиальные 
механизмы регуляции, заболеваний сер-
дечно-сосудистой системы, но и широкого 
спектра других патологий является новым 
и перспективным направлением биомеди-
цинских исследований.

Патологии, связанные с нарушениями 
кровоснабжения головного мозга

Актуальность разработки методов ранней 
диагностики нарушения кровоснабжения 
головного мозга обусловлена, с одной сто-
роны, ростом количества таких нарушений 
среди трудоспособного населения развитых 
стран, а с другой стороны — наибольшей 
эффективностью профилактических мер 
и терапии на ранних стадиях развития пато-
логии. 

В настоящее время самыми распро-
странёнными являются заболевания сер-
дечно-сосудистой системы, на долю кото-
рых приходится более 50% от общего числа 
летальных исходов, в большинстве случаев 
происходящих по причине цереброваску-
лярной патологии [6]. Показатель смерт-
ности вследствие цереброваскулярной па-
тологии в России является одним из самых 
высоких в мире и занимает второе место 
в общей структуре смертности населения 
нашей страны [12]. 

Традиционно ишемические поражения 
головного мозга, связанные с нарушения-
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ми мозгового кровообращения, считаются 
присущими людям пожилого и старческого 
возраста. Однако, согласно современным 
данным, более 10% острых нарушений 
мозгового кровообращения обнаружива-
ются у лиц в возрасте от 15 до 45 лет [24], 
представляющих трудоспособную группу 
населения. Острые нарушения мозгового 
кровообращения плохо поддаются лече-
нию и требуют длительной реабилитации, 
что делает целесообразным проведение 
диагностических и терапевтических меро-
приятий на ранних стадиях развития цереб-
роваскулярных заболеваний. 

Признаками начальной стадии развития 
цереброваскулярных заболеваний являют-
ся начальные проявления недостаточности 
кровоснабжения головного мозга (НПНКМ), 
которые со временем преобразуются в хро-
ническую недостаточность мозгового кро-
вообращения. У пациентов данной группы 
впоследствии развиваются дисциркулятор-
ная энцефалопатия, преходящие нарушения 
мозгового кровообращения и мозговой ин-
сульт [6].

Основной предпосылкой развития НПНКМ 
являются общие сосудистые заболевания 
различного генеза, такие как атеросклероз, 
артериальная гипертензия, синдром веге-
тативной дистонии [6] или соматоформ-
ная вегетативная дисфункция [2]. В этих 
случаях патогенез НПНКМ связан с изме-
нениями тонуса и структуры стенок сосу-
дов головного мозга, повышением их про-
ницаемости, изменением реологических 
свойств и липидного состава крови, общего 
гормонального статуса, нарушением обме-
на веществ и т. п. 

Предпосылкой развития НПНКМ также 
может стать вертебробазилярная недоста-
точность, формирующаяся на фоне наруше-
ний шейного отдела позвоночника, напри-
мер при шейном остеохондрозе [11, 16]. 

Экспериментально было показано, что до-
клиническая стадия дисфункций, приводя-
щих к развитию НПНКМ, среди которых 

соматоформная вегетативная дисфункция, 
остеохондроз шейного отдела позвоночника, 
артериальная гипертензия, церебральный 
атеросклероз, ожирение, депрессивные рас-
стройства, характеризуется двухсторонним 
снижением скорости кровотока по передней 
мозговой и позвоночной артериям, диффуз-
ным гипертонусом магистральных арте-
рий головы со снижением их эластичности 
в каротидных бассейнах и пульсового кро-
венаполнения мозга в бассейне левой позво-
ночной артерии; диффузным гипертонусом 
артериол и мозговых вен и т. п. [1, 2, 21]. 

Нарушение кровотока в магистральных 
артериях головы, в т. ч. в сосудах вертебро-
базилярной системы, к которой относят-
ся позвоночные артерии, является одной 
из основных причин недостаточности кро-
воснабжения головного мозга, часто приво-
дящей к цереброваскулярным нарушениям. 
Такого рода дисциркуляции в 25% случаев 
протекают бессимптомно и могут быть об-
наружены только при проведении специаль-
ного многоэтапного обследования. В случае 
недоступности такого обследования акту-
альной становится необходимость разработ-
ки методов экспресс-диагностики ранних 
проявлений доклинической стадии НПНКМ.

Целью настоящей статьи является опи-
сание этапов разработки электрооптиче-
ского метода, предназначенного для ранней 
диагностики нарушений кровоснабжения 
головного мозга по показателям длитель-
ности сердечного цикла. Предполагается 
выявить возможности данного метода и от-
личать добровольцев с патологиями, сопро-
вождающимися ранними нарушениями кро-
воснабжения головного мозга, от здоровых 
добровольцев без каких-либо сосудистых 
заболеваний. 

Методические основы 
электрооптического метода

Электрооптический метод основан 
на сопоставлении длительности сердеч-

М.В. Ковальчук, Н.Н. Каркищенко, Д.Б. Чайванов, Ю.А. Чудина, А.А. Николаев, А.А. Вартанов
«Электрооптический метод диагностики нарушений кровоснабжения головного мозга человека»
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ного цикла, зафиксированной по данным 
электрокардиограммы (ЭКГ) и фотопле-
тизмограммы (ФПГ). С помощью ЭКГ 
регистрировали длительность кардио-
интервалов (ДКИ) или RR-интервалов 
в стандартном отведении. ДКИ представ-
ляет полный сердечный цикл, связанный 
с возбуждением синусового узла, и от-
ражает изменения сердечного ритма [7]. 
Закономерно предположить, что длитель-
ность сердечного цикла, фиксированная 
с помощью метода ЭКГ, отражает реализа-
цию механизмов интракардиальной регу-
ляции сердечно-сосудистой системы. 

С помощью метода ФПГ записывали дли-
тельность пульсовых волн (ДПВ). Пульсовая 
волна формируется за счёт выброса крови 
в сосудистое русло; её пики отражают си-
столический и диастолический периоды 
сердечного цикла. По длительности пульсо-
вой волны судят о продолжительности сер-
дечного цикла, продолжительности систо-
лы и частично диастолы и их соотношении 
[20]. Известно, что в целом продолжитель-
ность пульсовой волны зависит от особен-
ностей работы сердца, а величина и форма 
её пиков определяется состоянием сосуди-
стой стенки [17]. Длительность сердечного 
цикла, регистрируемая с помощью метода 
ФПГ, является отражением механизмов пре-
имущественно экстракардиальной регуля-
ции сердечно-сосудистой системы. 

ДКИ и ДПВ являются показателями 
продолжительности сердечного цикла, за-
фиксированной соответственно в виде 
электрической активности сердца и свето-
проницаемости сосуда в зависимости от его 
кровенаполнения. В идеальных условиях 
величины ДКИ и ДПВ должны полностью 
совпадать, особенно если они будут зафик-
сированы одновременно. Следовательно, 
сопоставление ДКИ и ДПВ возможно 
на основе синхронной записи ЭКГ и ФПГ 
(рис. 1). 

На рис. 1 видно, что при синхронной 
записи получение данных ФПГ по сравне-

нию с данными ЭКГ происходит с неко-
торой задержкой. Длительность такой за-
держки зависит от локализации датчика 
ФПГ. В обычных условиях кровь достигает 
пальцевого датчика через 3–5 с, а ушного 
датчика она достигает через 2–3 с после 
сердечного сокращения [23]. Длительность 
задержки получения данных не влияет 
на сами данные. Таким образом, величины 
ДКИ и ДПВ должны полностью совпадать 
вне зависимости от локализации датчиков. 
Проверка этого положения проводилась 
на первом этапе разработки электрооптиче-
ского метода.

Фиксация длительности сердечного 
цикла с помощью методов ЭКГ и ФПГ

В экспериментальном исследовании [19] 
на здоровых добровольцах было показано, 
что точность совпадения продолжитель-
ности сердечного цикла по данным ЭКГ 
и ФПГ зависит от расположения датчика 
ФПГ. В качестве показателя степени сов-
падения длительности сердечного цикла 
по данным ЭКГ и ФПГ использовали сред-
неквадратичное отклонение ДКИ от ДПВ. 

Рис. 1. Пример синхронной записи кардиоинтерва-
лов (сверху) и пульсовых волн (снизу). Красной линией 
обозначена ДКИ – длительность кардиоинтервала 
между соседними R пиками; синей линией показана 
ДПВ – длительность пульсовой волны между соседни-
ми пиками волны пульса [13].
Fig. 1. An example of synchronous recording of cardio 
intervals (above) and pulse waves (below). The red line 
indicates the DCI (ДКИ) – the duration of a cardio 
interval – between adjacent R peaks; the blue line shows 
the DPW (ДПВ) – the duration of a pulse wave – between 
adjacent peaks of the pulse wave [13].



13БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2022 | Toм 18 | № 1 | 8–21

ДПВ фиксировали одновременно от трёх 
датчиков с разной локализацией: от паль-
цевого датчика, расположенного на конце-
вой фаланге указательного пальца левой 
руки; от ушного датчика, расположенного 
на мочке левого уха; от шейного датчи-
ка, расположенного на поверхности шеи 
в проекции сонной артерии с левой сторо-
ны. Наибольшая степень совпадения ДКИ 
и ДПВ была обнаружена при записи ФПГ 
от ушного датчика, что позволило сделать 
вывод о том, что запись данных с этого дат-
чика меньше всего подвержена влиянию 
случайных факторов. 

В данном исследовании также было пока-
зано, что степень совпадения ДКИ и ДПВ 
увеличивалась в зависимости от этапа ис-
следования и не зависела от функциональ-
ного состояния добровольцев [19].

Показатели степени совпадения 
длительности сердечного цикла, 
фиксируемой с помощью методов 
ЭКГ и ФПГ, при патологиях сосудов

Следующий этап разработки электро-
оптического метода был посвящён изуче-
нию вопроса о том, как повлияют на сов-
падение ДКИ и ДПВ патологии сосудов. 
Известно, что характер пульсовой волны 
зависит не только от сердечной активности, 
но и от состояния сосудов, которое опреде-
ляется эластичностью сосудистой стенки, 
шириной просвета сосудов, извитостью 
сосудистого русла [17, 20]. Закономерно 
предположить, что при сосудистых па-
тологиях, сопровождающихся сужением 
или расширением просвета сосуда, наруше-
нием эластичности сосудистой стенки и из-
менением скорости кровотока, ДПВ может 
подвергаться некоторым искажениям. 

Для проверки этого предположения необ-
ходимо было выбрать патологии, которые 
отвечали бы следующим условиям: 1) были 
связаны с нарушением сосудов; 2) пред-
ставляли доклиническую стадию НПНКМ; 
3) имели различную этиологию. Для анали-

за нами были выбраны синдром позвоноч-
ной артерии при остеохондрозе шейного 
отдела позвоночника (ОШОП) и синдром 
вегетативной дисфункции (СВД), представ-
ляющие доклиническую стадию НПНКМ, 
диагностика которой важна для первичной 
профилактики инсульта [1]. 

Нарушения мозгового кровообращения 
при ОШОП возникают в результате смеще-
ния или сдавливания позвоночных артерий 
и их нервных элементов. Раздражение пе-
риартериального симпатического сплете-
ния деформированными крючковидными 
образованиями приводит к рефлекторно-
му сужению позвоночной артерии [18]. 
Раздражение позвоночного нерва, повы-
шая тонус позвоночной артерии, может 
уменьшать скорость кровотока в ней на 1/3 
от исходной величины, а длительное воз-
действие на сосудистую стенку становит-
ся причиной образования атеросклероти-
ческих бляшек в позвоночной артерии [4]. 
В результате развивается ангиодистониче-
ское состояние и ограничение кровотока 
по всей вертебробазилярной системе [15, 
16, 21].

Нарушения мозгового кровообращения 
при СВД развиваются в результате наруше-
ния нейрогуморальной регуляции деятель-
ности внутренних органов, в т. ч. сердечно-
сосудистой системы [5]. Причинами таких 
нейрогуморальных нарушений считают 
наследственные и приобретённые особен-
ности активности вегетативной нервной 
системы, проявляющиеся в виде надсег-
ментарных вегетативных расстройств, 
преимущественно ваготонических [9, 22]. 
СВД является причиной начальных стадий 
хронической ишемии мозга, возникающей 
на фоне недостаточности его кровоснаб-
жения, которое обусловлено гипертонусом 
парасимпатической нервной системы, ги-
покинетическим типом центрального кро-
вообращения; двусторонним снижением 
линейных скоростей кровотока по перед-
ней и средней мозговым артериям; ангио-
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дистоническим типом церебральной гемо-
динамики [2, 3].

Экспериментальное исследование дли-
тельности сердечного цикла по данным 
ЭКГ и ФПГ проводили на добровольцах 
с ОШОП и СВД [8, 13]. В этих исследо-
ваниях были выявлены показатели, отра-
жающие степень совпадения ДКИ и ДПВ 
в норме и при таких патологиях, как СВД 
и ОШОП, представляющих доклиниче-
скую стадию НПНКМ. 

Два показателя, отражающие степень 
различия между ДКИ и ДПВ, — это мера 
различия (МР) и квадрат меры различия 
(КМР). КМР вычисляли как среднее ариф-
метическое суммы квадратов разностей 
ДКИ и ДПВ, а МР вычисляли как корень 
квадратный из КМР. Показатели КМР и МР 
отражают, насколько различаются между 
собой ДКИ и ДПВ: чем больше значение 
данных показателей, тем больше отличается 
длительность сердечного цикла, зафикси-
рованная по данным ЭКГ и ФПГ. Значения 
показателей КМР и МР минимальны (стре-
мятся к нулю) у здоровых добровольцев 
и увеличиваются у добровольцев с такими 
патологиями, как СВД и ОШОП. Это по-
зволяет говорить о наличии высокой степе-
ни совпадения между ДКИ и ДПВ в норме, 
которая снижается у добровольцев с сосу-
дистыми патологиями. 

Следующий показатель отражает сте-
пень вариативности длительности сердеч-
ного цикла, зафиксированной с помощью 
ЭКГ и ФПГ. Отклонение ДКИ и ДПВ 
от их среднего значения (ОС) вычисляли 
как корень квадратный из среднего ариф-
метического от суммы квадратов разно-
стей значений ДКИ и ДПВ от их общего 
среднего. Показатель ОС отражает откло-
нение ДКИ и ДПВ от их общего среднего 
арифметического: чем больше значение 
этого показателя, тем больше отклоняется 
длительность кардиоинтервалов и пульса 
от средней длительности сердечного цикла. 
Показатель ОС у здоровых добровольцев 

принимает значение выше среднего, кото-
рое у добровольцев с патологиями отли-
чается в сторону значительного снижения 
или повышения. Следовательно, в норме 
вариативность — выше среднего, а при па-
тологиях она увеличивается или уменьша-
ется. 

Три следующие показателя отражают на-
личие линейной связи или степень сходства 
(корреляцию) между ДКИ и ДПВ. Среди 
них коэффициент наклона (КН) аппрок-
симирующей прямой зависимости ДКИ 
от ДПВ, коэффициент смещения (КС) ап-
проксимирующей прямой зависимости 
ДКИ от ДПВ и коэффициент достоверно-
сти аппроксимации (КДА) зависимости 
ДКИ от ДПВ. Показатели КН, КС и КДА 
отражают степень совпадения ДКИ и ДПВ 
в течение некоторого промежутка времени, 
в котором осуществляется запись данных. 
Эти показатели были выявлены в ходе ли-
нейной аппроксимации ДКИ и ДПВ, кото-
рая осуществлялась методом наименьших 
квадратов. Линейная зависимость ДКИ 
и ДПВ описывается средней линией, кото-
рая в общем виде может быть представлена 
уравнением 1:

y = ax + b (1),
где а — коэффициент наклона аппрок-

симирующей прямой; b — коэффициент 
смещения или отклонения точек от прямой 
в системе координат. 

В случае высокой степени совпадения 
ДКИ и ДПВ значения КН и КДА растут, 
а значение КС — уменьшается. 

По результатам экспериментальных ис-
следований [8, 13] было показано, что добро-
вольцы с ОШОП и СВД отличаются от нор-
мы более низкой степенью совпадения ДКИ 
и ДПВ по показателям линейной связи. 
Для иллюстрации ниже представлены гра-
фики линейных зависимостей ДКИ и ДПВ 
для добровольцев из разных групп (рис. 2–4). 

На рис. 2 представлен график линейной 
зависимости между ДКИ и ДПВ для типич-
ного добровольца из группы нормы, кото-
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рый демонстрирует наибольшую степень 
совпадения ДКИ и ДПВ. Добровольцы 
из группы нормы имеют наибольшее значе-
ние показателей КН и КДА и наименьшее 
значение КС. У добровольцев из группы 
ОШОП и СВД по сравнению с нормой об-
наружены меньшие значения показателя 
КН и КДА и большие значения показателей 
КС, что указывает на более низкую степень 
совпадения ДКИ и ДПВ у представителей 
из групп с исследуемыми патологиями. 

Сравнение линейной зависимости меж-
ду ДКИ и ДПВ у добровольцев из групп 
ОШОП (рис. 3) и СВД (рис. 4) позволяет 
сразу увидеть разницу между ними. Для до-
бровольца из группы ОШОП характерна 
упорядоченность точек аппроксимирую-
щей прямой, а у добровольца из группы 
СВД точки расположены более хаотично. 

Меньшее совпадение ДКИ и ДПВ в груп-
пах с патологиями, связанными с наруше-
нием тонуса и уменьшением просвета сосу-
дов, является маркером неблагополучного 
состояния сосудов. Именно сосудистые на-

рушения вносят шумовую составляющую 
в ДПВ, которая выявляется при сравнении 

Рис. 2. Графическое представление линейной зави-
симости между длительностью кардиоинтервалов 
и длительностью пульсовых волн добровольца Б.А. 
из группы нормы. Показатели совпадения ДКИ и ДПВ: 
КН = 0,985; КС = 12; КДА = 0,989.
Fig. 2. Linear relationship between the duration of cardio 
intervals and the duration of pulse waves in volunteer B.A. 
from the norm group. Coincidence indicators of DCI and 
DPW: KH (slope factor) = 0.985; KС (bias factor) = 12; 
KДA (approximation confidence factor) = 0.989.

Рис. 3. Графическое представление линейной зави-
симости между длительностью кардиоинтерва-
лов и длительностью пульсовых волн добровольца 
Ч.Д. из группы ОШОП. Показатели совпадения ДКИ 
и ДПВ: КН = 0,725; КС = 162; КДА = 0,758.
Fig. 3. Linear relationship between the duration of car-
dio intervals and the duration of pulse waves in volunteer 
Ch.D. from the group of cervical spine osteochondrosis. 
Coincidence indicators of DCI and DPW: KH (slope fac-
tor) = 0.725; KС (bias factor) = 162; KДA (approxima-
tion confidence factor) = 0.758.

Рис. 4. Графическое представление линейной зави-
симости между длительностью кардиоинтервалов 
и длительностью пульсовых волн добровольца Г.О. 
из группы СВД. Показатели совпадения ДКИ и ДПВ: 
КН = 0,793; КС = 202; КДА = 0,773.
Fig. 4. Linear relationship between the duration of car-
dio intervals and the duration of pulse waves in volunteer 
G.О. from the group of autonomic dysfunction syndrome. 
Coincidence indicators of DCI and DPW: KH (slope fac-
tor) = 0.793; KС (bias factor) = 202; KДA (approxima-
tion confidence factor) = 0.773.

М.В. Ковальчук, Н.Н. Каркищенко, Д.Б. Чайванов, Ю.А. Чудина, А.А. Николаев, А.А. Вартанов
«Электрооптический метод диагностики нарушений кровоснабжения головного мозга человека»



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

16 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2022 | Toм 18 | № 1 | 8–21 

её с ДКИ. Экспериментально было показа-
но, что эта шумовая составляющая отсутст-
вует в группе нормы (рис. 2) и выявляется 
в группах с патологиями. Шумовая состав-
ляющая отличается в группах с патология-
ми: для группы с ОШОП характерно упо-
рядоченное расположение точек линейной 
зависимости ДКИ от ДПВ (рис. 3), а группа 
СВД отличается более хаотическим рас-
положением точек (рис. 4). Это указывает 
на то, что шумовая составляющая явля-
ется маркером патологического процесса, 
происходящего в сосудах при соответст-
вующей патологии. Изменение состояния 
сосудов при ОШОП характеризуется ме-
ханическим сдавливанием сосудистых 
и нервных элементов, что отражается 
в виде упорядоченной шумовой составляю-
щей, выявляемой при сопоставлении ДКИ 
и ДПВ. СВД характеризуется нарушением 
вегетативной регуляции сосудистого тону-
са, проявляющимся в виде спастических 
явлений, что представлено хаотической 
шумовой составляющей. Особенности ли-
нейной зависимости между ДКИ и ДПВ хо-
рошо различимы графически, и их следует 
учитывать при дифференциации патологий 
друг от друга. 

Результаты экспериментальных иссле-
дований [8, 13] указывают на различия 
в значениях показателей линейной связи 
ДКИ и ДПВ между группой нормы и груп-
пами добровольцев с сосудистыми пато-
логиями. Добровольцы из группы нормы 
характеризуются устойчивой линейной 
связью ДКИ и ДПВ, при которой опреде-
ляются высокие значения показателей КН 
и КДА и низкие значения показателя КС. 
Добровольцы с сосудистыми патологиями 
характеризуются снижением устойчивости 
линейной связи по сравнению с нормой: 
при патологиях значения показателей КН 
и КДА ниже, а значения показателя КС 
значительно выше по сравнению с нормой. 
Следовательно, обнаруживается наличие 
меньшей степени совпадения ДКИ и ДПВ 

в группах добровольцев с ОШОП и СВД 
по сравнению с нормой, что позволяет 
считать электрооптический метод пригод-
ным для ранней диагностики нарушений 
кровоснабжения головного мозга. Однако 
остаётся нерешённым вопрос о конкрет-
ных критериях, позволяющих определить 
то, к какой группе может быть отнесён но-
вый обследуемый. 

Дискриминантный анализ 
показателей степени совпадения 
длительности сердечного цикла, 
фиксируемой с помощью методов 
ЭКГ и ФПГ

Следующий этап разработки электро-
оптического метода был посвящён опре-
делению критериев принадлежности до-
бровольцев к одной из трёх групп: группы 
практически здоровых, группы ОШОП 
и группы СВД. Для этого провели дискри-
минантный анализ показателей степени 
совпадения ДКИ и ДПВ по трём заданным 
группам [14]. В результате дискриминант-
ного анализа были определены показатели 
совпадения ДКИ и ДПВ, обладающие ди-
скриминантной способностью разделять 
три заданные группы. Наилучшим образом 
дискриминация трёх групп осуществля-
лась с помощью трёх показателей, среди 
которых мера различия между ДКИ и ДПВ, 
вариативность ДКИ и ДПВ (ОС) и тесно-
та линейной связи между ДКИ от ДПВ 
(КДА). Заданные группы характеризуются 
определёнными паттернами значений трёх 
дискриминантных показателей совпадения 
ДКИ и ДПВ, на основе сравнения которых 
возможно определение принадлежности 
новых добровольцев к одной из трёх задан-
ных групп: здоровые, ОШОП и СВД.

Сравнение дискриминантных показа-
телей в группах с патологиями и в группе 
нормы позволило выявить количественные 
расхождения в их значениях, которые от-
ражают особенности регуляции сердечно-
сосудистой системы. Группы с рассмо-
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тренными патологиями характеризуются 
уменьшением тесноты линейной связи 
между ДКИ и ДПВ по сравнению с нормой, 
что указывает на наличие общей несогласо-
ванности в работе интракардиальных и экс-
тракардиальных регуляторных механизмов. 

Мера различия между ДКИ и ДПВ 
при рассмотренных патологиях увеличива-
ется по сравнению с нормой, что указывает 
на нарушение механизмов экстракардиаль-
ной регуляции, проявляющееся в форме ме-
ханического или спастического сдавливания 
сосудов, приводящего к уменьшению прос-
вета сосудов и затруднению кровообраще-
ния и в итоге — к недостаточности крово-
снабжения органов и тканей. 

Изменение вариативности ДКИ и ДПВ 
при рассмотренных патологиях в сторону 
значительного уменьшения и значительного 
увеличения по сравнению с нормой указы-
вает на изменения в соотношении вклада 
интракардиальных и экстракардиальных 
механизмов в общую регуляцию. В нор-
ме интракардиальная и экстракардиальная 
регуляция реализуются по принципу вза-
имодополнения, обеспечивая наилучшее 
состояние сердечно-сосудистой системы 
в зависимости от изменяющихся условий. 
При ОШОП обнаруживается чрезмерная 
стабильность во взаимодействии интракар-
диальных и экстракардиальных механизмов, 
а при СВД наблюдается чрезмерная измен-
чивость в их взаимодействии. Искажения 
механизмов регуляции сердечно-сосудистой 
системы при рассмотренных патологиях об-
условлены сопровождающими их характер-
ными изменениями, приводящими к нару-
шениям мозгового кровообращения. 

В результате дискриминантного анализа 
были выявлены грубые нарушения согласо-
ванности в работе центральных механизмов 
нейровегетативной регуляции сердечно-
сосудистой системы, нервно-мышечного 
автоматизма сердца и его афферентной 
регуляции при рассмотренных патологиях, 

сопровождающихся нарушениями крово-
снабжения головного мозга. 

Описание результатов, полученных 
в ходе разработки электрооптического ме-
тода, позволило сформулировать следую-
щие выводы:

• электрооптический метод основан 
на сопоставлении длительности сердечно-
го цикла, зафиксированной по данным ЭКГ 
и ФПГ, по показателям совпадения которых 
можно судить о соотношении интракарди-
альных и экстракардиальных механизмов 
регуляции;

• экспериментально у здоровых добро-
вольцев была выявлена наибольшая степень 
совпадения между длительностями сердеч-
ного цикла, зафиксированными по данным 
ЭКГ в стандартном отведении и по данным 
ФПГ в ушном отведении; 

• вариант регистрации длительности сер-
дечного цикла по данным ЭКГ в стандарт-
ном отведении и по данным ФПГ в ушном 
отведении подходит для диагностики на-
чальных проявлений недостаточности кро-
воснабжения головного мозга, изученных 
на примере ОШОП и СВД;

• по результатам дискриминантного ана-
лиза были выявлены показатели совпадения 
длительности сердечного цикла, зафикси-
рованной по данным ЭКГ и ФПГ, на основе 
которых возможна дифференциальная диаг-
ностика начальных проявлений недостаточ-
ности кровоснабжения головного мозга, из-
ученных на примере ОШОП и СВД;

• мера различия между длительностью сер-
дечного цикла, зафиксированной по данным 
ЭКГ и ФПГ, является показателем сохран-
ности (в норме) и нарушения (при патоло-
гиях) механизмов экстракардиальной регу-
ляции сердечно-сосудистой деятельности;

• теснота линейной связи длительности 
сердечного цикла, зафиксированной по дан-
ным ЭКГ и ФПГ, является показателем на-
личия (в норме) или отсутствия (при пато-
логиях) общей согласованности в работе 
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интракардиальных и экстракардиальных 
регуляторных механизмов;

• вариативность различий между дли-
тельностью сердечного цикла, зафиксиро-
ванной по данным ЭКГ и ФПГ, является 
показателем сбалансированного (в норме) 
и несбалансированного (при патологиях) 
соотношения вкладов интракардиальных 
и экстракардиальных механизмов в общую 
регуляцию сердечно-сосудистой системы. 

Заключение
Электрооптический метод предназначен 

для ранней диагностики нарушений кро-
воснабжения головного мозга. Этот метод 
позволяет определить наличие нарушений 
сосудов на ранней доклинической стадии, 
при начальных проявлениях недостаточно-
сти кровоснабжения головного мозга. С по-
мощью данного метода можно определить 
наличие сосудистых искажений, отсутст-
вующих в норме. Метод является чувстви-
тельным в отношении патологических со-
стояний сосудов, вызванных механическим 
сдавливанием сосудистого русла, при ко-
тором развивается синдром позвоночной 
артерии при остеохондрозе шейного отдела 

позвоночника, и вызванных спазмами сосу-
дов, характерными для синдрома вегетатив-
ной дисфункции. Для определения наличия 
или отсутствия сосудистой патологии и её 
спецификации используется набор диффе-
ренциальных показателей соотношения 
длительности сердечного цикла, зафикси-
рованной по данным ЭКГ и ФПГ, обладаю-
щих способностью разделять три заданные 
группы. Дифференциальная диагностика 
начальных проявлений недостаточности 
кровоснабжения головного мозга осуществ-
ляется на основе трёх показателей соответ-
ствия между длительностью сердечного 
цикла, зафиксированной по данным ЭКГ 
и ФПГ, которые отражают сохранность, 
согласованность и сбалансированность ин-
тракардиальных и экстракардиальных ме-
ханизмов регуляции сердечно-сосудистой 
системы. В отличие от нормы, патологии, 
приводящие к развитию недостаточности 
кровоснабжения головного мозга, харак-
теризуются нарушениями экстракардиаль-
ной регуляции, несогласованностью и не-
сбалансированностью интракардиальных 
и экстракардиальных регуляторных меха-
низмов сердечно-сосудистой системы. 
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ИСТОЩАЮЩАЯ ФИЗИЧЕСКАЯ НАГРУЗКА  
ВЫЗЫВАЕТ МНОГОКРАТНОЕ ПОВЫШЕНИЕ ТРАНСКРИПЦИИ 

ГЕНА HMGB1 В ЛИМФОЦИТАХ МИНИ-ПИГОВ 

В.Н. Каркищенко, И.А. Помыткин, Н.В. Петрова*, Н.В. Станкова, О.В. Алимкина,  
Ю.В. Фокин, А.М. Зубалий, Н.А. Ларюшина, И.А. Васильева
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России» 

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

Впервые показано, что истощающая физическая нагрузка вызывает кратковременное многократ-
ное повышение транскрипции гена HMGB1 в клетках лейкоцитарной фракции крови (лимфоцитах)  
мини-пигов и статистически значимое повышение уровня лейкоцитов при неизменности других 
морфологических параметров крови за счёт увеличения числа нейтрофилов в постнагрузочном пе-
риоде (до 6 ч включительно). Нейтрофилы могут рассматриваться в качестве маркера для изучения 
влияния предельной физической нагрузки на процессы, связанные с восстановлением, и как потен-
циальный повреждающий фактор. Лимфоциты, предположительно, являются источником HMGB1 
при кратковременной истощающей физической нагрузке, а выявленное повышение транскрипции 
гена HMGB1 носит компенсаторный характер и направлено на восстановление пула лимфоцитар-
ного белка HMGB1 в постнагрузочном периоде. HMGB1 лейкоцитов может играть роль поврежда-
ющего фактора или фактора регенерации в зависимости от вида и продолжительности физической 
нагрузки, учитывая его особую роль в ускорении формирования новых мышечных волокон, увели-
чении их размера и васкуляризации мышечной ткани.

Ключевые слова: HMGB1, ген, белок, лейкоциты, лимфоциты, нейтрофилы, физическая нагрузка, 
истощение, восстановление, мини-пиги
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EXHAUSTING PHYSICAL EXERCISE CAUSES A MULTIPLE 
INCREASE IN THE TRANSCRIPTION OF HMGB1 GENE  

IN MINI PIGS’ LYMPHOCYTES
Vladislav N. Karkischenko, Igor A. Pomytkin, Nataliya V. Petrova*, Nataliia V. Stankova, 

Oksana V. Alimkina, Yuriy V. Fokin, Anastasiya M. Zubaliy,  
Nadezhda A. Laryushina, Irina A. Vasil’eva

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

It is shown for the first time that debilitating physical activity causes a short-term multiple increase in the 
transcription of the HMGB1 gene in the cells of the leukocyte blood fraction (lymphocytes) of mini pigs 
and a statistically significant increase in the level of leukocytes. At the same time, other morphological 
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parameters of the blood remain unchanged due to an increase in the number of neutrophils in the post-exer-
cise period (up to 6 hours inclusive). Neutrophils can be considered both as a marker for investigating the 
effect of limiting physical activity on the processes associated with recovery and as a potential damaging 
factor. Lymphocytes are presumably the source of HMGB1 during short-term debilitating physical activity. 
The revealed increase in HMGB1 gene transcription is of a compensatory nature and is aimed at restoring 
the HMGB1 lymphocytic protein pool in the post-exercise period. Leukocyte HMGB1 can play the role 
of a damaging factor or a regeneration factor depending on the type and duration of physical activity, given 
its specific role in accelerating the formation of new muscle fibers, increasing their size and vascularization 
of muscle tissue.
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Введение
Белок бокс 1 группы высокой подвиж-

ности (HMGB1, high mobility group box 1) 
представляет собой консервативную по-
следовательность из 215-ти аминокислот, 
40 из которых составляют остатки лизина. 
Поэтому при физиологических условиях 
HMGB1 является поликатионом, способ-
ным образовывать комплексы с нуклеино-
выми кислотами. HMGB1 преимуществен-
но локализован в ядре, где он действует 
как шаперон ДНК и участвует в регуляции 
ключевых событий, таких как образова-
ние комплексов с ДНК, изгибание ДНК, 
стабилизация нуклеосом, репликация 
ДНК, восстановление повреждённой ДНК 
и транскрипция генов. Однако в резуль-
тате пост-трансляционных модификаций 
HMGB1, таких как ацетилирование, фос-
форилирование и метилирование, ядерный 
HMGB1 может переходить в цитоплазму 
и далее во внеклеточное пространство, где 
он проявляет свойства цитокина, обладая 
способностью связываться с рецептором 
конечных продуктов гликирования (RAGE), 
толл-подобным рецептором 4 (TLR4), а так-
же ещё с десятком других рецепторов в со-

ставе комплексов с третьими партнёрами. 
В целом биологические функции HMGB1 
разнообразны и зависят от множества 
факторов, включая природу пост-транс-
ляционных модификаций, окислительно-
восстановительное состояние, клеточную 
или внеклеточную локализацию, а также 
кооперацию с другими молекулами [13]. 

Интерес к внеклеточному HMGB1 
в медицине обусловлен тем, что окислен-
ная модификация HMGB1 (дисульфид) иг-
рает роль ключевого провоспалительного 
фактора, который активирует TLR4 и утя-
желяет течение ряда заболеваний, вклю-
чая инфекционные заболевания, аутоим-
мунные заболевания, заболевания лёгких 
и сердечно-сосудистой системы, а также 
альтерации, вызванные травмой, инсультом 
или ишемией-реперфузией [13, 18]. 

В то же время внеклеточный HMGB1 
в восстановленном состоянии (дитиол) 
участвует в процессах регенерации тка-
ней, в частности скелетной мускулатуры 
и костей скелета. Воздействуя на рецептор 
RAGE на поверхности миобластов, HMGB1 
усиливает и поддерживает дифференциров-
ку миобластов и формирование мышечных 

В.Н. Каркищенко, И.А. Помыткин, Н.В. Петрова, Н.В. Станкова, О.В. Алимкина,  
Ю.В. Фокин, А.М. Зубалий, Н.А. Ларюшина, И.А. Васильева

«Истощающая физическая нагрузка вызывает многократное повышение  
транскрипции гена HMGB1 в лимфоцитах мини-пигов»
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трубок как на стадии развития мускулатуры, 
так и при восстановлении мышечных аль-
тераций [8, 9, 15, 16]. В составе комплекса 
с CXCL12 выделяющийся при травме и пе-
реломах HMGB1 дитиол ускоряет регене-
рацию мышц, скелета, печени и др. тканей, 
опосредованную CXCR4-рецептором [14, 
17]. Тромбоцитарный HMGB1 ускоряет ре-
генерацию повреждённых сухожилий [20]. 
Особую роль в процессах регенерации 
мышц играет HMGB1 лейкоцитов, который 
необходим для ускорения формирования 
новых мышечных волокон, увеличения их 
размера, а также разрастания (sprouting) 
сосудов в мышечной ткани, как было по-
казано в экспериментах на линии мышей, 
нокаутных по лейкоцитарному HMGB1 [7]. 

В ряде исследований было показано, 
что интенсивные физические упражнения 
могут сопровождаться повышением кон-
центрации внеклеточного HMGB1 в крови, 
и этот процесс зависит от типа нагрузки 
[4, 5, 21]. В «пионерской» работе о связи 
HMGB1 и физических упражнений уровень 
HMGB1 в плазме спортсменов (n=9) со-
хранялся близким к норме при умеренной 
нагрузке на беговой дорожке, но быстро 
(в течение нескольких минут) повышался 
в среднем более чем в три раза при получе-
нии кратковременной истощающей физиче-
ской нагрузки и также быстро возвращался 
к норме после снятия нагрузки [4]. Уровень 
HMGB1 в крови непрофессиональных бе-
гунов на марафонскую (n=34) и полума-
рафонскую (n=36) дистанции повышался 
в 1,5 и 2,3 раза соответственно сразу после 
забега и возвращался к исходным значени-
ям через 2–7 дней после окончания забега 
[5]. В противовес этим результатам сред-
ний уровень HMGB1 в плазме не менялся 
у спортсменов, участвовавших в длитель-
ной велосипедной гонке (Париж–Брест–
Париж, 1200 км; n=11), или у спортсменов, 
выполнявших 100 падений до вертикально-
го прыжка (DVJ; n=10), при том, что у этих 
же спортсменов наблюдались статистиче-

ски значимые изменения уровней креатин-
киназы. Это противоречие, по мнению са-
мих авторов исследования [3], могло быть 
следствием технической ошибки измере-
ний HMGB1 в крови [3, 12]. 

Низкоинтенсивная регулярная физиче-
ская нагрузка, напротив, может снижать 
хронически повышенные уровни HMGB1 
в крови в периоде после острого инфаркта 
миокарда [10] и при некоторых заболевани-
ях, таких как рак молочной железы [11]. 

О функциях HMGB1, выделяющегося 
в результате физической нагрузки, извест-
но мало, причём рассматривается только 
его повреждающее действие. Как было 
показано в исследовании на линии мышей 
C57Bl/6, выделение HMGB1 в матрикс су-
хожилия после интенсивной физической 
нагрузки на беговой дорожке может опос-
редовать развитие тендинопатии, воспа-
лительного заболевания сухожилий [21]. 
Механизм повреждающего действия вне-
клеточного HMGB1 связан с дозозависимой 
активацией воспалительной реакции в клет-
ках и тканях сухожилий, что наблюдалось 
при введении экзогенного HMGB1 без фи-
зической нагрузки или в сочетании с физи-
ческой нагрузкой на беговой дорожке [19]. 

Об источниках внеклеточного HMGB1, 
выделяющегося при истощающей физи-
ческой нагрузке, практически ничего не-
известно. Есть только не подтверждённое 
пока предположение, что такими источни-
ками могут служить работающие клетки 
скелетной мускулатуры (миоциты), а так-
же иммунные клетки, взаимодействующие 
с работающей мышцей [12]. Хотя извес-
тен сам факт повышения уровней белка 
HMGB1 в крови при физических нагрузках, 
в литературе не имеется каких-либо дан-
ных о влиянии этих нагрузок на транскрип-
цию гена HMGB1 в органах и тканях, в т. ч. 
в лейкоцитах, которые играют особую роль 
в формировании мышечного волокна, а так-
же прорастание сосудов в скелетную мыш-
цу и адаптацию к гипоксии [7].
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Целью работы было изучение измене-
ний клеточного состава крови во времени, 
а также экспрессии гена HMGB1 в лимфо-
цитах крови мини-пигов под влиянием пре-
дельных истощающих физических нагру-
зок («работа до отказа»). 

Материалы и методы
Животные
Использованы мини-пиги светлогорской 

популяции, самцы в возрасте 4–6 мес. со 
средней массой тела 15,6±0,9 кг (n=8), вы-
веденные в ФГБУН НЦБМТ ФМБА России 
(Московская обл., Красногорский р-н). 
Животные содержались в одном помеще-
нии, в групповых станках по 4 особи, с оп-
тимальными параметрами микроклимата 
и освещения для содержания крупных ла-
бораторных животных. Использовался 
стандартный тип кормления — полнораци-
онный комбикорм СК-8 (норма — 320 г/сут 
на голову), поение без ограничений. В день 
проведения теста животных не кормили, до-
ступ к воде не ограничивали. Исследования 
проводились в соответствии с Приказом 
Минздрава России от 01.04.2016 г. № 199н 
«Об утверждении Правил надлежащей ла-
бораторной практики», а также Директивой 
ЕС 2010/63/ЕС о защите животных, исполь-
зуемых в научных целях. Все эксперименты 
одобрены биоэтической комиссией ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России. 
Тест бега мини-пигов на тредбане до отказа

Тест производился с использованием 
беговой дорожки для животных типа Pet 
Treadmill wikiRUN № 3 с защитной сеткой 
(Россия), адаптированной для мини-пигов. 
Тест до отказа подразумевает под собой 
интенсивность нагрузки 95–100% от мак-
симальной. Этот показатель был рассчитан 
на основе определения физической рабо-
тоспособности мини-пигов [1]. Животные 
в группе имели одинаковый уровень рабо-
тоспособности — 4,05 км/ч. Таким обра-
зом, скорость движения беговой дорожки 
во время тестирования до отказа для всех 

животных в группе составила 5,13 км/ч. 
Регистрируемый показатель – время 
бега [2]. Тестирование проводили утром 
в специальном проветриваемом помеще-
нии при температуре 20°С.

Анализ крови
Забор венозной крови для гематологии 

и анализа ПЦР проводился из краниальной 
полой вены. Общий анализ крови прово-
дился на автоматическом гематологическом 
анализаторе Mindray BC-3600. 

Выделение лимфоцитов
Фракцию лимфоцитов выделяли из полу-

ченных образцов крови центрифугировани-
ем с использованием фиколл-урографина 
(плотность – 1,077 г/мл) [6]. 

Выделение РНК
Для выделения тотальной РНК из био-

материала (лимфоцитов) были использо-
ваны наборы «РНК-Экстран» («Синтол», 
Россия) в соответствии с инструкциями 
фирмы-производителя. Для получения ком-
плементарной ДНК (кДНК) были исполь-
зованы наборы «Реверта-L» («АмплиСенс», 
Россия). Для определения морфологиче-
ских параметров крови изготавливались 
мазки на предметном стекле, окрашива-
ние осуществлялось с помощью краски 
Leukodif 200 («Erba Lachema», Чехия), ми-
кроскопирование производилось на микро-
скопе MT4300L («Meiji Techno», Япония).

ПЦР в реальном времени
Анализ ПЦР производили на матри-

це ДНК, полученной в результате обрат-
ной транскрипции одноцепочечной РНК 
в кДНК. Синтез первой цепи кДНК про-
водили согласно инструкции «Комплект 
реагентов для получения кДНК на матри-
це РНК «РЕВЕРТА-L» при 37°С — 30 мин 
в течение одного цикла. Исследование экс-
прессии гена HMGB1 в исследуемых про-
бах производилось с помощью детектиру-
ющего амплификатора CFX-96 («BioRad», 
США) с использованием специфических 
праймеров и флуоресцентных зондов, ука-
занных в табл. 1. В качестве референсного 
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гена был выбран ген «домашнего хозяй-
ства» GAPDH. Результаты представлены 
как среднее ± ошибка среднего транскрип-

ции гена HMGB1 в указанный момент вре-
мени до и после нагрузки относительно 
транскрипции этого же гена до нагрузки. 

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры и зонды ПЦР-системы для детекции гена HMGB1
Table 1. Oligonucleotide primers and PCR probes used for detecting HMGB1 gene

Праймер/зонд Олигонуклеотидная последовательность
HMGB1 sus F TGAAGAGGATGAGGAGGAGG
HMGB1 sus R CCACCAGGACAGGGCTATCT
HMGB1 sus ROX-AGGATGAGGAGGAAGAAGAAGATGA-BHQ2

Статистическая обработка
Данные представлены как среднее ± ошиб-

ка среднего. Нормальность распределе-
ния оценивали с использованием критерия 
Колмогорова—Смирнова. Статистическую 
значимость определяли с помощью од-
нофакторного дисперсионного анализа 
с повторными измерениями (one-way RM 
ANOVA) с последующим тестом Даннетта 
(Dunnett’s test) или критерия Фридмана 
(Friedman) с последующим тестом Даннетта 
для множественного сравнения различий 
между группами. Силу линейной взаи-
мосвязи между переменными оценивали 
с использованием линейного коэффициента 
корреляции Пирсона (Pearson’s r). Различия 
между группами считались статистически 
значимыми при р<0,05. Данные анализиро-
вали с использованием программного обес-
печения Prism («GraphPad», США).

Результаты исследований
Индивидуальные показатели физической 

нагрузки для каждой особи (n=8) представ-
лены в табл. 2.

Из данных табл. 2 видно, что одно жи-
вотное не справилось с заданной нагрузкой, 
скорость пришлось снизить и тест остано-
вить. Результат учитывался по полученным 
данным. 

Физическая нагрузка привела к статисти-
чески значимым изменениям общего уров-
ня лейкоцитов в крови в постнагрузочном 
периоде (табл. 3; рис. 1А). Кроме того, на-
блюдалось кратковременное статистически 
значимое повышение скорости оседания 
эритроцитов (СОЭ) на 60-й мин постнагру-
зочного периода (табл. 3). 

Анализ лейкоцитарной фракции пока-
зал, что физическая нагрузка по-разному 
влияет на нейтрофилы и лимфоциты, со-

Таблица 2. Индивидуальные показатели физической нагрузки
Table 2. Individual indicators of physical activity

№ животного Масса тела, кг
Показатели бега

Скорость, км/ч Продолжительность, мин
1 16,99 3 7

2 17,25 5,13 10

3 18,20 5,13 24

4 18,59 5,13 27

5 12,30 5,13 26

6 13,09 5,13 26

7 14,30 5,13 25

8 14,00 5,13 10
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ставляющие в сумме 97–99% от общего 
числа клеток фракции. Однофакторный 
дисперсионный анализ с повторными из-
мерениями (one-way RM ANOVA) выявил 
статистически значимые изменения содер-
жания нейтрофилов (рис. 1B; F4,28=19,52; 
p<0,0001) в крови в период до и после фи-
зической нагрузки, причём post-hoc тест 
Даннетта показал статистически значи-
мое повышение числа нейтрофилов в 1,5 
(p<0,05); 1,9 (p<0,0001); 2,0 (p<0,0001) и 2,2 
(p<0,0001) раза по сравнению с исходными 
значениями на 0-й, 30-й, 60-й и 360-й мин 
постнагрузочного периода соответственно. 
Однофакторный дисперсионный анализ 
с повторными измерениями (one-way RM 
ANOVA) с последующим тестом Даннетта 

не выявил статистически значимых изме-
нений содержания лимфоцитов в постна-
грузочном периоде (p>0,05) по сравнению 
с исходными значениями до нагрузки.

Предельная физическая нагрузка приве-
ла к статистически значимому изменению 
транскрипции гена HMGB1 в лимфоцитах 
крови животных (рис. 2; p<0,001; критерий 
Фридмана), причём тест Даннетта выявил 
статистически значимое повышение транс-
крипции гена HMGB1 в 17,8 (p<0,001) 
и 51,1 (p<0,05) раза на 0-й и 30-й мин 
постнагрузочного периода соответственно 
по сравнению с исходными значениями. 
Этот эффект нагрузки на динамику транс-
крипции гена был непродолжительным, 
и уже через 1 ч после завершения бега 

Таблица 3. Клеточный состав крови до и после физической нагрузки
Table 3. Cellular blood composition before and after exercise

Параметры До нагрузки
После нагрузки

0 мин 30 мин 60 мин 360 мин
Лейкоциты, 109/л  11,8±1,1 13,5±1,3      17,1±1,1****      18,3±0,9****       16,8±0,9****

Тромбоциты, 109/л 477,0±16,7      471,6±24,3 473,3±21,3 482,3±23,3 373,9±17,4

Эритроциты, 1012/л   7,9±0,3   7,7±0,2   7,5±0,2    7,6±0,2   7,5±0,2

Гемоглобин, г/л      142,6±5,0      138,6±4,3      135,9±5,1 138,5±3,7      137,4±3,9

Гематокрит, % 42,5±1,7 40,5±1,4 39,4±1,5   40,4±1,3  40,3±1,2

СОЭ   1,6±0,4   2,6±1,4   2,0±0,7       7,5±2,4*    3,1±0,6

Примечание: * — статистически значимое отличие от значений до нагрузки при p<0,05;  
**** — статистически значимое отличие от значений до нагрузки при p<0,0001. 
Note: * — statistically significant difference from the values before exercise at p<0.05;  
**** — statistically significant difference from the values before exercise at p<0.0001.

Рис. 1. Состав лейкоцитарной фракции крови до и после предельной физической нагрузки.
Примечание: * — p<0,05 по сравнению с исходными значениями до нагрузки; **** — p<0,0001 по сравнению 
с исходными значениями до нагрузки.
Fig. 1. Composition of the leukocyte blood fraction before and after extreme physical activity.
Note: * — p<0.05 compared with the initial values before exercise; **** — p<0.0001 compared with the initial values 
before exercise.
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уровни HMGB1 мРНК в лимфоцитах сни-
жались до значений, статистически не от-
личимых от наблюдаемых до физической 
нагрузки (p>0,05).

Анализ с использованием критерия 
Пирсона не выявил наличия статистиче-
ски значимой линейной корреляции (связи) 
между изменениями в транскрипции гена 
HMGB1 в лимфоцитах и изменениями в об-
щем уровне лимфоцитов (p>0,05) в период 
до и после субмаксимальной физической 
нагрузки. 

Обсуждение результатов
Предельная физическая нагрузка приве-

ла к статистически значимому повышению 
уровня лейкоцитов при неизменности дру-
гих морфологических параметров крови. 
Изменения в лейкоцитарной фракции прои-

зошли практически исключительно за счёт 
увеличения числа нейтрофилов в постна-
грузочном периоде (от 0 до 6 ч включитель-
но). Таким образом, нейтрофилы представ-
ляют собой наиболее интересный объект 
для изучения влияния предельной физи-
ческой нагрузки на процессы, связанные 
с восстановлением, и в качестве потенци-
ального повреждающего фактора.

Нами впервые показано, что истощаю-
щая физическая нагрузка приводит к мно-
гократному повышению транскрипции гена 
HMGB1 в лимфоцитах в постнагрузочном 
периоде. Это повышение транскрипции 
совпадает по времени с самой нагрузкой 
и быстро затухает, снижаясь до уровней, 
статистически не отличимых от исходных 
значений уже через 1 ч после окончания на-
грузки. Выявленный нами профиль транс-
крипции HMGB1 близок к опубликованно-
му ранее временному профилю выделения 
белка HMGB1 при физических нагрузках 
у атлетов [4]. 

Можно предположить, что лимфоциты 
являются источником HMGB1 при крат-
ковременной истощающей физической 
нагрузке, а выявленное нами повышение 
транскрипции гена HMGB1 носит компен-
саторный характер и направлено на вос-
становление пула лимфоцитарного белка 
HMGB1 в постнагрузочном периоде. Эта 
гипотеза, однако, нуждается в эксперимен-
тальной проверке. Предстоит также выяс-
нить, какую функцию — повреждающую 
или, напротив, регенераторную — выпол-
няет HMGB1 лимфоцитов при разных ви-
дах физической нагрузки, учитывая извест-
ную особую роль лейкоцитарного HMGB1 
в ускорении формирования новых мышеч-
ных волокон, увеличении их размера и ва-
скуляризации мышечной ткани [20].

Заключение
В настоящей работе впервые показа-

но, что истощающая физическая нагрузка 

Рис. 2. Уровни HMGB1 мРНК в лимфоцитах светло-
горских мини-свиней до и после субмаксимальной фи-
зической нагрузки в тесте PWC170.
Примечание: (○) — индивидуальные значения; (●) — 
среднее ± ошибка среднего (n=8) в указанных времен-
ных точках; * — p<0,05 по сравнению с исходными 
значениями до нагрузки; *** — p<0,001 по сравнению 
с исходными значениями до нагрузки. 
Fig. 2. HMGB1 mRNA levels in the lymphocytes of Svet-
logorsk mini pigs before and after submaximal exercise 
in the PWC170 test.
Note: (○) — individual values; (●) — mean ± mean error 
(n=8) at the specified time points; * — p<0.05 compared 
with the initial values before exercise; *** — p<0.001 
compared with the initial values before exercise.
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вызывает кратковременное многократное 
повышение транскрипции гена HMGB1 
в клетках лейкоцитарной фракции крови. 
Опираясь на известные данные о влиянии 
лейкоцитарного HMGB1 на формирова-
ние мышечных волокон и прорастание со-
судов в скелетную мышцу, мы полагаем, 

что результаты, полученные в настоящем 
исследовании, могут быть основанием 
для экспериментальной проверки гипотезы, 
что HMGB1 лейкоцитов может играть роль 
повреждающего фактора или фактора реге-
нерации в зависимости от вида и продол-
жительности физической нагрузки.
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Изучены центральные механизмы липосомированных форм ацетилхолина и инсулина при трансму-
козальном введении крысам. Анализ параметров ультразвуковой вокализации, свободного поведе-
ния и когнитивных функций показал непосредственное влияние тестируемых веществ на основные 
механизмы высшей нервной деятельности. Посредством комплексного биомедицинского тести-
рования установлены и подтверждены анксиолитические признаки с седативным компонентом, 
обеспечивающие улучшение консолидации памяти и умственных способностей. Наиболее выра-
женный эффект по анализу ультразвуковой вокализации обнаруживается для инсулина, а наиболее 
информативные этологические параметры крыс по анализу антидепрессивных свойств в лабиринте 
установлены на фоне применения ацетилхолина. Курсовое применение в течение 7-ми дней ли-
посомированного инсулина повышает когнитивные способности животных более чем в два раза, 
ацетилхолина — более чем в четыре раза, что отражает высокочастотные β- и γ-ритмы (выше 20 Гц) 
гиппокампа, связанные с активностью вставочных нейронов и пирамидных клеток головного мозга. 
Инновационная таргетная доставка лекарственных веществ на основе нейромедиаторов и гормонов 
оказывает убедительное влияние ацетилхолина и инсулина на холинергическую и ГАМК-ерическую 
системы, а также позволяет моделировать и изучать механизмы и способы лечения нейропатий.
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Central mechanisms of the liposomal forms of acetylcholine and insulin were studied during their 
transmucosal administration to rats. An analysis of the parameters of ultrasonic vocalization, free behavior 
and cognitive functions showed a direct effect of the tested substances on the main mechanisms of higher 
nervous activity. By means of complex biomedical testing, anxiolytic signs with a sedative component 
were established and confirmed, providing an improvement in the consolidation of memory and mental 
abilities. The most pronounced effect in the analysis of ultrasonic vocalization was observed for insulin, 
while the most informative ethological parameters of rats in the analysis of antidepressant properties in the 
maze test were established for acetylcholine. The administration of liposomal insulin and acetylcholine 
for 7 days increases the cognitive abilities of animals by more than two times and four times, respectively. 
This reflects high-frequency β- and γ-rhythms (above 20 Hz) of the hippocampus associated with the 
activity of intercalary neurons and pyramidal brain cells. Innovative targeted delivery of the drugs based 
on neurotransmitters and hormones has a convincing effect of acetylcholine and insulin on the cholinergic 
and GABAeric systems. This also facilitates modeling and studying the mechanisms and methods 
of treating neuropathies. 

Keywords: acetylcholine, insulin, cognitive functions, psycho-emotional state, behavior, liposomes, rats 
Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.
For citation: Karkischenko V.N., Fokin Yu.V., Lyublinskiy S.L., Pomytkin I.A., Alimkina O.V., Taboya-
kova L.A., Kaptsov A.V., Borisova M.M., Karkischenko N.N Central Mechanisms of Liposomated Forms 
of Acetylcholin and Insulin Revealed by an Analysis of Cognitive, Psycho-Emotional and Behavioral Pa-
rameters of Rats. Journal Biomed. 2022;18(1):32–55. https://doi.org/10.33647/2074-5982-18-1-32-55

Submitted 20.09.2021 
Revised 24.01.2022 
Published 10.03.2022

Введение
В доклинических исследованиях меха-

низмов действия потенциальных лекар-
ственных веществ и фармакологических 
средств особое место занимает изучение их 
влияния на характеристики поведения, эмо-
ционального статуса и когнитивных спо-
собностей животных. Сведения о функциях 
всех уровней ЦНС могут быть получены 
с помощью различных неврологических 
тестов, включая «Открытое поле» и раз-
личные лабиринты. Помещение животного 
(крысы) в новое окружение ведёт к возник-
новению исследовательского поведения, 
которому в то же время препятствуют усло-
вия, вызывающие страх. Две антагонисти-
ческие тенденции характеризуются различ-
ным временным ходом. По этой причине, 
несмотря на уменьшение страха, актив-
ность животного к концу опыта снижается. 

Лучшим выражением уменьшения страха 
у животных является исследование ими 
внутренних секторов, которое постепенно 
становится более интенсивным от опыта 
к опыту. Как правило, ориентировочно-ис-
следовательская реакция крыс оценивается 
по горизонтальной и вертикальной двига-
тельной активности, времени реакции об-
нюхивания. В то же время эмоциональный 
статус животного оценивают по числу бо-
люсов, уринаций, груминговой активности, 
времени выхода из центра и времени зами-
рания [1]. Помимо этого, информативные 
данные о животных могут быть получены 
путём измерения их вокализации, сущест-
венная часть которой представлена в уль-
тразвуковом диапазоне: она может служить 
мерой оценки текущего состояния живот-
ных и является важной коммуникативной 
особенностью, которая должна принимать-
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ся во внимание при анализе различных со-
циальных аспектов (спаривание, кормле-
ние, агрессия, защита и т. д.) [44].

Ацетилхолин (АЦХ) играет критическую 
роль в развитии и активности коры голов-
ного мозга, контроле мозгового кровотока 
и цикла «сон — бодрствование», а также 
в модуляции когнитивных функций и про-
цессов обучения и памяти [37]. Уровни 
ацетилхолина зависят от активности двух 
противоположно действующих фермен-
тов — холин-ацетилтрансферазы (ChAT; 
EC 2.3.1.6), катализирующей образование 
ацетилхолина из холина и ацетил-СоА, 
и ацетилхолинэстеразы (AChE; EC 3.1.1.7), 
катализирующей гидролитическое рас-
щепление ацетилхолина. При старении 
холинэргические нейроны претерпевают 
умеренные дегенеративные изменения, 
приводящие к снижению уровней ацетил-
холина и холинергической гипофункции, 
а также к снижению памяти, наиболее вы-
раженному при болезни Альцгеймера (БА). 
Ингибиторы ацетилхолинэстеразы, разра-
ботанные в рамках этой холинергической 
гипотезы, продолжают оставаться основ-
ным фармакологическим классом среди 
средств симптоматического лечения БА 
[28]. 

Мозг является инсулинчувствительным 
органом. Инсулиновые рецепторы (InsR) 
широко распространены в структурах моз-
га, где они локализованы преимущественно 
в синапсах нейронов и в меньшей степени — 
в астроцитарных клетках [8, 16, 33]. InsR 
участвуют в формировании и ремоделиро-
вании синапсов [12], а также в регуляции 
синаптической пластичности [15]. Инсулин 
дозозависимо стимулирует транслокацию 
функциональных рецепторов N-метил-D-
аспартата (NMDA) к клеточной мембране 
[39] и потенцирует токи рецепторов NMDA 
[19, 24, 25], облегчая таким образом возбу-
ждающую нейротрансмиссию. Кроме того, 
инсулин стимулирует транслокацию субъ-
единиц рецептора γ-аминомасляной кисло-

ты типа А (ГАМКА) к поверхности мембра-
ны и увеличивает число функциональных 
ГАМКА в клеточной мембране [18, 43], тем 
самым способствуя ингибирующей нейро-
трансмиссии. InsR участвует в модуляции 
долговременной потенциации (LTD) и дол-
говременной депрессии (LTD), обучении 
и памяти [27]. Функции инсулина в мозге 
не ограничиваются его синаптическими эф-
фектами, но также связаны с его способно-
стью повышать метаболизм глюкозы в моз-
ге. Регулируемый инсулином транспортер 
глюкозы 4 (GLUT4) экспрессируется в об-
ластях мозга, связанных с когнитивным по-
ведением, таких как базальные отделы пе-
реднего мозга, гиппокамп, миндалевидное 
тело, кора головного мозга и мозжечок 
[9], а также в гипоталамусе, контроли-
рующем потребление пищи и массу тела 
[22]. Инсулин стимулирует транслокацию 
GLUT4 в плазматическую мембрану гип-
покампа крысы [17], усиливая локальный 
гликолитический метаболизм и простран-
ственную память [26], особенно во время 
обучения, сопровождающегося высокой по-
требностью в энергии [32]. Ингибирование 
GLUT4 предотвращало эффект усиления 
когнитивных функций инсулином [31]. 
Нарушенная передача сигналов InsR вме-
сте с синаптической недостаточностью яв-
ляются наиболее ранними признаками БА 
и предшествуют явной дегенерации нейро-
нов [38, 40, 41]. Центральная инсулиновая 
резистентность, т. е. снижение биологи-
ческого ответа на инсулин в клетках моз-
га, рассматривается как один из ключевых 
патогенетических факторов, находящихся 
на пересечении метаболических и когни-
тивных нарушений [23]. В подтверждение 
этой гипотезы интраназальный инсулин 
улучшал когнитивные функции у лиц с мяг-
ким когнитивным снижением и ранней БА 
при терапии в течение 4 мес. [14].

О взаимодействии холинэргической 
системы и инсулиновой сигнальной си-
стемы в мозге известно недостаточно, 



35БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2022 | Toм 18 | № 1 | 32–55

В.Н. Каркищенко, Ю.В. Фокин, С.Л. Люблинский, И.А. Помыткин, О.В. Алимкина,  
Л.А. Табоякова, А.В. Капцов, М.М. Борисова, Н.Н. Каркищенко

«Центральные механизмы липосомированных форм ацетилхолина и инсулина  
посредством анализа когнитивных, психоэмоциональных и поведенческих параметров крыс»

но то, что известно, указывает на их коо-
перативное взаимодействие. Совместная 
локализация InsR и ChAT была обнаружена 
в нейронах коры головного мозга человека 
[35, 42]. Молекулярные компоненты сиг-
нальной системы инсулина, такие как InsR, 
субстрат инсулинового рецептора 1 (IRS-1), 
протеинкиназа В (PKB или Akt) и гликоген-
синтазы киназа 3β (GSK-3β), ко-экспрес-
сируются с маркерами холинэргической 
системы, такими как ChAT, в пирамидаль-
ных клетках СА1 региона гиппокампа 
мыши, что, по мнению авторов, указыва-
ет на участие инсулиновой сигнализации 
в выполнении холинэргическими нейро-
нами их функций [42]. Данные о степени 
и направлении влияния инсулина на актив-
ность ферментов холинэргической системы 
ChAT и AChE во многом противоречивы 
и показывают зависимость этих эффектов 
от локализации нейронов. Инсулин повы-
шал активность ChAT в культуре септаль-
ных холинэргических нейронов [10, 21], 
культуре нейрональных клеток человека 
PNET2 [35], в нейронах сетчатки глаза [34], 
но снижал активность ChAT в нейронах 
стриатума [10]. Инсулин не влиял на ак-
тивность AChE в гомогенатах мозга крыс 
в физиологическом интервале концентра-
ций, но повышал эту активность в концен-
трациях, превышающих физиологические 
[11]. Инсулин незначительно снижал мРНК 
AChE и не влиял на экспрессию белка 
AChE в культуре нейрональных клеток че-
ловека PNET2. У больных БА прогрессив-
ное снижение экспрессии инсулина и InsR 
в коре мозга происходило с одновремен-
ным утяжелением клинических симптомов 
БА и снижением мРНК ChAT при неизмен-
ном уровне экспрессии AChE [35]. В целом 
эти данные указывают на то, что актив-
ность инсулина в областях мозга, связан-
ных с выполнением когнитивных функций, 
по-видимому, направлена на повышение 
экспрессии ChAT в холинэргических ней-
ронах и на усиление синтеза ацетилхолина, 

что особенно важно при лечении гериатри-
ческой дисфункции памяти и БА (рис. 1).

Достичь эффективной концентрации 
в клетке-мишени позволяет адресная до-
ставка лекарственных препаратов с помо-
щью липосом. Основным преимуществом 
липосомальных частиц является их спо-
собность к биодеградации и иммунологи-
ческая нейтральность, что позволяет улуч-
шить профиль безопасности ЛС. Основным 
компонентом липосомальной мембраны яв-
ляются фосфолипиды, которые обеспечива-
ют её прочность и защиту от механических 
воздействий. Липосомальные частицы раз-
личают по размеру и количеству бислойных 
оболочек, образующих везикулы; также вы-
деляют липосомы с неламеллярной органи-
зацией. Состав и размер липосом выбира-
ют в зависимости от поставленных целей, 
включая в мембрану вспомогательные ве-
щества, влияющие на свойства и функции 
липосом, в т. ч. на скорость высвобождения 
содержимого везикул, сродство липосом 
к ткани-мишени и др. Создание липосом, 
чувствительных к различным внешним 
или внутренним физико-химическим сти-
мулам, позволяет реализовать эффектив-
ность ЛС, локализовать место его действия 
и уменьшить количество и серьёзность по-
бочных явлений. 

Таким образом, применение липосоми-
рованных форм потенциальных лекарст-
венных веществ в качестве инновационной 
системы их таргетной доставки определило 
область интересов настоящего исследования.

Целью работы явилось изучение цент-
ральных механизмов липосомированных 
форм ацетилхолина и инсулина посредст-
вом анализа психоэмоциональных, пове-
денческих и когнитивных параметров крыс.

Материалы и методы
Объекты исследований 
Лабораторные крысы-самцы линии 

WAG/GY в возрасте 2 мес., конвенцио-
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Рис. 1. Влияние инсулина на синтез ацетилхолина и холинэргическую нейротрансмиссию. Инсулиновый рецеп-
тор (InsR) и холинацетилтрансфераза (ChAT) ко-экспрессируются в холинэргических нейронах [35, 42]. Инсу-
лин стимулирует экспрессию ChAT, усиливая таким образом синтез ацетилхолина (ACh) из холина (Ch) в коре 
головного мозга [35]. AСh накапливается в синаптических везикулах, секретируется в синаптическую щель 
и нейротрансмиссию, критически важную в процессах обучения и памяти.
Fig. 1. Effect of insulin on acetylcholine synthesis and cholinergic neurotransmission. The insulin receptor (InsR) 
and choline acetyltransferase (ChAT) are co-expressed in cholinergic neurons [35, 42]. Insulin stimulates ChAT ex-
pression, thus enhancing the synthesis of acetylcholine (ACh) from choline (Ch) in the cerebral cortex [35]. ACh accu-
mulates in synaptic vesicles, is secreted into the synaptic cleft, and binds to acetylcholine receptors on the postsynaptic 
membrane, triggering cholinergic neurotransmission, which is critical in learning and memory processes.

нального статуса, с начальной средней 
массой 200±10 г, полученные из филиа-
ла «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА 
России (Московская обл., Чеховский р-н). 
Животные методом рандомизации были 
разделены на контрольную и две опытные 
группы по 8 особей в каждой. 

Животные содержались в микроизоля-
торной системе RAIR IsoSystem по 5 особей 
в клетке. В качестве подстила использовали 
стерильные древесные опилки. В качестве 
корма — стандартный комбикорм гранули-
рованный полнорационный для лаборатор-
ных животных (экструдированный) ПК-120 
ГОСТ Р 51849-2001 Р.5. Водопроводная 
очищенная вода всем животным давалась 
вволю в стандартных поилках. Животные 
содержались в контролируемых условиях 
окружающей среды: температура возду-

ха — 18–22°С, относительная влажность — 
60–70%. Освещение в помещениях — есте-
ственно-искусственное. Вновь прибывшие 
животные находились на карантине в те-
чение 7 дней в клетках. Кормление, содер-
жание, карантин и обращение с животны-
ми соответствовали правилам, принятым 
Европейской Конвенцией по защите позво-
ночных животных, используемых для экс-
периментальных и иных научных целей 
(European Convention for the Protection 
of Vertebrate Animals Used for Experimental 
and other Scientific Purposes (ETS 123), 
Strasbourg, 1986). Исследования выполня-
лись согласно утверждённому письменному 
протоколу, в соответствии со стандартными 
операционными процедурами исследовате-
ля, санитарными правилами по устройству, 
оборудованию и содержанию эксперимен-
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тально-биологических клиник (вивариев), 
а также с Руководством по лабораторным 
животным и альтернативным моделям в би-
омедицинских исследованиях [6].

До эксперимента регистрировались фоно-
вые данные, затем эксперимент проводился 
на 1-й, 2-й, 4-й и 7-й дни курсового введения 
(через 1 ч после введения) и через 2 дня (9-й 
день) после окончания курса введения.

Получение липосом 
с инсулином и ацетилхолином
Для включения в липосомы готовили 

р-ры инсулина и ацетилхолина в предвари-
тельно подогретой до 30±2°С деионизован-
ной воде.

В подготовленные р-ры постепенно, 
при постоянном медленном перемешива-
нии, вносили 70%-й фосфатидилхолин с ин-
дексом окисленности не более 0,25 до его 
конечной концентрации 10%.

Подготовленные р-ры инсулина и аце-
тилхолина с лецитином диспергировали 
до образования гомогенной преддиспер-
сии, постепенно увеличивая скорость обо-
ротов до 20 тыс. об./мин.

Полученные преддисперсии обрабаты-
вали на гомогенизаторе высокого давле-
ния в течение 3–5 циклов по 3–5 мин каж-
дый, постепенно поднимая давление от 10 
до 40–80 Мпа, при температуре 33±3°С, 
постоянно контролируя размер получен-
ных частиц с помощью анализатора раз-
мера частиц методом лазерной дифракции 
света (638 нм). При достижении частицами 
среднего размера 150±50 нм гомогениза-
цию завершали.

По окончании гомогенизации в диспер-
сию добавляли криопротектор в соотно-
шении к фосфолипидам 1:2 и вновь го-
могенизировали в течение одного цикла 
при 10–20 МПа для получения конечного 
р-ра липосом.

Подготовленные липосомальные ди-
сперсии лиофилизировали. В полученных 
конечных продуктах содержалось 100 мг 
(2860 МЕ) инсулина и 100 мг ацетилхолина.

Способ введения и дозы 
исследуемых нейротропных 
средств
Липосомированные формы АЦХ и инсу-

лина вводились трансмукозально в дозах, 
эквивалентных массе тела крыс, ежедневно, 
однократно, в течение 7-ми сут, что позво-
ляет установить информативные признаки 
их влияния на центральную нервную сис-
тему (ЦНС) животных.

Ежедневная доза АЦХ в липосомах со-
ставляла 2,5 мг/кг (по АЦХ), или 34 мг/кг 
(по лиофилизату); доза инсулина в липосо-
мах — 270 мг/кг (исходя из расчёта 10 МЕ/
организм).

Контрольная группа животных получала 
эквиобъёмное количество липосом в физ. 
р-ре, вводимых аналогичным способом.

Выявление центральных 
механизмов  действия 
нейротропных средств
Анализ когнитивных функций
Когнитивные функции, которые, по на-

шим собственным данным и сведениям за-
рубежной литературы [2, 3, 4, 29, 30], свя-
заны с активностью высокочастотного 
γ-диапазона электрограмм мозга [7, 13, 20, 
36], оценивались с помощью инструмен-
тальных методов измерения элементарных 
проявлений и перцептивных циклов слож-
ных поведенческих эквивалентов психомо-
торных реакций человека.

Условная реакция активного 
избегания (УРАИ)
Каждое животное помещалось в камеру 

«Шелтер» (ООО «Нейроботикс», Россия). 
К программному обеспечению фирмы-про-
изводителя применялся следующий разра-
ботанный сценарий (УРАИ-НЦБМТ): 5 сек 
— свет, 2 сек — звук, 5 сек — электрора-
здражение. Суммарный цикл (12 сек) повто-
рялся 5 раз. При первом измерении (фоно-
вые данные) крысы обучались переходить 
из одного отсека камеры в другой таким 
образом, чтобы не получить электрокож-
ного раздражения (запоминая, что сначала 
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в отсеке камеры, где они находятся, включа-
ется свет, потом звук, потом — электроток). 
Регистрировалось время реакции в секундах 
по каждому из 5-ти циклов (максимально — 
12 сек), а также суммарное перемещение 
(пройденный путь) в метрах. Таким образом, 
общее время теста составляло 1 мин, после 
чего крыса извлекалась из камеры и возвра-
щалась в клетку.

Анализ психоэмоциональных 
параметров
Ультразвуковые волны фиксировались 

с помощью специальных микрофонов сис-
темы Sonotrack («Metris B.V.», Нидерланды). 
Микрофоны устанавливались дистантно, 
на расстоянии 20–25 см от головы живот-
ных. Частота дискретизации составляла 200 
кГц, сигнал записывался в цифровом форма-
те. Регистрацию ультразвуковых колебаний 
осуществляли в течение 15 мин, непрерывно. 
После удаления физических артефактов (мо-
нотонных шумов) осуществляли спектраль-
ный анализ ультразвука с использованием 
процедуры быстрого преобразования Фурье 
в частотной полосе от 15 до 100 кГц с по-
мощью пакета программ MATLAB методом 
Уэлча, в результате получали вектор-строку 
изменений ультразвука, в котором находили 
максимум, приравнивая его к 100%, осталь-
ные значения изменяли пропорционально 
максимуму. После этого находили медианы 
по каждой частоте, учитывая все эпохи ана-
лиза в эксперименте для каждого животного 
и по группам. Для оценки статистической 
значимости изменений внутри группы ис-
пользовали 95%-й доверительный интервал.

Анализ поведенческих параметров
Тест «Открытое поле»
Регистрация поведенческих компонен-

тов происходила с применением компью-
терной системы Laboras («Metris B.V.», 
Нидерланды), которая позволяла вычи-
слять длительность таких форм поведения, 
как локомоции (горизонтальная активность), 
неподвижность (иммобилизация), стойки 

(вертикальная активность), умывание (гру-
минг). Кроме того, оценивалось время про-
чих элементов системного поведения.

По каждому животному определяли дли-
тельность каждой формы поведения от об-
щего интервала исследования, составляв-
шего 15 мин (900 сек). Полученные данные 
группировали в зависимости от тестируе-
мого препарата, временного промежутка 
и формы поведения, рассчитывали среднее 
значение каждого показателя по группе 
животных и сравнивали с сопоставимым 
результатом контрольной группы.

Приподнятый крестообразный лабиринт
Регистрация этологических компонентов, 

отражающих психоэмоциональные и ори-
ентировочно-исследовательские функции 
животных, происходила с применением 
установки «Приподнятый крестообраз-
ный лабиринт» (ООО «Открытая наука», 
Россия) и видеокамеры «Минотавр» (ООО 
«Нейроботикс», Россия), которая записыва-
ла данные в цифровом формате, а с помощью 
программного обеспечения вычислялись 
такие формы поведения, как длительность 
нахождения в центральной зоне лабиринта, 
открытых и закрытых «рукавах», количест-
во стоек (вертикальная активность).

Общая длительность исследования со-
ставляла 1 мин (60 сек). Полученные 
данные группировали в зависимости 
от тестируемого препарата, временного 
промежутка и формы поведения, рассчи-
тывали среднее значение каждого пока-
зателя по группе животных и сравнивали 
с сопоставимым результатом контрольной 
группы.

Результаты и их обсуждение
Анализ когнитивных функций
Результаты исследования когнитивных 

функций крыс с помощью УРАИ-теста 
представлены в табл. 1.

Установлено, что оба исследованных ве-
щества значительно улучшают когнитивные 
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Таблица 1. Время реакции (среднее по группе) крыс в тесте «Условная реакция активного избегания», сек 
Table 1. Reaction time (average for the group) of rats in the conditioned active avoidance test, sec

Период Группа M±m, сек % к фону Разница с контролем, %

Фон
АЦХ-липо 7,2±1,05 100  
Инсулин-липо 6,4±1,16 100  
Контроль 5,9±0,86 100  

1-й день
АЦХ-липо 9,9±0,99 137 35
Инсулин-липо  9,2±1,27 144 28
Контроль          10,2±0,62 172

2-й день
АЦХ-липо            8,5±1,40 117 47
Инсулин-липо          10,8±0,66 170 6
Контроль 9,7±1,16 164

4-й день
АЦХ-липо          11,3±0,41 156 36
Инсулин-липо          11,4±0,39 179 14
Контроль          11,4±0,43 193

7-й день
АЦХ-липо          11,7±0,37 161 39
Инсулин-липо          10,9±0,63 171 30
Контроль 11,8±0,19 201

9-й день
АЦХ-липо          11,1±0,74 153 51
Инсулин-липо 11,5±0,57 180 24
Контроль 12,0±0,00 204

Рис. 2. УЗВ крыс группы «Контроль» в фоновых измерениях. По оси абсцисс — частота УЗВ, кГц. По оси 
ординат — спектральная плотность мощности (СПМ) УЗВ, %. Красная кривая — медианы частот, синие 
линии — 95%-й доверительный интервал (25-й и 75-й процентили).
Fig. 2. USV of rats in the control group in background measurements. The abscissa shows the USV frequency, kHz. 
The y-axis shows the power spectral density (PSD) of USV, %. Red curve — medians of frequencies, blue lines — 95% 
confidence interval (25th and 75th percentiles).

Фоновые данные
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функции (обучение, память) крыс: на всех 
этапах эксперимента обнаруживается умень-
шение времени реакции (более быстрый 
переход из одного отсека камеры в другой 
до включения электрокожного раздраже-
ния) по сравнению с аналогичным показа-
телем в контрольной группе. Наибольший 
суммарный результат отмечается в группе 
«АЦХ-липо» (208%) по сравнению с груп-
пой «Инсулин-липо» (102%).

Рис. 3. УЗВ крыс группы «АЦХ-липо» в фоновых измерениях. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 3. USV of rats in the acetylcholine liposomal group in background measurements. All designations are similar 
to those in Fig. 2.

Пики УЗВ сходной мощности регистри-
руются в диапазонах 18–22 и 37–39 кГц, 
что свидетельствует о переходном, погра-

ничном эмоциональном состоянии живот-
ных (рис. 3).

Анализ психоэмоциональных параметров
Информативные параметры психоэмоци-

онального состояния крыс, исследованные 
с помощью анализа их ультразвуковой вока-
лизации (УЗВ), представлены на рис. 2–19.

Максимум СПМ УЗВ животных обнару-
живается на частоте около 38 кГц, что свиде-
тельствует о преимущественно позитивном, 
комфортном эмоциональном состоянии жи-
вотных (рис. 2).
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Рис. 4. УЗВ крыс группы «Инсулин-липо» в фоновых измерениях. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 4. USV of rats in the insulin liposomal group in background measurements. All designations are similar to those 
in Fig. 2.

Рис. 5. УЗВ крыс группы «Контроль» в 1-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 5. USV of rats in the control group on the 1st day of the experiment. All designations are similar to those in Fig. 2.

Максимум СПМ УЗВ животных обнару-
живается на частоте около 38 кГц, что свиде-
тельствует о преимущественно позитивном, 

комфортном эмоциональном состоянии жи-
вотных (рис. 4).

1-й день эксперимента
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Максимум СПМ УЗВ животных обна-
руживается в диапазоне 16–26 кГц. Допол- 
нительные пики мощности регистриру-
ются на частоте около 39 кГц, однако их 

СПМ почти на 30% меньше доминирующей. 
На основании этого можно заключить о преи-
мущественно тревожном, напряжённом эмо-
циональном состоянии животных (рис. 5).

Рис. 6. УЗВ крыс группы «АЦХ-липо» в 1-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 6. USV of rats in the acetylcholine liposomal group on the 1st day of the experiment. All designations are similar 
to those in Fig. 2.

Рис. 7. УЗВ крыс группы «Инсулин-липо» в 1-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 7. USV of rats in the insulin liposomal group on the 1st day of the experiment. All designations are similar to those 
in Fig. 2.

ничном эмоциональном состоянии живот-
ных (рис. 6).

Пики УЗВ сходной мощности регистри-
руются на частотах около 16, 23 и 38 кГц,  
что свидетельствует о переходном, погра-
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Пики УЗВ сходной мощности регистрируют-
ся на частотах около 21, 25 и 35–43 кГц, что сви-

детельствует о переходном, пограничном эмо-
циональном состоянии животных (рис. 7).

Максимум СПМ УЗВ животных обнару-
живается в диапазоне 16–19 кГц, что свиде-

тельствует о тревожном, напряжённом эмо-
циональном состоянии животных (рис. 8).

Рис. 8. УЗВ крыс группы «Контроль» во 2-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 8. USV of rats in the control group on the 2st day of the experiment. All designations are similar to those in Fig. 2.

Рис. 9. УЗВ крыс группы «АЦХ-липо» во 2-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 9. USV of rats in the acetylcholine liposomal group on the 2st day of the experiment. All designations are similar 
to those in Fig. 2.

2-й день эксперимента
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Пики УЗВ сходной мощности регистриру-
ются на частотах около 22 и 39 кГц, что свиде-

тельствует о переходном, пограничном эмо-
циональном состоянии животных (рис. 9).

Пики УЗВ сходной мощности регистриру-
ются в диапазонах 18–25 и 37–45 кГц, что сви-

детельствует о переходном, пограничном эмо-
циональном состоянии животных (рис. 10).

Рис. 10. УЗВ крыс группы «Инсулин-липо» во 2-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 10. USV of rats in the insulin liposomal group on the 2st day of the experiment. All designations are similar to those 
in Fig. 2.

Рис. 11. УЗВ крыс группы «Контроль» в 4-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 11. USV of rats in the control group on the 4st day of the experiment. All designations are similar to those in Fig. 2.

4-й день эксперимента
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Вся СПМ УЗВ животных обнаруживает-
ся на частоте около 23 кГц, что свидетель-

ствует о дискомфотном, дистрессовом эмо-
циональном состоянии животных (рис. 11).

Максимум СПМ УЗВ животных обнару-
живается на частоте около 23 кГц, что сви-

детельствует о дискомфортном эмоцио-
нальном состоянии животных (рис. 12).

Рис. 12. УЗВ крыс группы «АЦХ-липо» в 4-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 12. USV of rats in the acetylcholine liposomal group on the 4st day of the experiment. All designations are similar 
to those in Fig. 2.

Рис. 13. УЗВ крыс группы «Инсулин-липо» в 4-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 13. USV of rats in the insulin liposomal group on the 4st day of the experiment. All designations are similar to those 
in Fig. 2.



ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
METHODS AND TECHNOLOGIES OF BIOMEDICAL RESEARCH

46 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2022| Toм 18 | № 1 | 32–55 

Максимум СПМ УЗВ животных об-
наруживается на частоте около 27 кГц. 
Дополнительные пики мощности регистри-
руются на частоте около 38 кГц, однако их 

СПМ на 20% меньше доминирующей. На ос-
новании этого можно заключить о преиму-
щественно тревожном, напряжённом эмо-
циональном состоянии животных (рис. 13).

Максимум СПМ УЗВ животных об-
наруживается в диапазоне 16–23 кГц. 
Дополнительные пики мощности регистри-
руются в диапазоне 36–38 кГц, однако их 

СПМ на 20–25% меньше доминирующей. 
На основании этого можно заключить о преи-
мущественно тревожном, напряжённом эмо-
циональном состоянии животных (рис. 14).

Рис. 14. УЗВ крыс группы «Контроль» в 7-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 14. USV of rats in the control group on the 7st day of the experiment. All designations are similar to those in Fig. 2.

Рис. 15. УЗВ крыс группы «АЦХ-липо» в 7-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 15. USV of rats in the acetylcholine liposomal group on the 7st day of the experiment. All designations are similar 
to those in Fig. 2.

7-й день эксперимента
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Максимум СПМ УЗВ животных об-
наруживается в диапазоне 16–19 кГц. 
Дополнительные пики мощности регистри-
руются на частоте около 40 кГц, однако их 

СПМ на 20% меньше доминирующей. На ос-
новании этого можно заключить о преиму-
щественно тревожном, напряжённом эмо-
циональном состоянии животных (рис. 15).

Максимум СПМ УЗВ животных об-
наруживается в диапазоне 16–20 кГц. 
Дополнительные пики мощности регистри-
руются в диапазоне 36–40 кГц, однако их 

СПМ на 20% меньше доминирующей. На ос-
новании этого можно заключить о преиму-
щественно тревожном, напряжённом эмо-
циональном состоянии животных (рис. 16).

Рис. 17. УЗВ крыс группы «Контроль» в 9-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 17. USV of rats in the control group on the 9st day of the experiment. All designations are similar to those in Fig. 2.

Рис. 16. УЗВ крыс группы «Инсулин-липо» в 7-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 16. USV of rats in the insulin liposomal group on the 7st day of the experiment. All designations are similar to those 
in Fig. 2.

9-й день эксперимента
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Максимум СПМ УЗВ животных обнару-
живается в диапазоне 15–20 кГц и на ча-
стоте около 25 кГц. Дополнительные пики 
мощности регистрируются на частоте око-
ло 37 кГц, однако их СПМ на 20% меньше 

доминирующей. На основании этого можно 
заключить о преимущественно тревожном, 
напряжённом эмоциональном состоянии 
животных (рис. 17).

Обнаруживается в диапазоне 17–25 кГц, 
что свидетельствует о тревожном, на-

пряжённом эмоциональном состоянии жи-
вотных (рис. 18).

Рис. 18. УЗВ крыс группы «АЦХ-липо» в 9-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 18. USV of rats in the acetylcholine liposomal group on the 9st day of the experiment. All designations are similar 
to those in Fig. 2.

Рис. 19. УЗВ крыс группы «Инсулин-липо» в 9-й день эксперимента. Все обозначения — как на рис. 2.
Fig. 19. USV of rats in the insulin liposomal group on the 9st day of the experiment. All designations are similar to those 
in Fig. 2.
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Пики УЗВ сходной мощности регистри-
руются на частотах около 16, 22, 36 и 38–
40 кГц, что свидетельствует о переходном, 
пограничном эмоциональном состоянии 
животных (рис. 19).

Установлено, что до начала введения те-
стируемых веществ психоэмоциональное 
состояние животных оценивалось как близ-
кое к комфортному. В 1-й день введения 
во всех группах обнаруживается переход-
ное (пограничное) состояние, что связано 
с проводимыми манипуляциями. Однако 
во 2-й день эксперимента в опытных груп-
пах СПМ УЗВ существенно выше в диапазо-
не «комфорта» по сравнению с результатом 
в контрольной группе. В 4-й день курсового 
введения данный эффект прослеживается 
в группе вещества «Инсулин-липо». На 7-й 
день эксперимента убедительных отличий 

в УЗВ животных контрольной и опытных 
групп не обнаруживается, а спустя 2 дня 
после окончания курса введения (9-й день) 
животные группы «Инсулин-липо» сно-
ва характеризуются более благоприятным 
психоэмоциональным состоянием по срав-
нению с контролем.

В целом следует заключить, что тести-
руемые вещества обладают признаками 
анксиолитических средств с седативным 
компонентом, наиболее выраженный 
эффект обнаруживается для вещества 
«Инсулин-липо».

Анализ поведенческих параметров
Тест «Открытое поле»
Результаты исследования свободного 

поведения крыс представлены в табл. 2. 
В контрольной группе животных на про-
тяжении всего эксперимента наблюдались 

Таблица 2. Средняя длительность поведенческих форм крыс в тесте «Открытое поле» (Laboras), сек 
Table 2. Mean duration of behavioral forms in rats in the Open Field test (Laboras), sec

Период исследования
Длительность формы поведения (сек)

ЭСП Г. а. Им. В. а. Гр.
Контрольная группа

Фон 197 44 116 371 172
1-й день 234 36 163 248 219
2-й день 235 58 186 200 221
4-й день 285 43 144 206 222
7-й день 225 38 180 219 238
9-й день 238 56 95 297 214

Инсулин-липо
Фон 289 52 110 329 120

1-й день 323 33 161 184 199
2-й день 345 25 280 143 107
4-й день 336 35 182 210 137
7-й день 317 44 143 281 115
9-й день 298 47 84 272 199

АЦХ-липо
Фон 181 68 150 261 240

1-й день 222 40 165 224 249
2-й день 295 47 176 203 179
4-й день 200 43 225 188 244
7-й день 220 55 161 245 219
9-й день 278 36 124 202 260

Примечание: ЭСП — элементы системного поведения; Г. а. — горизонтальная активность (локомоции);  
Им. — иммобилизация (неподвижность); В. а. — вертикальная активность (стойки); Гр. — груминг (умывание).
Note: ЭСП — elements of systemic behavior; Г. a. — horizontal activity (locomotion); Им. — immobilization (immo-
bility); В. a. — vertical activity (ascents); Гр. — grooming (washing).
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повышение длительности умывания и ЭСП, 
преимущественное повышение неподвиж-
ности, снижение вертикальной активности 
и полифазные изменения в горизонтальной 
активности.

В обеих опытных группах также наблю-
дались повышение длительности ЭСП, 
преимущественное повышение неподвиж-
ности, снижение вертикальной активности, 
полифазные изменения в горизонтальной 
активности и длительности умывания.

Можно отметить, что отличия эффектов 
опытных групп от сопоставимых эффектов 
контрольной группы заключаются в сниже-
нии горизонтальной активности во 2-й и 9-й 

дни эксперимента, а также длительности 
умывания во 2-й и 7-й дни эксперимента.

Таким образом, исследуемые препараты, 
по всей видимости, обладают седативными 
признаками.

Приподнятый крестообразный лабиринт
Результаты исследования информативных 

этологических параметров крыс представле-
ны в табл. 3.

В контрольной группе животных на про-
тяжении всего эксперимента наблюдались 
преимущественное снижение длительно-
сти пребывания животных в центральной 
зоне и закрытых «рукавах» лабиринта, 
преимущественное повышение количества 

Таблица 3. Информативные этологические параметры (средние по группе) крыс в тесте  
«Приподнятый крестообразный лабиринт»
Table 3. Informative ethological parameters (group averages) of rats in the Elevated Plus Maze test

Период исследования
Этологические параметры

Т з. р., сек Т о. р., сек Т ц. з., сек N в. а.
Контрольная группа

Фон 10,98 10,00 3,51 0,13
1-й день 11,04 8,51 2,70 0,39
2-й день 8,41 11,56 2,95 0,76
4-й день 12,30 7,50 2,88 0,89
7-й день 6,23 9,68 1,01 0,39
9-й день 10,89 6,94 2,19 0,25

Инсулин-липо
Фон 15,76 7,09 3,68 0,26

1-й день 8,65 8,11 3,49 0,00
2-й день 11,24 7,12 2,52 0,50
4-й день 5,87 12,10 1,59 0,75
7-й день 8,49 7,93 4,50 0,38
9-й день 7,25 11,99 3,61 0,00

АЦХ-липо
Фон 15,53 7,94 2,95 1,64

1-й день 11,25 9,03 2,83 0,76
2-й день 6,11 12,04 2,30 0,13
4-й день 4,30 10,43 2,71 0,26
7-й день 4,66 10,83 2,83 0,51
9-й день 7,58 7,76 2,59 0,00

Примечание: Т з. р. — время нахождения в закрытых «рукавах» лабиринта; Т о. р. — время нахождения  
в открытых «рукавах» лабиринта; Т ц. з. — время нахождения в центральной зоне лабиринта;  
N в. а. — количество эпизодов вертикальной активности (стоек).
Note: T з. р. — the time spent in the closed spaces of the labyrinth;T o. р. — the time spent in the open spaces 
of the  labyrinth; T ц. з. — the time spent in the central zone of the labyrinth; N в. a. — the number of vertical activity 
episodes (ascents).
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стоек и полифазные изменения длитель-
ности пребывания в открытых «рукавах» 
лабиринта. Такая этологическая картина 
в целом типична для данного исследования 
и отражает привыкание животных к новым 
условиям среды.

В обеих опытных группах наблюдалось: 
тотальное снижение длительности пре-
бывания животных в закрытых «рукавах» 
лабиринта; преимущественное (для пре-
парата «Инсулин-липо») и тотальное (для 
препарата «АЦХ-липо») снижение дли-
тельности пребывания животных в цен-
тральной зоне; преимущественное (для 
препарата «АЦХ-липо») и тотальное (для 
препарата «Инсулин-липо») повышение 
длительности пребывания в открытых 
«рукавах» лабиринта; тотальное снижение 
количества стоек (для препарата «АЦХ-
липо») и полифазные изменения этого по-
казателя для препарата «Инсулин-липо».

Таким образом, наблюдаемая этологиче-
ская картина, характеризующаяся повы-
шением времени пребывания в открытых 
«рукавах» лабиринта и снижением – в за-
крытых «рукавах», центральной зоне и вер-
тикальной активности, свидетельствует 
об улучшении психоэмоционального со-
стояния животных (снижении тревожности, 
повышения ориентировочно-исследова-
тельской активности) на фоне применения 
исследуемых препаратов. По сумме эпизо-
дов, когда были зафиксированы отличия 
от контрольной группы, наиболее пред-
почтительным следует считать препарат 
«АЦХ-липо».

Ацетилхолин – распространённый меди-
атор нервной системы, контролирующий 
процесс возбуждения в коре головного 
мозга, нейронах спинного мозга (клетках 
Реншоу), парасимпатическом отделе веге-
тативной нервной системы, в результате 
чего обеспечиваются линейные изменения 
в поведении и психоэмоциональном состо-
янии животных, а также улучшение их ког-
нитивных способностей.

Сопоставляя описанные результаты с по-
лученными нами ранее при изучении ос-
новных нейромедиаторов, включая АЦХ, 
можно проследить общность в установ-
ленных седативных эффектах и информа-
тивных параметрах УЗВ [5]. Схожие эф-
фекты наблюдаются при использовании 
липосомированных форм гормона инсу-
лина, контролирующего опосредованное 
влияние ГАМК на интрацентральные отно-
шения головного мозга и высшую нервную 
деятельность животных. Это даёт основа-
ния предполагать, что действие АЦХ и ин-
сулина отражает центральные механизмы 
холинергической и ГАМК-ергической мо-
дуляции гиппокампа и префронтального 
неокортекса, а также оказывает позитивное 
влияние на умственную работоспособность 
и когнитивные процессы.

Выводы
Установлено, что нейромедиатор аце-

тилхолин и гормон инсулин, применяемые 
в липосомированных формах, оказывают 
влияние на центральные механизмы выс-
шей нервной деятельности и коррелируют 
посредством преобразования частотно-
спектральных характеристик ультразвуко-
вой вокализации, параметров свободного 
поведения и когнитивных способностей 
лабораторных крыс.

Основной результат исследования со-
стоит в том, что липосомированные ин-
сулин и ацетилхолин обладают однона-
правленным действием. Тестируемые 
вещества обладают признаками анксио-
литических средств с седативным компо-
нентом. Наиболее выраженный эффект 
по анализу ультразвуковой вокализации 
обнаруживается для инсулина, а наиболее 
информативные этологические параметры 
крыс по анализу антидепрессивных свойств 
в лабиринте установлены на фоне приме-
нения ацетилхолина. Курсовое недельное 
применение липосомированного инсулина 
повышает когнитивные способности жи-
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вотных более чем в два раза, ацетилхоли-
на – более чем в четыре раза, что отража-
ет высокочастотные β- и γ-ритмы (выше 
20 Гц) гиппокампального отдела головного 
мозга, связанные с активностью вставоч-
ных нейронов и пирамидных клеток, моду-
лирующих противотревожное, антидепрес-
сивное, обезболивающее и прочие сходные 
действия исследуемых веществ, а также 
улучшение консолидации памяти и когни-
тивных функций. 

Полученные результаты указывают 
на перспективность применения липосоми-
рованных форм ацетилхолина и инсулина 

в качестве инновационных средств лечения 
заболеваний центральной нервной системы, 
вызванных дисфункцией холинэргической 
системы, в т. ч. гериатрических наруше-
ний памяти и деменции. Найденное нами 
однонаправленное действие липосомиро-
ванных форм инсулина и ацетилхолина 
является основанием для эксперименталь-
ной проверки гипотезы о том, что совмест-
ное применение инсулина и ацетилхолина 
может обладать синергическим эффектом 
на холинэргическую систему, что является 
предметом дальнейших исследований и пу-
бликаций. 
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ДЕЙСТВИЯ ЭКСТРАКТОВ СУХИХ RHAPONTICUM UNIFLORUM  

И SERRATULA CENTAUROIDES ПРИ ГИПОКСИИ/РЕОКСИГЕНАЦИИ 
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Целью исследования явилась морфологическая оценка нейропротективного действия экстрактов 
сухих Rhaponticum uniflorum (L.) DC. и Serratula centauroides L. при гипобарической гипоксии/
реоксигенации. Исследования проведены на 32 сертифицированных белых крысах-самцах Wistar 
после перенесённой ими 30-минутной гипобарической гипоксии и трёхчасовой реоксигенации. Экс-
тракты сухие R. uniflorum и S. centauroides в дозе 100 мг/кг вводили животным в течение 14-ти 
дней до воспроизведения гипобарической гипоксии. Для морфологических исследований готовили 
гистологические препараты головного мозга, окрашенные по Нисслю. Во II–V слоях коры боль-
ших полушарий оценивали степень поражения нейронов путём подсчёта четырёх категорий кле-
ток – нормохромных, резко гипохромных, резко гиперхромных (пикнотических) и «клеток-теней». 
Установлено, что курсовое введение животным экстрактов сухих R. uniflorum и S. centauroides ог-
раничивало на фоне гипоксии/реоксигенации образование в коре больших полушарий белых крыс 
пикнотических нейронов на 36 и 45%, резко гипохромных нейронов – в 10,5 и 7,0 раза (p<0,05) 
и «клеток-теней» – в 2,4 и 1,8 раза (p<0,05) по сравнению с контролем. Таким образом, экстракты 
сухие, полученные из листьев R. uniflorum и S. centauroides, оказывают нейропротективное действие 
при гипоксии/реоксигенации.
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This article presents a morphological assessment of the neuroprotective activity of dry extracts from 
Rhaponticum uniflorum (L.) DC. and Serratula centauroides L. in hypobaric hypoxia/reoxygenation. Ex-
periments were carried out on 32 male Wistar rats. The animals in the experimental groups received R. uni-
florum and S. centauroides dry extracts at a dose of 100 mg/kg for 14 days, with the last dose administered 
30 minutes before inducing hypoxia. The animals in the intact and control groups received purified water 
according to an analogous scheme. On the 14th day of the experiment, the animals in the control and ex-
perimental groups were exposed to acute hypobaric hypoxia followed by 3-hour reoxigenation. Acute hy-
pobaric hypoxia was simulated by elevating laboratory animals to a height of 9000  m at a rate of 50 m/sec 
using altitude test facilities. The animals were kept under these conditions for 30 min followed by 3-hour 
reoxigenation. Brain histological preparations were prepared by Nissl staining. The degree of neuronal 
damage was assessed by counting four categories of cells: normochromic, sharply hypochromic, sharply 
hyperchromic (pyknotic) and shadow cells in the cerebral cortex II–V layers. It was found that R uniflo-
rum and S. centauroides dry extracts limited the formation of pycnotic neurons by 36 and 45%, sharply 
hypochromic neurons by 10.5 and 7.0 times (p<0.05) and shadow cells by 2.4 and 1.8 times (p<0.05) 
in the cerebral cortex under the action of hypoxia/reoxygenation. Therefore, dry extracts obtained from 
R. uniflorum and S. centauroides leaves exhibit a neuroprotective activity under the conditions of hypoxia/
reoxygenation.
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Введение
Длительное влияние гипоксических со-

стояний на нервную систему приводит 
к повышенной стимуляции нервных кле-
ток, последующему изменению их струк-
туры и функции, в результате чего разви-
ваются неврологические заболевания [1]. 
Лечение заболеваний нервной системы 
и восстановительный период в тяжёлых 
случаях требуют большого количества вре-
мени, а также длительного приёма лекар-
ственных препаратов, что может привести 
к появлению побочных эффектов и разви-
тию токсических реакций. В связи с этим 
перспективным в профилактике и лечении 
заболеваний нервной системы является 

применение лекарственных средств расти-
тельного происхождения, которые в мень-
шей степени при длительном применении 
вызывают возникновение нежелательных 
реакций [7]. 

Особый интерес представляют много-
летние растения семейства Asteraceae — 
Rhaponticum uniflorum (L.) DC. и Serratula 
centauroides L., — обладающие высоким 
содержанием экдистероидов [2]. Данные 
виды произрастают на территории России 
(Сибирь и Дальний Восток) и Северной 
Монголии и широко применяются в тради-
ционной тибетской, китайской и монголь-
ской медицине как лекарственные средства, 
способствующие повышению устойчиво-
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сти человека к психическим и физическим 
нагрузкам [6]. Согласно ранее проведённым 
экспериментальным исследованиям, экс-
тракты сухие надземной части R. uniflorum 
и S. centauroides повышают устойчивость 
организма к действию интенсивных физи-
ческих нагрузок и к кислороддефицитным 
состояниям различного генеза. Указанные 
экстракты повышают ориентировочно-
исследовательскую активность, снижают 
уровень тревожности и эмоциональности 
животных, а также стимулируют когнитив-
ные функции животных [4, 5].

Цель исследования — морфологиче-
ская оценка нейропротективного действия 
экстрактов сухих, полученных из листьев 
R. uniflorum и S. centauroides, на фоне гипо-
барической гипоксии/реоксигенации.

Материалы и методы
Экстракты сухие получали из высушен-

ного растительного сырья, собранного 
в Республике Бурятия, — листьев R. uniflorum 
(фаза бутонизации, Селенгинский район, 
2019 г.) и листьев S. centauroides (фаза бу-
тонизации, Иволгинский район, 2019 г.). 
Высушенное и измельченное растительное 
сырье экстрагировали дважды 60%-м эта-
нолом в ультразвуковой ванне при 45°С 
в течение 60 мин, после чего спиртовой экс-
тракт концентрировали в вакууме досуха 
и измельчали. Для осуществления количе-
ственной стандартизации экстрактов сухих 
применяли метод высокоэффективной хро-
матографии с ультрафиолетовым (УФ) де-
тектированием, с помощью которого опре-
деляли содержание 20-гидроксиэкдизона 
[14, 15]. Содержание 20-гидроксиэкдизона 
в изучаемых средствах составило не менее 
3% в экстракте сухом R. uniflorum и не ме-
нее 2% в экстракте сухом S. centauroides. 
Принимая во внимание, что наиболее выра-
женное антигипоксическое влияние испы-
туемые фитоэкстракты проявляют в дозах 

100 и 200 мг/кг [3–5, 13], в данной работе 
их вводили животным в наименьшей эф-
фективной дозе — 100 мг/кг. 

Исследования выполнены на 32 сертифи-
цированных белых крысах-самцах Wistar 
исходной массой 160–180 г, полученных 
из филиала «Столбовая» ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России. Содержание животных соот-
ветствовало «Правилам лабораторной пра-
ктики» (GLP) и Приказу Минздрава России 
№ 199н от 01.04.2016 г. «Об утверждении 
Правил надлежащей лабораторной пра-
ктики». Крысы содержались в одинаковых 
условиях, по 10 особей в клетке, со свобод-
ным доступом к пище и воде. Перед нача-
лом экспериментов животных, отвечающих 
критериям включения в эксперимент, рас-
пределяли на группы с учетом принци-
па рандомизации. Экспериментальную 
работу осуществляли в соответствии 
с «Правилами, принятыми в Европейской 
конвенции по защите позвоночных живот-
ных» (Страсбург, 1986 г.). Протокол иссле-
дования согласован с этическим комитетом 
ИОЭБ СО РАН. 

Животные были разделены на четы-
ре группы: интактная, контрольная и две 
опытных. Животным опытной группы I 
внутрижелудочно вводили экстракт сухой 
R. uniflorum, опытной группы II — экстракт 
сухой S. centauroides. Исследуемые сред-
ства в дозе 100 мг/кг вводили животным 
в течение 14-ти  дней, последнее введение 
осуществляли за 30 мин до воспроизведе-
ния гипобарической гипоксии. Животные 
интактной и контрольной групп получали 
воду, очищенную по аналогичной схеме. 
На 14-е сут эксперимента животных контро-
льной и опытных групп подвергали острой 
гипобарической гипоксии с последующей 
трёхчасовой реоксигенацией. Острую гипо-
барическую гипоксию моделировали путём 
«подъема» лабораторных животных в баро-
камерной установке на «высоту» 9000 м 
со средней скоростью 50 м/с и нахожде-
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ния их в этих условиях в течение 30 мин. 
Через 3 ч после восстановления исходного 
режима кислородного обеспечения крыс 
декапитировали под эфирным наркозом. 

Материалом для исследования служила 
кора больших полушарий головного мозга. 
Гистологические срезы, приготовленные 
по стандартной методике, окрашивали кре-
зилвиолетом по Нисслю. Морфологические 
и морфометрические исследования коры 
больших полушарий головного мозга про-
водили с помощью микроскопа «Axio 
LAB.A1» с цифровой камерой «AxioCam 
ERc5s» с программным обеспечением 
для анализа изображений Axio Vision SE64 
Rel.4.8.3 и ZEN 2012. Во II–V слоях коры 
больших полушарий оценивали степень 
поражения нейронов путём подсчёта про-
центного содержания нейронов, которые 
дифференцировали на четыре категории – 
нормохромные, резко гипохромные, резко 
гиперхромные (пикнотические) и «клетки-
тени». 

Статистическая обработка полученных 
результатов проводилась с помощью па-
кета программ Statistica for Windows 6.0. 
Статистические различия оценивали 
с помощью t-критерия Стьюдента. Различия 
считали статистически значимыми при до-
стигнутом уровне значимости p<0,05.

Результаты и их обсуждение
Результаты морфологических исследо-

ваний показали, что на фоне гипоксии/ре-
оксигенации в коре больших полушарий 
развиваются структурные изменения, харак-
теризующиеся увеличением количества рез-
ко гиперхромных пикнотических нейронов 
(в 5,5 раза), а также нейронов с тотальным 
лизисом тигроидного вещества (в 3,5 раза) 
по сравнению с данными животных ин-
тактной группы. В отличие от последних, 
в «клетках-тенях», число которых у живот-
ных контрольной группы повысилось от-
носительно интактного показателя в 9,0 раз, 
на фоне бледно окрашенной гомогенной 
цитоплазмы ядерные компоненты (мембра-
на, ядрышко, хроматин) не контурировались. 
Тела пикнотических нейронов были умень-
шены в размерах, а апикальный истончен-
ный дендрит прослеживался на длительном 
расстоянии (рис. а). Пикнотические нейро-
ны отмечались в большинстве случаев в III 
и V слоях коры, тогда как «клетки-тени» — 
диффузно во всех слоях. Явления нейроно-
фагии и сателлитоза отмечались единично, 
что сопоставимо с интактом. Определялся 
периваскулярный и перицеллюлярный отёк. 
В ядрах нормохромных нейронов отмеча-
лось снижение количества ядрышек и уве-
личение объема гетерохроматина. 

Рис. Кора больших полушарий белых крыс при гипобарической гипоксии/реоксигенации. Окраска крезилвиолетом 
по Нисслю. Ув. ×200.
Примечание: a – животное контрольной группы; b – животное, получавшее экстракт сухой R. uniflorum; 
c – животное, получавшее экстракт сухой S. centauroides.
Fig. The white rat cerebral cortex under hypobaric hypoxia/reoxygenation. Nissl staining with cresyl violet. Magn. ×200. 
Note: a – a control animal; b – an animal having received R. uniflorum dry extract; c – an animal having received 
S. centauroides dry extract.
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На фоне введения животным экстрактов 
R. uniflorum и S. centauroides в коре больших 
полушарий наблюдались менее выражен-
ные структурные изменения по сравнению 
с контролем (рис. b, c): количество пикно-
тических нейронов было ниже на 36 и 45%, 
резко гипохромных нейронов — в 10,5 
и 7,0 раз, «клеток-теней» — в 2,4 и 1,8 раза 
соответственно (табл.). Среди нормохром-
ных нейронов отмечались нейроны с уме-
ренным периферическим гипо- и гипер-
хроматозом, что свидетельствует об их 
функциональной активности. На микро-
препаратах животных опытных групп 
«клетки-тени» встречались в поле зрения 
единично, и, как следствие, «места опусто-
шений» при малом увеличении не отмеча-
лись. Периваскулярый и перицеллюлярный 
отёки был менее выражены по сравнению 
с контролем.

Ограничение образования у живот-
ных опытных групп регрессивных форм 
нейронов свидетельствует о повышении 
устойчивости тканей головного мозга к ги-
поксии на фоне применения исследуемых 
экстрактов, что обусловлено содержанием 
в R. uniflorum и S. centauroides широкого 
спектра биологически активных веществ: 
экдистероидов, флавоноидов, терпеноидов, 
фенольных и органических кислот и т. д. 

Экспериментальные исследования показы-
вают выраженное нейропротективное вли-
яние фитоэкдистероидов при токсических, 
дегенеративных и сосудистых повреждени-
ях нервной системы [8, 9]. Существенный 
вклад в проявление нейропротективной ак-
тивности вносят флавоноиды, терпеноиды 
и фенолкарбоновые кислоты, обладающие 
антиоксидантной активностью, препят-
ствующие генерации и повреждающему 
действию активных форм кислорода и тем 
самым повышающие эффективность сопря-
жения тканевого дыхания и окислительно-
го фосфорилирования [7, 11, 12, 18]. Кроме 
того, многочисленные исследования пока-
зывают, что лекарственные растения и их 
соединения оказывают нейропротекторное 
влияние за счёт регулирования белков, свя-
занных с антиапоптозной и противовоспа-
лительной активностью [10, 16, 17]. 

Таким образом, исследуемые сред-
ства — экстракты сухие R. uniflorum 
и S. centauroides — в экспериментально-
терапевтической дозе 100 мг/кг оказывают 
выраженное нейропротективное действие 
на фоне гипобарической гипоксии/реок-
сигенации, ограничивая образование ди-
строфически изменённых и регрессивных 
форм нейронов в коре больших полушарий 
белых крыс. 

Таблица. Влияние экстрактов сухих Rhaponticum uniflorum и Serratula centauroides на морфометрические пока-
затели коры больших полушарий белых крыс при гипобарической гипоксии/реоксигенации
Table. Effects of Rhaponticum uniflorum and Serratula centauroides dry extracts on the morphometric parameters 
of  the white rat cerebral cortex under hypobaric hypoxia/reoxygenation

Тип клеток, %

Группы животных
Интактная

(Н2О дист.)

Контрольная 

(ГГ/Р + Н2О дист.)

Опытная I

(ГГ/Р + экстракт 
R. uniflorum)

Опытная II

(ГГ/Р + экстракт 
S. centauroides)

Нормохромные 96,1±0,42 86,9±1,05* 94,9±0,36** 93,7±0,42**
Резко гипохромные   0,6±0,08   2,1±0,46*   0,2±0,11**   0,3±0,10**
Резко гиперхромные   0,2±0,01   1,1±0,35* 0,7±0,23 0,6±0,19
«Клетки-тени»  1,1±0,09   9,9±0,76*    4,2±0,21**    5,4±0,41**

Примечание: ГГ/Р – гипобарическая гипоксия/реоксигенация; * — различия статистически значимы между 
интактной и контрольной группами при р<0,05; ** — различия статистически значимы между контрольной и 
опытной группами при р<0,05.
Note: ГГ/Р – hypobaric hypoxia/reoxygenation; * – differences between the control and intact groups are significant 
at р<0.05; ** – differences between the control and experimental groups are significant at р<0.05. 
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ПАРАМЕТРОВ ОСТРОЙ ТОКСИЧНОСТИ 
ПРЕПАРАТА ЭПОФЕН ГРУППЫ АНТИГИПОКСАНТОВ 

К.С. Остренко1,*, А.Н. Овчарова1, О.П. Егорова2
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Дефицит энергии, лежащий в основе любой формы гипоксии, приводит к качественно однотипным 
метаболическим и структурным сдвигам в различных органах и тканях. Антигипоксанты способны 
предотвратить, уменьшить или ликвидировать проявления гипоксии благодаря поддержанию энер-
гетического обмена в режиме, достаточном для сохранения структуры и функциональной активности 
клетки хотя бы на уровне допустимого минимума. Целью исследования было определение параме-
тров острой токсичности препарата антигипоксантного ряда Эпофен. Исследование было проведе-
но на самках мышей линии Balb/с массой тела 19±2 г. В ходе исследования было установлено, что 
изучаемый препарат относится к четвертому классу опасности в соответствии с ГОСТ 12.1.007-76.
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DETERMINATION OF THE PARAMETERS THE OF ACUTE TOXICITY  
OF THE EPOPHEN ANTIHYPOXANT DRUG  

ON LABORATORY ANIMALS
Konstantin S. Ostrenko1,*, Anastasia N. Оvcharova1, Olga P. Egorova2

1 The All-Russian Research Institute of Animal Physiology, Biochemistry and Nutrition — the Branch  
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The energy deficit underlying any form of hypoxia leads to qualitatively similar metabolic and structural 
changes in various organs and tissues. Antihypoxants are capable of preventing, reducing or eliminating 
the manifestations of hypoxia by maintaining energy metabolism in a mode sufficient for preserving the 
structure and functional activity of cells at least at an acceptable minimum level. This study aims to deter-
mine the acute toxicity of a new antihypoxant drug, Epophen. The study was conducted on female BALB/C 
mice with a body weight of 19±2 g. It was found that the studied drug belongs to the 4th class of moderately 
toxic substances in accordance with GOST 12.1.007-76.
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Введение
Гипоксические состояния различной эти-

ологии являются серьёзными патофизиоло-
гическими состояниями, препятствующи-
ми полноценному лечению и применению 
стандартных схем лечения. Дефицит энер-
гии, лежащий в основе любой формы гипок-
сии, приводит к качественно однотипным 
метаболическим и структурным изменени-
ям [3, 4]. Одним из препаратов, повышаю-
щих устойчивость к гипоксиям различной 
этиологии, является Эпофен, относящийся 
по классификации к естественным компо-
нентам дыхательной цепи. Являясь синтети-
ческим аналогом кофермента Q и принимая 
непосредственное участие в окислительном 
фосфорилировании, Эпофен является зве-
ном цепи переноса электронов в митохон-
дриях и принимает участие в восстановле-
нии антиоксидантной активности витамина 
Е [2, 6]. Кофермент Q участвует в перено-
се электронов с NADH-дегидрогеназного 
и сукцинатдегидрогеназного комплексов 
на комплекс убихинол—цитохром-оксидо-
редуктазы, непосредственно участвуя в син-
тезе аденозинтрифосфата [5]. Применение 
Эпофена позволяет восстанавливать про-
цесс генерации макроэргических моле-
кул, нарушенный или прерванный теми 
или иными патологическими процессами. 

Целью данного исследования было 
определение параметров острой токсично-
сти препарата Эпофен. 

Материалы и методы
В экспериментах были использованы сам-

ки мышей линии Balb/с массой тела 19±2 г; 

по 10 животных в группе. Источник полу-
чения животных — филиал «Андреевка» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России. Для оцен-
ки острой токсичности препарат раство-
ряли в дистиллированной воде, вводили 
внутрижелудочно с помощью металличе-
ского атравматического зонда 18 G в объёме 
0,5 мл. Внутрибрюшинно препарат вводи-
ли с помощью инсулинового шприца в объ-
ёме 1 мл. Длительность периода наблюде-
ния после введения препарата составила 
2 недели, в течение которых осуществляли 
учёт погибших и выживших животных. 
Диапазон исследуемых доз: 200–300–400–
500–600–800–1000–1200–1500–2100 мг/кг. 
Через 14 сут после начала исследования 
все животные были выведены из опыта 
методом декапитации. В пробирки с эти-
лендиаминтетрауксусной кислотой (ЭДТА) 
была взята кровь для гематологического 
исследования. Гематологические исследо-
вания были проведены на автоматическом 
гематологическом анализаторе BC-2800 
Vet («Mindray», Китай). Определение па-
раметров острой токсичности проводили 
методом пробит-анализа по Литчфилду 
и Уилкоксону; расчёт полулетальной дозы 
(ЛД50) проводили по методу Кербера; 
среднеарифметическую ошибку рассчиты-
вали по формуле Геддема и соавт. [1].

Результаты исследований
Изучение острой токсичности препара-

та Эпофен при внутрибрюшинном введении
У мышей, получивших дозу препарата 

Эпофен 800–1200 мг/кг, смертность соста-
вила 100% в течение 30 мин. У животных, 
получивших более высокие дозы, в первые 
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секунды наблюдались повышенная дви-
гательная активность и агрессия с после-
дующим наступлением судорог, длящихся 
от 5 мин и до получаса, смерть части живот-
ных в группе. После введения в дозах 300–
600 мг/кг картина токсического отравления 
наступала у животных сразу после введения. 
Резко снижалась двигательная активность, 
наблюдалось учащение дыхания и сердце-
биения, взъерошивалась шерсть. Животные, 
получившие дозы препарата 500–600 мг/кг 
и не погибшие в первые 30 мин, были не-
подвижны, взъерошены, отмечались отказ 
от еды и воды, цианоз кожи и слизистых обо-
лочек. У животных, получивших дозу препа-
рата 200–400 мг/кг, наблюдалось угнетённое 
состояние, отказ от еды, учащённое дыхание 
и сердцебиение; через 48 ч у этих животных 
отмечалось некоторое улучшение общего 
состояния, появлялся аппетит, но шёрстный 
покров оставался взъерошенным. Через 72 ч 
и в течение следующих 10 сут животные вы-
глядели клиническими здоровыми, проявля-
ли нормальную двигательную активность, 
аппетит. Мыши, получившие дозу 100 мг/кг, 
не отличались от контрольных животных, 
у них был сохранены аппетит, двигательная 
активность, шёрстный покров оставался 
гладким.

По данным вскрытия и макроскопиче-
ского исследования внутренних органов 
павших животных отмечено увеличение 
размера печени и селезёнки относитель-
но контрольных животных. При внешнем 
осмотре шерсть была тусклой, взъерошен-
ной, неопрятного вида. Видимые слизи-
стые оболочки были бледными, гладкими. 
Выделения из естественных отверстий от-
сутствовали. 

ЛД84 и ЛД16, определённые методом 
пробит-анализа, составили 220 и 490 мг/кг 
живой массы тела соответственно. Средняя 
ошибка средней дозы эффекта, вычи-
сленная по формуле: MEd50=К×Е×d/10 
(где К — постоянный множитель = 0,66; 
Е — основное отклонение, определяемое 

как полуразность 1/2×(ЛД84 – ЛД16); d — 
интервал между дозами), — составила 32,5. 
ЛД50, рассчитанная по методу Кербера, со-
ставила 350 мг/кг.

Изучение острой токсичности препара-
та Эпофен при внутрижелудочном введении

После введения Эпофена у животных, по-
лучавших дозы препарата 1000–1500 мг/кг, 
через 5 мин после введения были зафикси-
рованы конвульсии, продолжавшиеся в те-
чение 5–30 мин до момента наступления 
смерти части мышей. У мышей, получив-
ших дозы препарата 500–800  мг/кг, через не-
сколько минут после введения развивалось 
сильно угнетённое состояние, мыши сжи-
мались в комок, шёрстный покров был 
взъерошен, отмечалось учащение дыхания 
и сердцебиения, в течение суток отмеча-
лась гибель части животных. У животных, 
получивших дозы 200–400 мг/кг, снизилась 
двигательная активность в первые 12 ч по-
сле введения. По данным вскрытия, про-
ведённого сразу после смерти животных, 
и макроскопического исследования вну-
тренних органов, различий между живот-
ными, получившими различные дозы пре-
парата, не установлено, кроме увеличения 
печени. 

ЛД84 и ЛД16, определённые методом 
пробит-анализа, составили 500 и 890 мг/кг 
живой массы тела соответственно. Средняя 
ошибка составила 32,5. ЛД50 составила 
690 мг/кг.

Через 14 дней после окончания экспе-
римента все животные были выведены 
из эксперимента методом декапитации; 
в пробирки с ЭДТА была взята кровь 
для гематологического исследования. Все 
показатели были в пределах физиологиче-
ской нормы.

Выводы
В ходе исследования было установлено, 

что изучаемый препарат относится к 4-му 
классу умеренно токсических веществ в соот-
ветствии с ГОСТ 12.1.007-76 «Классификация 
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и общие требования безопасности». Так, 
ЛД50 при внутрижелудочном введении со-
ставила 690 мг/кг живой массы тела. При вну-
трибрюшинном введении ЛД50 составила 
350 мг/кг живой массы тела. Исследование 

гематологических показателей не выявило 
существенных отклонений. Таким образом, 
изучаемый препарат Эпофен с учётом его 
малотоксичности может эффективно приме-
няться как антигипоксант.
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В данной работе изучали влияние нейропептидов — аналогов фрагмента адренокортикотропного 
гормона — Семакса (зарегистрированный препарат) и АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro (новое соединение) 
на интенсивность процессов свободнорадикального окисления в иммунокомпетентных органах 
крыс-самцов на фоне стрессогенного воздействия информационного характера. Создаваемый в экс-
перименте информационный стресс-фактор способствует усилению процессов пероксидации в им-
мунокомпетентных органах — тимусе и селезёнке. Снижение уровня ТБК-реактивных продуктов, 
скорости перекисного окисления липидов, восстановление уровня каталазы в гомогенатах ткани 
селезёнки и тимуса крыс-самцов определяет протекторное действие изучаемых меланокортинов 
в условиях экспериментальной модели информационного стресса.
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In this work, we investigate effects of neuropeptides – analogues of a fragment of adrenocorticotropic 
hormone – Semax (a registered drug) and ACTH (6-9)-Pro-Gly-Pro (a new compound) – on the intensity 
of free radical oxidation processes in the immunocompetent organs of male rats exposed to informational 
stress. The simulated informational stress was found to stimulate peroxidation processes in the immuno-
competent organs: thymus and spleen. The decrease in the level of TBK-reactive products in the homog-
enates of the spleen and thymus tissue of male rats, as well as the rate of lipid peroxidation, determine 
the  protective effect of the studied melanocortins under the conditions of simulated informational stress.
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Введение
В последние годы современное общест-

во постоянно подвергается воздействию 
стрессогенных факторов информационного 
характера (использование социальных се-
тей в повседневном общении, рост числа 
информационных и коммуникационных 
систем, применение компьютерных техно-
логий, мобильных средств общения и др.), 
что приводит к истощению адаптационных 
возможностей организма и развитию функ-
циональных нарушений со стороны систем 
организма, в частности иммунной [2, 3, 5, 
10, 12].

Рассматривая механизмы развития на-
рушений со стороны иммунной системы 
в условиях стрессогенного воздействия, 
необходимо особо отметить роль окисли-
тельного стресса, сопровождающегося не-
контролируемым свободнорадикальным 
окислением. По интенсивности этих изме-
нений, образующихся при окислительном 

стрессе, можно судить о компенсаторно-
приспособительных процессах организ-
ма при развитии различных патологиче-
ских состояний, вызванных в т. ч. в ответ 
на стрессогенное воздействие. В связи 
с тем, что стрессорные реакции являются 
универсальной неспецифической частью 
большинства патологических состояний, 
исследование действия стресс-факторов, 
в т. ч. информационных, на функциональ-
ную активность иммунокомпетентных 
органов является перспективным и акту-
альным [14]. Наряду с этим поиск уни-
версальных биорегуляторов, способных 
оказывать восстанавливающее действие 
на иммунокомпетентные органы, приво-
дя к нормализации дисбаланса в системе 
про/антиоксидантов в условиях стрессо-
генного воздействия, является важным 
и актуальным направлением современной 
экспериментальной медицины [6, 8, 18, 19]. 
В качестве перспективных средств коррек-
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ции стресс-индуцированных нарушений 
иммунной системы интерес представля-
ют нейропептиды, относящиеся к группе 
меланокортинов: Семакс (АКТГ(4-7)-Pro-
Gly-Pro), зарегистрированный препарат, 
которому принадлежит важная роль сре-
ди известных регуляторов гомеостаза [1, 
2, 10, 16, 17], и новый аналог фрагмента 
адренокортикотропного гормона (АКТГ) — 
АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro. В настоящее время 
исследования, направленные на расшире-
ние спектра фармакологических свойств 
меланокортинов, активно продолжаются. 

Целью исследования явилось изучение 
влияния меланокортинов на интенсивность 
перекисного окисления липидов (ПОЛ), 
активность каталазы в тимусе и селезёнке 
крыс-самцов в условиях эксперименталь-
ной модели информационного стресса.

Материалы и методы
Исследования выполнены на белых 

нелинейных крысах-самцах в возрасте 
6–8 мес., массой 250–350 г, полученных 
из вивария лаборатории физиологии, мор-
фологии, генетики и биомедицины ФГБОУ 
ВО «Астраханский государственный меди-
цинский университет» Минздрава России. 
На протяжении всего эксперимента живот-
ных содержали в стандартных условиях ви-
вария Астраханского государственного ме-
дицинского университета. Эксперименты 
проводили в соответствии с Приказом 
Минздрава России № 199н от 01.04.2016 г. 
«Об утверждении Правил надлежащей ла-
бораторной практики». Лабораторные жи-
вотные были разделены на 4 группы (n=10): 
группа интактных самцов, которые получа-
ли в эквивалентном объёме воду для инъ-
екций внутрибрюшинно; группа животных, 
на которых воспроизводили модель инфор-
мационного стресса и которые внутрибрю-
шинно получали в эквивалентном объёме 
воду для инъекций на протяжении 20-ти 
дней; 2 опытные группы крыс-самцов, по-

лучавших Семакс и АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro 
в дозе 100 мкг/кг/сут на фоне стрессогенно-
го воздействия (20 дней). Информационный 
стресс моделировали путём формирования 
пищедобывательного поведения в много-
альтернативном лабиринте [11]. Для услож-
нения задачи, поставленной перед живот-
ными, структуру лабиринта меняли каждый 
день. Для определения показателей ПОЛ 
(исходного содержания малонового диаль-
дегида (МДА), скорости спонтанного и ас-
корбатзависимого ПОЛ (АСК-зависимого 
ПОЛ)), а также для оценки активности 
каталазы в гомогенате тимуса и селезёнки 
экспериментальных животных применя-
ли стандартные спектрофотометрические 
методы [9]. Результаты эксперимента ста-
тистически обрабатывали с использовани-
ем программ Microsoft Office Excel 2007 
(«Microsoft Corp.», США), BioStat 2008 
Professional 5.1.3.1 («AnalystSoft», США). 
Для обработки полученных результатов ис-
пользовали параметрический метод (опре-
деление t-критерия Стьюдента с поправкой 
Бонферрони). Статистически значимыми 
различия считали при p≤0,05.

Результаты и их обсуждение
В ходе проведённого эксперимента у жи-

вотных, подвергавшихся воздействию ин-
формационного стресса, наблюдалось 
увеличение скорости спонтанного ПОЛ — 
на 30% (p<0,05), АСК-зависимого ПОЛ — 
практически на 40% (p<0,01), а также ис-
ходного уровня МДА в селезёнке — более 
чем на 40% (p<0,01) (рис. 1). Следует отме-
тить, что в условиях экспериментального 
информационного стресса отмечается зна-
чительное повышение активности каталазы 
в среднем в 2 раза (p<0,001) от контрольных 
значений, что в свою очередь свидетель-
ствует о формировании окислительного 
стресса. 

В условиях введения меланокортинов жи-
вотным, подвергавшимся воздействию ин-
формационного стресса, наблюдалось сни-
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жение показателей ПОЛ в селезёнке (рис. 1). 
В условиях введения Семакса исходный 
уровень МДА понижался более чем на 40% 
(p<0,001) в сравнении с уровнем данного 
показателя у животных, подвергшихся воз-
действию информационного стресса. Менее 
активным оказался АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro, 
снижая уровень ТБК-реактивных продуктов 
у животных, подвергавшихся воздействию 
информационного стресса, практически 
на 30% (p<0,05). При изучении действия 
меланокортинов на показатели спонтанного 
и АСК-зависимого ПОЛ в селезёнке крыс-
самцов в условиях информационного стрес-
са было установлено, что изучаемые нейро-
пептидные соединения способны снижать 
уровень данных показателей в среднем бо-
лее чем на 30% (p<0,01). При оценке пока-
зателей активности каталазы в гомогенате 
селезёнки в группах животных, получавших 
Семакс и АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro на фоне 
воздействия информационного стресса, на-
блюдалось снижение изучаемого показате-
ля в среднем на 30% (p<0,01).

Одним из этапов исследования было из-
учение влияния информационного стресса 

на процессы пероксидации в тимусе, в ходе 
которого было определено формирование 
иммунного дисбаланса, проявляющегося 
увеличением скорости показателей спон-
танного и АСК-зависимого ПОЛ, а также 
исходного уровня МДА более чем на 40% 
(p<0,01) (рис. 2). Следует отметить повы-
шение активности каталазы в группе стрес-
сированных животных более чем на 30% 
(p<0,01). У крыс-самцов, подверженных 
воздействию информационного стресса, 
в гомогенате тимуса отмечалось сниже-
ние исходного уровня МДА под влияни-
ем Семакса практически на 40% (p<0,01), 
под влиянием АКТГ(6-9)-Pro-Gly-Pro — 
на 30% (p<0,01). В ходе изучения нейропеп-
тидов в условиях информационного стрес-
са было установлено, что Семакс проявил 
себя как эффективный иммунокорректор, 
подавляя стресс-реактивные проявления, 
снижая скорость спонтанного ПОЛ и АСК-
зависимого ПОЛ в среднем на 40% (p<0,01) 
в гомогенате тимуса животных опытных 
групп. В условиях АКТГ(6-9)-Pro-Gly-
Pro скорость спонтанного ПОЛ снизилась 
более чем на 30% (p<0,01) в сравнении 

Рис. 1. Влияние нейропептидов на показатели ПОЛ и активность каталазы в селезёнке крыс-самцов в условиях 
информационного стресса.
Fig. 1. Effects of the studied neuropeptides on lipid peroxidation and catalase activity in the spleen of male rats exposed 
to informational stress.



71БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2022 | Toм 18 | № 1 | 67–74

А.Л. Ясенявская, М.А. Самотруева, Г.Н. Генатуллина, А.О. Лендов, Л.А. Андреева, Н.Ф. Мясоедов
«Влияние меланокортинов на интенсивность перекисного окисления липидов  

в иммунокомпетентных органах крыс-самцов в условиях информационного стресса»

с животными, подвергавшимся воздейст-
вию информационного стресса, а скорость 
АСК-зависимого ПОЛ восстановилась 
до контрольных значений. Активность 
каталазы под влиянием меланокортинов 
снизилась в среднем практически на 40% 
(p<0,01) по сравнению с группой живот-
ных, подверженных стрессу.

Полученные данные свидетельствуют 
о наличии выраженных стресс-протек-
торных и иммуномодулирующих свойств 
как у Семакса, так и у нового соединения 
из группы меланокортинов АКТГ(6-9)-
Pro-Gly-Pro, что выражалось в подавлении 
активизированных продуктов свободно-
радикального окисления. Важно отметить, 
что влияние Семакса на иммунную систе-
му наблюдалось и ранее: было доказано 

иммунокорригирующее действие Семакса, 
способного восстанавливать нарушения 
со стороны иммунной системы, что под-
тверждается и нашими исследованиями 
[1, 2, 6, 9].

 Выводы
Таким образом, актуальность научных 

изысканий в области иммунореагирования 
в условиях стрессогенного воздействия 
свидетельствует о необходимости поиска 
веществ, оказывающих стресспротекторное 
и иммуномодулирующее действие, среди 
средств нейропептидной природы, которые 
характеризуются широким спектром дейст-
вия, что определяет перспективность даль-
нейшего изучения с целью последующего 
практического применения в медицине.

Рис. 2. Влияние нейропептидов на показатели ПОЛ и активность каталазы в тимусе крыс-самцов в условиях 
информационного стресса.
Fig. 2. Effects of the studied neuropeptides on lipid peroxidation and catalase activity in the thymus of male rats exposed 
to informational stress.
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