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ОЦЕНКА ЭФФЕКТИВНОСТИ СРЕДСТВ КОРРЕКЦИИ 
СОСТОЯНИЯ ЖИВОТНЫХ В УСЛОВИЯХ ИСТОЩАЮЩИХ 

ФИЗИЧЕСКИХ НАГРУЗОК ПО КЛЕТОЧНЫМ  
И ГЕНЕТИЧЕСКИМ БИОМАРКЕРАМ 

В.Н. Каркищенко, И.А. Помыткин, Н.В. Петрова*, И.А. Васильева, 
О.В. Алимкина, Н.В. Станкова, Н.А. Ларюшина

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

В данной статье описано исследование влияния некоторых препаратов на экспрессию генов, ис-
пользуемых в качестве молекулярных мишеней, в условиях истощающей физической нагрузки 
у минипигов.
В проведенном эксперименте проводилась сравнительная оценка эффективности таких средств кор-
рекции, как БАД «МиоАктив-Спорт», липосомированный мускус кабарги, интраназальный инсулин 
и липосомированный препарат женьшеня в условиях истощающих физических нагрузок у минипи-
гов с использованием выбранных биомаркеров, включающих в себя исследование лейкоцитарной 
фракции крови и экспрессии мРНК генов NFE2L2 и HMGB1 в лимфоцитах. Было доказано, что 
наибольшим успехом в универсальном защитном действии среди изученных препаратов обладает 
липосомированный мускус кабарги, который при 7-дневном курсовом приеме практически пол-
ностью предотвратил провоспалительный эффект нагрузки. При этом липосомированный мускус 
кабарги многократно повысил экспрессию гена NFE2L2, отвечающего за антиоксидантную защиту 
организма. По своему действию липосомированный мускус кабарги превосходил эффекты рефе-
ренсного препарата — инсулина, защитные эффекты которого хорошо известны из научной литера-
туры, что делает мускус кабарги перспективным объектом для применения в области медицинской 
реабилитации.

Ключевые слова: клеточные и генетические биомаркеры, экспрессия мРНК генов NFE2L2 
и HMGB1, истощающая физическая нагрузка, оценка средств коррекции, минипиги
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In this work, we investigate the effect of a number of pharmaceutical preparations on the expression of 
genes, which are used as molecular targets under the conditions of debilitating physical exercise in mini-
pigs. In the conducted experiment, the effectiveness of the following preparations was compared: “Mio-
Activ-Sport” dietary supplement, a liposomal deer musk extract, intranasal insulin, and a liposomal gin-
seng preparation. The selected biomarkers included the leukocyte blood fraction and mRNA expression 
of NFE2L2 and HMGB1 genes in lymphocytes. Among the studied preparations, the liposomal deer musk 
extract showed the highest effectiveness.  Thus, during seven days of therapy, this preparation almost com-
pletely prevented the pro-inflammatory effect of physical load. At the same time, the liposomal deer musk 
extract led to a manyfold increase in the expression of NFE2L2 gene, which is responsible for antioxidant 
defense of the organism. In terms of action, the liposomal deer musk extract outperformed insulin – the ref-
erence drug, whose protective effects are well known from the scientific literature. These findings confirm 
the prospects of deer musk preparations for medical rehabilitation.
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Введение
Исследованиям, посвященным разра-

боткам средств и способов поддержания 
достаточного уровня работоспособности 
человека в экстремальных условиях, уде-
ляется много внимания. В частности, раз-
работаны различные фармакологические 
средства, необходимые для восстановления 
после тяжелых физических нагрузок. 

Спортивная тренировка — самая опти-
мальная и естественная модель усилен-
ной диссимиляции как причины оксида-
тивного стресса. Важным практическим 
результатом и показателем адаптации 
является повышение работоспособности. 
Оксидативный стресс в силу чрезвычайной 
химической активности форм кислорода 
приводит к различным побочным эффек-
там, в первую очередь таким, как усиление 
воспалительных процессов, что ведет к раз-
рушению клеточных и тканевых структур 
и, как принято считать, к старению клеток 

и организма в целом. Важнейшим участ-
ником антиоксидантной защиты во всех 
клетках является фактор транскрипции 
Nrf2 (ген NFE2L2), под контролем которого 
находятся все гены, кодирующие детокси-
фицирующие ферменты. Nrf2 экспресси-
руется во многих органах: больше всего 
в почках, мышцах, менее — в легких, сер-
дце, печени и головном мозге. Наиболее 
изучена роль этого белка в составе редокс- 
чувствительной сигнальной системы Keap1/
Nrf2/ARE, или т.н. «системы трех фаз де-
токсификации». При нормальных условиях, 
в отсутствие стресса, Nrf2 поддерживает-
ся в цитоплазме кластером белков, кото-
рые быстро его деградируют. При влиянии 
окислительного стресса Nrf2 не разрушает-
ся, а вместо этого переходит в ядро, где свя-
зывается с промотором ДНК и инициирует 
транскрипцию антиоксидантных генов и их 
белков.
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Из всех изученных нами генов-мишеней 
именно NFE2L2 наиболее полно характе-
ризует степень физической нагрузки у мо-
дельных животных. Ранее нами было пока-
зано, что ген NFE2L2, кодирующий фактор 
транскрипции Nrf2, активно экспрессиру-
ется при физических нагрузках и может 
служить оценочным критерием при прове-
дении молекулярно-генетических исследо-
ваний работоспособности и выносливости 
у минипигов [1].

HMGB1 преимущественно локализован 
в ядре, где он действует как шаперон ДНК 
и участвует в регуляции ключевых собы-
тий, таких как образование комплексов 
с ДНК, изгибание ДНК, стабилизация нук-
леосом, репликация ДНК, восстановление 
поврежденной ДНК и транскрипция генов. 
Однако в результате пост-трансляционных 
модификаций HMGB1, таких как ацетили-
рование, фосфорилирование и метилиро-
вание, ядерный HMGB1 может переходить 
в цитоплазму и далее во внеклеточное про-
странство, где он проявляет свойства цито-
кина, обладая способностью связываться 
с рецептором конечных продуктов гликиро-
вания (RAGE), толл-подобным рецептором 
4 (TLR4), а также еще с десятком других ре-
цепторов в составе комплексов с третьими 
партнерами [3].

Кроме того, было показано, что ген-би-
омаркер HMGB1 может быть использован 
для оценки влияния различных препара-
тов при доклинических исследованиях 
на лабораторных минипигах [2]. Было так-
же показано, что истощающая физическая 
нагрузка вызывает кратковременное мно-
гократное повышение транскрипции гена 
HMGB1 в лимфоцитах животных при уве-
личении числа нейтрофилов в постнагру-
зочном периоде (до 6 ч включительно) [3]. 
В совокупности эти результаты указывают 
на возможность использования анализа 
лейкоцитарной фракции крови и экспрес-
сию мРНК генов NFE2L2 и HMGB1 в лим-
фоцитах в качестве биомаркеров, позволя-

ющих оценить индивидуальный профиль 
защитного действия препарата в условиях 
повреждающего действия истощающих 
физических нагрузок. 

Цель работы — провести сравнитель-
ную оценку эффективности таких средств 
коррекции, как МиоАктив-Спорт, липо-
сомированный мускус кабарги, интрана-
зальный инсулин и липосомированный 
препарат женьшеня, в условиях истощаю-
щих физических нагрузок у минисвиней 
с использованием батареи биомаркеров 
из образца крови, включающей в себя лей-
коцитарную формулу и экспрессию мРНК 
генов NFE2L2 и HMGB1 в лимфоцитах.

Материалы и методы
Животные
В работе использованы минипиги свет-

логорской популяции, самцы в возрасте 
8–11 мес. средней массой тела 18,5±0,74 кг 
(n=16), выведенные в ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России (Московская обл.). Живот-
ные содержались в одном помещении, 
в групповых станках по 4 особи, с опти-
мальными 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 с физической нагруз-
кой животных не кормили, доступ к воде 
не ограничивали. Исследования прово-
дились в соответствии с Директивой ЕС 
2010/63/ЕС и Базельской декларацией 
от 2011 года о защите животных, использу-
емых в научных целях. Все эксперименты 
одобрены биоэтической комиссией ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России.

Препараты
БАД «МиоАктив-Спорт», липосомиро-

ванные мускус кабарги, женьшень и инсу-
лин были приготовлены в ФГБУН НЦБМТ 
ФМБА России.
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Тест физической нагрузки
Тест физической нагрузки проводился 

с использованием беговой дорожки для жи-
вотных типа Pet Treadmill wikiRUN № 3 
с защитной сеткой (Россия), адаптирован-
ной для минипигов [4]. Скорость движе-
ния беговой дорожки во время тестирова-
ния для всех животных в группе составила 
5,13 км/ч. Регистрируемый показатель — 
время бега [5]. Тестирование проводили 
утром в специальном проветриваемом по-
мещении при температуре 20°С.

Забор крови
Забор венозной крови для анализа кле-

точного состава, содержания лактата и ана-
лиза ПЦР проводился натощак из крани-
альной полой вены. 

Общий анализ крови
Общий анализ крови проводился на авто-

матическом гематологическом анализаторе 
Mindray BC-3600 с последующим микро-
скопированием мазка крови.

Определение лактата в крови
Лактат определяли с использованием 

тест-полосок StatStrip Lactate Test Strips 
(“NOVA Biomedical”).

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 лимфоцитов были использованы набо-
ры РНК-Экстран («Синтол», Россия) в со-
ответствии с инструкциями фирмы-произ-
водителя. Для получения комплементарной 
ДНК (кДНК) были использованы наборы 
Реверта-L («АмплиСенс», Россия). Для оп-
ределения морфологических параметров 
крови изготавливались мазки на предмет-
ном стекле, окрашивание осуществлялось 
с помощью краски Leukodif 200 («Erba 
Lachema», Чехия), микроскопирование 
производилось на микроскопе MT4300L 
(«Meiji Techno», Япония).

ПЦР в реальном времени
Анализ ПЦР выполняли на матрице ДНК, 

полученной в результате обратной транс-
крипции одноцепочечной РНК в кДНК. 
Синтез первой цепи кДНК проводили 
согласно инструкции «Комплект реаген-
тов для получения кДНК на матрице РНК 
«РЕВЕРТА-L» при 37°С — 30 мин в тече-
ние одного цикла. Исследование экспрес-
сии гена HMGB1 в исследуемых пробах 
проводилось с помощью детектирующего 
амплификатора CFX-96 («BioRad», США) 
с использованием специфических прайме-
ров и флуоресцентных зондов, указанных 
в табл. 1. В качестве референсного гена 
был выбран ген «домашнего хозяйства» 
GAPDH. Полученные результаты нормиро-
вали на среднее значение экспрессии гена 
до нагрузки.

Группы животных и план исследования
План исследования показан на рис. 1. 

16 животных было рандомизировано 
в 4 группы по 4 животных в каждой. В день 
окончания первой контрольной сессии жи-
вотные начали получать препараты один 
раз в день в течение 7 последующих дней: 
в первой группе — БАД «МиоАктив-
Спорт» (МА) в дозе 18 г на животное перо-
рально, во второй группе — мускус кабар-
ги липосомированный (МК) в дозе 129 мг 
на животное перорально, в третьей — инсу-
лин (ИН) в дозе 9 МЕ на животное интрана-
зально, в четвертой — женьшень липосоми-
рованный (ЖШ) в дозе 58 мг на животное 
перорально. На следующий день после 
последнего введения препаратов животных 
тестировали во второй сессии с физической 
нагрузкой.

Статистический анализ
Параметры имеют следующие обо-

значения: М — среднее, m — стандарт-
ная ошибка, n — объем анализируемой 
подгруппы, р — достигнутый уровень 
значимости. Данные анализировали 
на статистическую значимость с помощью 
однофакторного дисперсионного анализа 
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ANOVA или двухфакторного дисперсион-
ного анализа ANOVA с повторяющимися 
измерениями с апостериорными тестами 
Даннетта и Сидака. Различия считались 
статистически значимыми при р<0,05.

Результаты и их обсуждение
Исходные характеристики групп
Однофакторный анализ ANOVA не вы-

явил статистически значимых различий 
между группами (p>0,05) по исходным по-

Таблица 1. Олигонуклеотидные праймеры и зонды ПЦР-системы
Table 1. Oligonucleotide primers and PCR probes 

Праймер/зонд Олигонуклеотидная последовательность

NFE2L2 sus F 5′-GGCATCACCAGAACACTCAG-3′

NFE2L2 sus R 5′-GCATCACACACTGGAGCACT-3′

NFE2L2 sus Z ROX-CTATGGAGACACACTGCTTGGCTTC-BHQ2

HMGB1 sus F 5′-TGAAGAGGATGAGGAGGAGG-3′

HMGB1 sus R 5′-CCACCAGGACAGGGCTATCT-3′

HMGB1 sus Z ROX-AGGATGAGGAGGAAGAAGAAGATGA-BHQ2

Рис. 1. План исследования.
Fig. 1. Plan of the study.
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казателям массы тела и работоспособно-
сти в тесте физической нагрузки (табл. 2).

Влияние истощающей физической 
нагрузки на лейкоцитарную формулу
Физическая нагрузка в первой контроль-

ной сессии (до введения препаратов) при-
вела к однотипному острому повышению 
уровня лейкоцитов в крови и изменению 
лейкоцитарной формулы во всех исследуе-
мых группах. Истощающая нагрузка приве-
ла к статистически значимому изменению 
пропорции между нейтрофилами и лим-
фоцитами в сторону увеличения количест-
ва нейтрофилов, что указывает на острый 
воспалительный процесс, связанный с фи-
зической нагрузкой (рис. 2–5A–C).

Эффект БАД «МиоАктив-Спорт»
на клеточный состав крови после 
истощающей физической нагрузки
Двухфакторный анализ ANOVA с по-

вторяющимися измерениями выявил ста-
тистически значимый главный эффект 
введения БАД «МиоАктив-Спорт» 
и фактора времени измерений (рис. 2А; 
F1,6=9,133; p=0,02 и F3,18=16,04; p<0,0001 
соответственно), но не взаимодействия 
«препарат×время» (p>0,05) на количест-
во лейкоцитов в крови после физической 
нагрузки. Апостериорный тест Даннетта 
показал, что физическая нагрузка стати-
стически значимо привела к повышению 
количества лейкоцитов в первый час после 
окончания нагрузки как в первой контроль-
ной сессии (р<0,01), так и во второй сес-
сии после курсового приема препарата 
(р<0,01; p<0,001) по сравнению с донаг-
рузочными значениями, причем площадь 
под кривой количества лейкоцитов в крови 

в первый час после нагрузки была выше 
на 11,5% (p<0,05) после курсового прие-
ма тестируемого средства по сравнению 
с первой контрольной сессией.

Двухфакторный анализ ANOVA с повто-
ряющимися измерениями выявил стати-
стически значимый главный эффект вве-
дения БАД «МиоАктив-Спорт» на долю 
нейтрофилов и лимфоцитов (рис. 2В; 
F1,6=11,42; p=0,0149 и рис. 2С; F1,6=8,791; 
р=0,0251 соответственно), фактора време-
ни измерений на долю нейтрофилов и лим-
фоцитов (F3,18=47,72; p<0,0001 и F3,18=32,33; 
р<0,0001 соответственно) и взаимодей-
ствия «препарат×время» на долю ней-
трофилов, но не лимфоцитов (F3,18=4,505; 
p=0,0159 и p>0,05 соответственно) после 
физической нагрузки. Апостериорный тест 
Даннетта показал, что физическая нагрузка 
статистически значимо привела к повыше-
нию доли нейтрофилов и снижению доли 
лимфоцитов в первый час после окончания 
нагрузки как в первой контрольной сес-
сии (p<0,0001), так и во второй сессии по-
сле курсового приема препарата (р<0,05; 
р<0,01; p<0,001; p<0,0001) по сравнению 
с донагрузочными значениями, причем 
площадь под кривой нейтрофилов в пер-
вый час после нагрузки была выше на 8,7% 
(p<0,05), а лимфоцитов — ниже на 18,1% 
(p<0,05) после курсового приема тестируе-
мого средства во второй сессии по сравне-
нию с первой контрольной сессией.

Нагрузка не влияла на уровни тромбоци-
тов (p>0,05) и эритроцитов (p>0,05) в кро-
ви, а также на содержание гемоглобина 
(p>0,05) по сравнению с донагрузочными 
значениями. 

Таблица 2. Исходные характеристики животных
Table 2. Initial characteristics of animals 

Параметр
Группы

МА МК ИН ЖШ

Масса тела, кг 16,4±0,23 19,6±1,7 20,5±1,5 17,5±1,5

Нагрузка, мин 35,7±2,7 36,7±8,9 40,4±10,2 50,3±1,5
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Рис. 2. Влияние физической нагрузки на количество лейкоцитов (А), процент нейтрофилов (В), процент лим-
фоцитов (С), количество тромбоцитов (D), эритроцитов (E) и содержание гемоглобина (F) в крови минипигов 
до (Контроль) и после курсового приема БАД «МиоАктив-Спорт» (МиоАктив). Ось X — время до физической 
нагрузки, сразу после (0’), через 30 мин (30’) и 60 мин (60’) после окончания нагрузки.
Примечание: * — p<0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001; **** — p<0,0001 по сравнению с исходным значением 
до нагрузки (двухфакторный анализ ANOVA с повторяющимися измерениями, апостериорный тест Даннетта).
Fig. 2. The effect of exercise on the number of leukocytes (A), the percentage of neutrophils (B), the percentage of 
lymphocytes (C), the number of platelets (D), erythrocytes (E) and hemoglobin content (F) in the blood of mini-pigs 
before (Control) and after administration of dietary supplement “MyoActiv-Sport” (MyoActive). X-axis — time before 
exercise, immediately after (0'), 30 minutes (30') and 60 minutes (60') after the end of the exercise.
Note: * — p<0.05; ** — p<0.01; *** — p<0.001; **** — p<0.0001 compared to baseline before exercise (two-way 
repeated measures ANOVA, Dunnett's post hoc test).

Эффект интраназального инсулина
на клеточный состав крови после 
истощающей физической нагрузки
Двухфакторный анализ ANOVA с повто-

ряющимися измерениями выявил стати-
стически значимый главный эффект интра-
назального введения инсулина (рис. 4А; 
F1,6=29,24; p=0,0017), времени измерений 

(F3,18=63,32; p<0,0001) и взаимодействия 
«препарат×время» (F3,18=23,76; p<0,0001) 
на количество лейкоцитов в крови после 
физической нагрузки.

Апостериорный тест Сидака показал, 
что постнагрузочные уровни лейкоци-
тов в крови были статистически значимо 
ниже во второй сессии после курсового 
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Рис. 3. Влияние физической нагрузки на количество лейкоцитов (А), процент нейтрофилов (В), процент лим-
фоцитов (С), количество тромбоцитов (D), эритроцитов (E) и содержание гемоглобина (F) в крови минипигов 
до (Контроль) и после курсового приема препарата Мускус кабарги липосомированный (Мускус кабарги). Ось 
X — время до физической нагрузки, сразу после (0’), через 30 мин (30’) и 60 мин (60’) после окончания нагрузки.
Примечание: ** — p<0,01; *** — p<0,001; **** — p<0,0001 по сравнению с исходным значением до нагрузки 
(двухфакторный анализ ANOVA с повторяющимися измерениями, апостериорный тест Даннетта).
Fig. 3. The effect of exercise on the number of leukocytes (A), the percentage of neutrophils (B), the percentage of 
lymphocytes (C), the number of platelets (D), erythrocytes (E) and hemoglobin content (F) in the blood of mini-
pigs before (Control) and after administration of liposomal Musk deer (Musk deer). X-axis — time before exercise, 
immediately after (0'), 30 minutes (30') and 60 minutes (60') after the end of the exercise.
Note: ** — p<0.01; *** — p<0.001; **** — p<0.0001 compared to baseline before exercise (two-way repeated 
measures ANOVA, Dunnett's post hoc test).

введения инсулина сразу после нагрузки 
(p<0,0001) и через 30 мин после нагрузки 
(p<0,05) по сравнению c соответствую-
щими конт-рольными значениями первой 
сессии.

Апостериорный тест Даннетта показал, 
что физическая нагрузка статистически 
значимо привела к повышению количест-

ва лейкоцитов в первый час после окон-
чания нагрузки как в первой контрольной 
сессии (р<0,0001), так и во второй сес-
сии после курсового приема инсулина 
(p<0,0001) по сравнению с донагрузочны-
ми значениями, причем площадь под кри-
вой количества лейкоцитов в крови в пер-
вый час после нагрузки была ниже на 24,6% 
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Рис. 4. Влияние физической нагрузки на количество лейкоцитов (А), процент нейтрофилов (В), процент лим-
фоцитов (С), количество тромбоцитов (D), эритроцитов (E) и содержание гемоглобина (F) в крови минипигов 
до (Контроль) и после курсового приема препарата Инсулин интраназальный (Инсулин). Ось X — время до фи-
зической нагрузки, сразу после (0’), через 30 мин (30’) и 60 мин (60’) после окончания нагрузки.
Примечание: * — p<0,05; *** — p<0,001; **** — p<0,0001 по сравнению с исходным значением до нагрузки 
(двухфакторный анализ ANOVA с повторяющимися измерениями, апостериорный тест Даннетта).
Fig. 4. The effect of exercise on the number of leukocytes (A), the percentage of neutrophils (B), the percentage of 
lymphocytes (C), the number of platelets (D), erythrocytes (E) and hemoglobin content (F) in the blood of mini-pigs 
before (Control) and after administration of intranasal Insulin (Insulin). X-axis — time before exercise, immediately 
after (0'), 30 minutes (30') and 60 minutes (60') after the end of the exercise.
Note: * — p<0.05; *** — p<0.001; **** — p<0.0001 compared to baseline before exercise (two-way repeated 
measures ANOVA, Dunnett's post hoc test).

(p<0,01) после курсового приема инсулина 
по сравнению с первой контрольной сессией.

Двухфакторный анализ ANOVA с по-
вторяющимися измерениями выявил ста-
тистически значимый главный эффект 
введения препарата, фактора времени изме-

рений и взаимодействия «препарат×время» 
на долю нейтрофилов (рис. 4В; F1,6=26,23; 
p=0,0022; F3,18=16,49; p<0,0001 и F3,18=5,253; 
p=0,0088 соответственно) и лимфоцитов 
(рис. 4С; F1,6=30,68; p=0,0015; F3,18=14,64; 
p<0,0001 и F3,18=4,728; p=0,0133 соответст-
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венно) в составе лейкоцитов после физи-
ческой нагрузки.

Апостериорный тест Сидака показал, 
что, хотя доли нейтрофилов и лимфоцитов 
в составе лейкоцитов до нагрузки не от-
личались между сессиями (p>0,05), доли 
нейтрофилов были статистически значимо 
ниже после нагрузки (0’ — p<0,0001; 30’ 

— p<0,05 и 60’ — p<0,01), а доли лимфо-
цитов были статистически значимо выше 
после нагрузки (0’ — p<0,0001; 30’ — 
p<0,01 и 60’ — p<0,01) у животных после 
курсового приема препарата по сравнению 
с соответствующими контрольными значе-
ниями первой сессии.

Апостериорный тест Даннетта показал, 
что, хотя физическая нагрузка статистиче-
ски значимо привела к повышению доли 
нейтрофилов (0’ — p<0,0001; 30’ — p<0,001 
и 60’ — p<0,0001) и снижению доли лимфо-
цитов (0’ — p<0,001; 30’ — p<0,001 и 60’ — 
p<0,001) в первый час после окончания 
первой контрольной сессии по сравнению 
с донагрузочными значениями, у живот-
ных, получавших интраназальный инсулин, 
повышение нейтрофилов было не таким 
выраженным (30’  — p<0,05), как и сни-
жение доли лимфоцитов (30’ — p<0,05) 
в сравнении с донагрузочными значени-
ями, причем площадь под кривой доли 
нейтрофилов была ниже на 23,1% (p<0,01), 
а доли лимфоцитов — на 74,8% выше 
(p<0,01) у животных после курсового при-
ема инсулина, чем в первой контрольной 
сессии. Нагрузка не влияла на уровни тром-
боцитов (p>0,05) и эритроцитов (p>0,05) 
в крови, а также на содержание гемоглоби-
на (p>0,05) по сравнению с донагрузочными 
значениями.

Эффект липосомированного женьшеня 
на клеточный состав крови после
истощающей физической нагрузки
Двухфакторный анализ ANOVA с повто-

ряющимися измерениями выявил статисти-
чески значимый главный эффект времени 
измерений (рис. 5А; F3,18=31,27; p<0,0001), 

но не эффект введения липосомированно-
го женьшеня (p>0,05), и взаимодействия 
«препарат×время» (p>0,05) на количество 
лейкоцитов в крови после физической на-
грузки.

Апостериорный тест Даннетта показал, 
что физическая нагрузка статистически 
значимо привела к повышению количества 
лейкоцитов в первый час после окончания 
нагрузки как в первой контрольной сессии 
(р<0,01; p<0,001), так и во второй сессии 
после курсового приема препарата (р<0,01; 
p<0,001) по сравнению с донагрузочными 
значениями, причем площадь под кривой 
количества лейкоцитов в крови в первый 
час после нагрузки была незначимо ниже 
на 0,2% (p>0,05) после курсового приема  
липосомированного женьшеня по сравне-
нию с первой контрольной сессией.

Двухфакторный анализ ANOVA с повто-
ряющимися измерениями выявил статисти-
чески значимый главный эффект фактора 
времени измерений на долю нейтрофилов 
(рис. 5В; F3,18=39,58; р<0,0001) и лимфоци-
тов (рис. 5C; F3,18=38,64; p<0,0001), но не эф-
фект введения препарата (p>0,05) и взаимо-
действия «препарат×время» (p>0,05) после 
физической нагрузки. Апостериорный тест 
Даннетта показал, что физическая нагрузка 
статистически значимо привела к повыше-
нию доли нейтрофилов и снижению доли 
лимфоцитов в первый час после окончания 
нагрузки как в первой контрольной сессии 
(p<0,001; p<0,0001), так и во второй сессии 
после курсового приема препарата (р<0,01; 
p<0,001; p<0,0001) по сравнению с донаг-
рузочными значениями, причем площадь 
под кривой нейтрофилов в первый час по-
сле нагрузки была незначимо ниже на 3,1% 
(p>0,05), а лимфоцитов — незначимо выше 
на 9,2% (p>0,05) после курсового приема 
препарата женьшеня по сравнению с пер-
вой контрольной сессией.

Нагрузка не влияла на уровни тромбоци-
тов (p>0,05) и эритроцитов (p>0,05) в кро-
ви, а также на содержание гемоглобина 
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Рис. 5. Влияние физической нагрузки на количество лейкоцитов (А), процент нейтрофилов (В), процент лим-
фоцитов (С), количество тромбоцитов (D), эритроцитов (E) и содержание гемоглобина (F) в крови минипигов 
до (Контроль) и после курсового приема препарата Женьшень липосомированный (Женьшень). Ось X — время 
до физической нагрузки, сразу после (0’), через 30 мин (30’) и 60 мин (60’) после окончания нагрузки.
Примечание: ** — p<0,01; *** — p<0,001; **** — p<0,0001 по сравнению с исходным значением до нагрузки 
(двухфакторный анализ ANOVA с повторяющимися измерениями, апостериорный тест Даннетта).
Fig. 5. The effect of exercise on the number of leukocytes (A), the percentage of neutrophils (B), the percentage of 
lymphocytes (C), the number of platelets (D), erythrocytes (E) and hemoglobin content (F) in the blood of mini-pigs 
before (Control) and after administration of liposomal Ginseng (Ginseng). X-axis — time before exercise, immediately 
after (0'), 30 minutes (30') and 60 minutes (60') after the end of the exercise.
Note: ** — p<0.01; *** — p<0.001; **** — p<0.0001 compared to baseline before exercise (two-way repeated 
measures ANOVA, Dunnett's post hoc test).

(p>0,05) по сравнению с донагрузочными 
значениями. 

Эффект препаратов на уровень лактата 
в крови у минипигов до и после 
истощающей физической нагрузки
Двухфакторный анализ ANOVA с повто-

ряющимися измерениями не выявил ста-
тистически значимых отличий в уровнях 

лактата в крови минипигов (рис. 6; p>0,05) 
между первой контрольной сессией фи-
зической нагрузки до приема препара-
тов и второй сессией после приема БАД 
«МиоАктив-Спорт» (А), мускуса кабарги 
липосомированного (В), женьшеня липосо-
мированного (С) и инсулина интраназаль-
ного (D).
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Рис. 6. Влияние физической нагрузки на уровень лактата в крови минипигов до (Контроль) и после курсового 
приема БАД «МиоАктив-Спорт» (А), мускуса кабарги липосомированного (В), женьшеня липосомированного 
(С) и инсулина интраназального (D). Ось X — время до физической нагрузки, сразу после (0’), через 30 мин (30’) 
и  60 мин (60’) после окончания нагрузки.
Fig. 6. The effect of exercise on the levels of lactate in the blood of mini-pigs before (Control) and after the course 
of administration of dietary supplement “MyoActiv-Sport” (A), liposomal musk deer (B), liposomal ginseng (C), and 
intranasal insulin (D). X-axis — time before exercise, immediately after (0'), 30 minutes (30') and 60 minutes (60') after 
the end of the exercise.

Эффект препаратов на экспрессию
гена NFE2L2 в лимфоцитах 
минипигов после истощающей 
физической нагрузки
Двухфакторный анализ ANOVA с повто-

ряющимися измерениями выявил стати-
стически значимый главный эффект БАД 
«МиоАктив-Спорт» (рис. 7А; F1,6=15,48; 
р=0,0077) на экспрессию мРНК гена 
NFE2L2 в лимфоцитах минипигов после 
физической нагрузки, причем площадь 
под кривой экспрессии мРНК в ходе второй 
сессии AUCдо-60’ (после курсового приема 
тестируемого средства) была 3,1 раза выше, 

чем площадь экспрессии этого гена в пер-
вой контрольной сессии.

Двухфакторный анализ ANOVA с повто-
ряющимися измерениями выявил стати-
стически значимый главный эффект муску-
са кабарги липосомированного (рис. 7В; 
F1,6=7,987; р=0,0301) на экспрессию мРНК 
гена NFE2L2 в лимфоцитах минипигов 
после физической нагрузки, причем пло-
щадь под кривой экспрессии мРНК в ходе 
второй сессии AUCдо-60’ (после курсово-
го приема препарата) была 4,1 раза выше, 
чем площадь экспрессии этого гена в пер-
вой контрольной сессии.
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Рис. 7. Влияние физической нагрузки на уровень экспрессии гена NFE2L2 мРНК в лимфоцитах минипигов 
до (Контроль) и после курсового приема БАД «МиоАктив-Спорт» (А), мускуса кабарги липосомированного (В), 
инсулина интраназального (C) и женьшеня липосомированного (D). Ось X — время до физической нагрузки, сразу 
после (0’), через 30 мин (30’) и 60 мин (60’) после окончания нагрузки.
Fig. 7. The effect of exercise on the levels of expression of gene NFE2L2 mRNA in the limphocytes of mini-pigs before 
(Control) and after the course of administration of dietary supplement “MyoActiv-Sport” (A), liposomal musk deer (B), 
intranasal insulin (C), and liposomal ginseng (D). X-axis — time before exercise, immediately after (0'), 30 minutes (30') 
and 60 minutes (60') after the end of the exercise.

Двухфакторный анализ ANOVA с по-
вторяющимися измерениями выявил ста-
тистически значимый главный эффект 
интраназального инсулина (рис. 7С; 
F1,6=10,92; p=0,0163) на экспрессию мРНК 
гена NFE2L2 в лимфоцитах минипигов по-
сле физической нагрузки, причем площадь 
под кривой экспрессии мРНК в ходе вто-
рой сессии AUCдо-60’ (после курсового 
приема препарата) была 3,2 раза ниже, чем 
площадь экспрессии этого гена в первой 
контрольной сессии.

Двухфакторный анализ ANOVA с повто-
ряющимися измерениями не выявил ста-
тистически значимых различий между 
экспрессией мРНК гена NFE2L2 в лимфо-
цитах минипигов после физической на-
грузки у животных, получавших женьшень 

липосомированный (p>0,05), по сравнению 
с экспрессией этого гена в первой контроль-
ной сессии до применения препарата. 

Эффект препаратов на экспрессию
гена HMGB1 в лимфоцитах 
минипигов после истощающей 
физической нагрузки
Двухфакторный анализ ANOVA с повто-

ряющимися измерениями не выявил стати-
стически значимого главного эффекта БАД 
«МиоАктив-Спорт» (рис. 8А; p=0,9154) 
на экспрессию мРНК гена HMGB1 в лимфо-
цитах минипигов после физической нагруз-
ки, причем площадь под кривой экспрессии 
мРНК в ходе второй сессии AUCдо-60’ (по-
сле курсового приема тестируемого средст-
ва) составляла 0,98 от площади экспрессии 
этого гена в первой контрольной сессии.
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Рис. 8. Влияние физической нагрузки на уровень экспрессии гена HMGB1 мРНК в лимфоцитах минипигов 
до (Контроль) и после курсового приема БАД «МиоАктив-Спорт» (А), мускуса кабарги липосомированного (В), 
инсулина интраназального (C) и женьшеня липосомированного (D). Ось X — время до физической нагрузки, сразу 
после (0’), через 30 мин (30’) и 60 мин (60’) после окончания нагрузки.
Fig. 8. The effect of exercise on the levels of expression of gene HMGB1 mRNA in the limphocytes of mini-pigs before 
(Control) and after the course of administration of dietary supplement “MyoActiv-Sport” (A), liposomal musk deer (B), 
intranasal insulin (C), and liposomal ginseng (D). X-axis — time before exercise, immediately after (0'), 30 minutes (30') 
and 60 minutes (60') after the end of the exercise.

Двухфакторный анализ ANOVA с повто-
ряющимися измерениями не выявил ста-
тистически значимого главного эффекта 
мускуса кабарги липосомированного (рис. 
8В; р=0,7572) на экспрессию мРНК гена 
HMGB1 в лимфоцитах минипигов после 
физической нагрузки, причем площадь 
под кривой экспрессии мРНК в ходе второй 
сессии AUCдо-60’ (после курсового прие-
ма препарата) составляла 0,77 от площади 
экспрессии этого гена в первой контроль-
ной сессии.

Двухфакторный анализ ANOVA с повто-
ряющимися измерениями не выявил ста-
тистически значимого главного эффек-
та инсулина интраназального (рис. 8С; 
р=0,3323) на экспрессию мРНК гена 
HMGB1 в лимфоцитах минипигов после 

физической нагрузки, причем площадь 
под кривой экспрессии мРНК в ходе вто-
рой сессии AUCдо-60’ (после курсово-
го приема препарата) составляла 0,73 
от площади экспрессии этого гена в первой 
контрольной сессии.

Двухфакторный анализ ANOVA с повто-
ряющимися измерениями не выявил ста-
тистически значимого главного эффек-
та женьшеня липосомированного (рис. 
8D; p=0,9136) на экспрессию мРНК гена 
HMGB1 в лимфоцитах минипигов после 
физической нагрузки, причем площадь 
под кривой экспрессии мРНК в ходе вто-
рой сессии AUCдо-60’ (после курсово-
го приема препарата) составляла 0,95 
от площади экспрессии этого гена в первой 
контрольной сессии.
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Заключение
Истощающая физическая нагрузка вызы-

вает повышение числа лейкоцитов в крови, 
измеряемое в течение первого часа после 
прекращения нагрузки, которое сопрово-
ждается повышением доли нейтрофилов 
и снижением доли лимфоцитов в лейкоци-
тарной фракции крови. Приведение данных 
показателей к донагрузочным значениям 
может служить критерием оценки эффек-
тивности средств коррекции.

Эффекты исследованных препаратов 
на указанные выше биомаркеры суммиро-
ваны в табл. 3. 

Сравнение тестируемых средств пока-
зывает, что наиболее универсальным за-
щитным действием в условиях истощаю-
щей физической нагрузки обладает мускус 
кабарги липосомированный, курсовой 

прием которого препятствует развитию 
постнагрузочного воспаления, связанно-
го с подъемом лейкоцитов и, в особенно-
сти, нейтрофилов в крови после нагрузки. 
Препарат мускуса повышает экспрессию 
гена NFE2L2, отвечающего за эффектив-
ность антиоксидантной системы организма 
и биогенез митохондрий.

Инсулин интраназальный при курсовом 
применении также был эффективен в подав-
лении постнагрузочного воспаления согласно 
клеточным маркерам, но не генам-маркерам.

БАД «МиоАктив-Спорт» показал защит-
ное действие только по увеличению экс-
прессии гена-маркера NFE2L2.

Женьшень липосомированный не обла-
дал защитным действием в условиях исто-
щающей физической нагрузки ни по одно-
му из тестированных биомаркеров.

Таблица 3. Эффект препаратов на биомаркеры в условиях истощающей физической нагрузки у минипигов
Table 3. The effect of drugs on biomarkers under conditions of exercise in mini-pigs 

Препарат

Биомаркеры

Лейкоцитарные фракции крови Экспрессия мРНК  
в лимфоцитах

лейкоциты нейтрофилы лимфоциты NFE2L2 HMGB1

БАД «МиоАктив-Спорт» – – – + –

Мускус кабарги липосомированный + + + + –

Инсулин интраназальный + + + – –

Женьшень липосомированный – – – – –

Примечание: «+» — защитный эффект, связанный со статистически значимым снижением количества 
лейкоцитов, снижением доли нейтрофилов, повышением доли лимфоцитов, повышением экспрессии мРНК 
NFE2L2, снижением экспрессии мРНК HMGB1; «-» — отсутствие защитного эффекта, определенного выше.
Note: “+” — protective effect associated with a statistically significant decrease in the number of leukocytes, a decrease 
in the proportion of neutrophils, an increase in the proportion of lymphocytes, an increase in the expression of NFE2L2 
mRNA, and a decrease in the expression of HMGB1 mRNA; “-” — no protective effect as defined above.
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В настоящее время хроническое воспаление считается одним из ключевых факторов развития са-
харного диабета (СД) 2 типа. Нарушение толерантности воспалительного ответа моноцитов рассма-
тривается как важный механизм патогенеза хронического воспаления. Целью данного исследования 
явилось изучение воспалительной активации и толерантности иммунного ответа моноцитов при СД.
В исследование были включены 40 пациентов с впервые выявленным СД и 40 участников контроль-
ной группы. Уровень базальной, ЛПС-стимулированной и повторно стимулированной секреции 
цитокинов ФНО-α, ИЛ-1β и MCP-1 оценивали в культуре моноцитов, изолированных из крови 
методом иммуномагнитной сепарации CD14+ клеток. Уровень базальной, ЛПС-стимулированной 
и повторно стимулированной секреции ФНО-α был достоверно выше у пациентов с СД, уровень 
секреции ИЛ-1β не отличался достоверно между группами, базальная и повторно стимулированная 
секреция MCP-1 также была достоверно выше в группе СД. Повторно стимулированная секреция 
ФНО-α и ИЛ-1β была снижена по сравнению с первично стимулированной секрецией в обеих груп-
пах, что демонстрирует толерантность иммунного ответа макрофагов в отношении этих цитокинов. 
Повторно стимулированная секреция MCP-1 у 42% пациентов с СД была выше первично стимули-
рованной секреции; таким образом, выявлено нарушение толерантности иммунного ответа макро-
фагов. Обнаружена корреляция секреции ФНО-α с индексом массы тела (ИМТ), r=0,631, p<0,001, и 
с уровнем гликемии, r=0,427, p=0,037. Результаты исследования демонстрируют воспалительную 
активацию моноцитов с гиперсекрецией ФНО-α и MCP-1, нарушение толерантности иммунного от-
вета моноцитов при СД в отношении секреции MCP-1, а также корреляцию секреции ФНО-α с ИМТ 
и уровнем гликемии, что свидетельствует о важной роли ФНО-α и MCP-1 в патогенезе хронического 
воспаления при СД 2 типа и позволяет рассматривать данные цитокины в качестве потенциальных 
терапевтических мишеней для патогенетической терапии СД 2 типа.  
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Сhronic inflammation is considered as a key factor in the development of type 2 diabetes mellitus. Impaired 
tolerance of the inflammatory response of monocytes is regarded as an important mechanism in the 
pathogenesis of chronic inflammation. In this work, we study the inflammatory activation and tolerance 
of the immune response of monocytes in diabetes. In total, 40 patients with newly diagnosed diabetes 
and 40 control group participants were included in the study. The level of basal, LPS-stimulated and 
re-stimulated secretion of the TNF-α, IL-1β, and MCP-1 cytokines was assessed in a monocyte culture 
isolated from the blood by immunomagnetic separation of CD14+ cells. The level of basal, LPS-stimulated 
and re-stimulated TNF-α secretion was significantly higher in patients with diabetes; the level of IL-1β 
secretion did not differ significantly between the groups; basal and re-stimulated MCP-1 secretion was 
also significantly higher in the diabetes group. Re-stimulated secretion of TNF-α and IL-1β was reduced 
compared to primary-stimulated secretion in both groups, demonstrating the tolerance of the macrophage 
immune response to these cytokines. Re-stimulated secretion of MCP-1 in 42% of diabetes patients was 
higher than primary stimulated secretion, thus revealing an impaired tolerance of the immune response of 
macrophages. A correlation was found between TNF-α secretion and body mass index, r=0.631, p<0.001, 
and with glycemic level, r=0.427, p=0.037. The results obtained demonstrate inflammatory activation 
of monocytes with hypersecretion of TNF-α and MCP-1, impaired tolerance of the immune response of 
monocytes in diabetes regarding the secretion of MCP-1, as well as a correlation of TNF-α secretion 
with body mass index and glycemic level. This indicates an important role of TNF-α and MCP-1 in the 
pathogenesis of chronic inflammation in type 2 diabetes, thus allowing these cytokines to be considered as 
potential therapeutic targets for pathogenetic therapy of type 2 diabetes.
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Введение
По данным Международной федерации 

диабета, более 537 млн чел. в мире страда-
ют сахарным диабетом (СД), при этом рас-
пространенность диабета с каждым годом 
неуклонно растет [9]. В настоящее время 
хроническое воспаление считается одним 
из ключевых патогенетических механизмов 
развития СД 2 типа [12]. Макрофаги играют 
важную роль в патогенезе инсулинорези-
стентности при СД 2 типа за счет продук-
ции воспалительных цитокинов, которые, 
в свою очередь, поддерживают воспаление 
путем вовлечения новых иммунных клеток 
(моноцитов, нейтрофилов), поляризации 
Т-клеток и активации фибробластов [16]. 
Известно, что при ожирении происходит из-
менение клеточного состава жировой ткани, 
при этом количество макрофагов может уве-
личиваться до 50% за счет рекрутинга цир-
кулирующих моноцитов и пролиферации 
тканевых макрофагов [10]. Для макрофагов 
жировой ткани при ожирении характерна 
поляризация по воспалительному фенотипу, 
которая является важным фактором, ини-
циирующим развитие инсулинорезистент-
ности [5]. Было показано, что тканевые ма-
крофаги являются чрезвычайно мощными 
медиаторами передачи сигналов инсулина. 
Современные исследования демонстриру-
ют данные о внутриклеточных сигнальных 
путях, активируемых воспалительными 
и стрессовыми реакциями, которые могут 
ингибировать передачу сигналов инсулина, 
что является основным механизмом разви-
тия инсулинорезистентности [6].

В настоящее время нарушение толерант-
ности иммунного ответа моноцитов и ма-
крофагов считается важным патогенетиче-
ским механизмом развития хронического 
воспаления [19]. Воспалительная актива-
ция клеток врожденного иммунитета и на-
рушение толерантности иммунного ответа 
могут быть важными патогенетическими 
факторами развития СД 2 типа, а также его 
осложнений, в т.ч. сопутствующих сердеч-

но-сосудистых заболеваний, ассоциирован-
ных с атеросклерозом [17].

Целью данного исследования явилось 
изучение воспалительной активации и то-
лерантности иммунного ответа моноцитов 
при СД 2 типа, которые оценивали по уров-
ню базальной и стимулированной секреции 
воспалительных цитокинов в первичной 
культуре моноцитов пациентов с СД 2 типа 
по сравнению с условно здоровыми участ-
никами контрольной группы, а также оцен-
ка взаимосвязи воспалительного статуса 
моноцитов с клиническими характеристи-
ками участников исследования.

Материалы и методы
Дизайн исследования
Критериями исключения из исследования 

были возраст младше 50 и старше 70 лет, 
а также наличие тяжелых хронических за-
болеваний и сопутствующих состояний, ко-
торые могли повлиять на результаты оценки, 
а именно хронические инфекционные, ауто-
иммунные и онкологические заболевания, 
а также хроническая сердечно-сосудистая, 
почечная, печеночная недостаточность, 
хронические инфекционно-воспалитель-
ные заболевания. Исследование прово-
дилось в соответствии с принципами 
Хельсинкской декларации 2013 г. Протокол 
исследования был одобрен локальным 
этическим комитетом Первого МГМУ 
им. И.М. Сеченова (протокол № 04-21 
от 18.02.2021). Все участники исследова-
ния предоставили письменное информиро-
ванное согласие на участие в исследовании.

Участники исследования проходили кли-
нико-лабораторное обследование с оценкой 
следующих параметров: возраст, индекс 
массы тела (ИМТ), артериальное давление, 
биохимический анализ крови с определе-
нием гликемии, гликозилированного гемо-
глобина, липидного профиля крови (общий 
холестерин, липопротеины низкой плотно-
сти (ЛПНП)).

Кириченко Т.В., Бочкарева Л.А., Недосугова Л.В., Маркина Ю.В., 
Кузина И.А., Петунина Н.А., Толстик Т.В., Богатырева А.И., Антонов В.А., Маркин А.М. 
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Исследование воспалительного 
статуса моноцитов
Воспалительный статус моноцитов оце-

нивали по уровню секреции воспалитель-
ных цитокинов: фактор некроза опухоли-α 
(ФНО-α), интерлейкин-1β (ИЛ-1β) и мо-
ноцитарный хемотаксический протеин-1 
(МСР-1), культивируемых моноцитами/
макрофагами участников исследования. 
Для получения первичной культуры мо-
ноцитов цельную кровь участников иссле-
дования центрифугировали в градиенте 
фиколла. Из полученной лейкоцитарной 
фракции изолировали CD14+ моноциты 
с использованием колонок для иммуно-
магнитной сепарации и парамагнитных 
наночастиц для выделения CD14+ клеток 
(“Miltenyi Biotec”, США). Выделенные 
моноциты сажали в две лунки 48-луноч-
ного планшета в количестве 500000 кле-
ток на лунку и культивировали в 0,5 мл 
культуральной среды X-VIVO (“Lonza”, 
Германия) при 37°C. В лунке 1 оценива-
ли базальную секрецию воспалительных 
цитокинов культивируемыми моноцитами. 
Образцы культуральной жидкости полу-
чали через 24 ч после посадки моноцитов 
для оценки нестимулированной секреции 
воспалительных цитокинов. В лунке 2 
оценивали иммунный ответ культивиру-
емых моноцитов/макрофагов на воспали-
тельную стимуляцию липополисахаридом 
(ЛПС). С этой целью в культуру моноци-
тов добавляли ЛПС в концентрации 1 мг/мл  
в 1-е сут культивирования и оценивали 
секрецию изучаемых цитокинов после 
24 ч инкубации для характеристики сти-
мулированной секреции. Далее произво-
дили смену среды и инкубировали клетки 
в течение 5 сут без воспалительной сти-
муляции. На 6-е сут в лунку 2 повторно 
добавляли ЛПС в концентрации 1 мг/мл 
и инкубировали 24 ч, после чего полу-
чали образцы культуральной жидкости 
для оценки иммунного ответа культивиру-
емых клеток на повторную воспалитель-

ную стимуляцию, т.е. для характеристики 
толерантности иммунного ответа. В полу-
ченных образцах культуральной жидко-
сти определяли уровень воспалительных 
цитокинов ФНО-α, ИЛ-1β и MCP-1 мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА) 
с использованием коммерческих наборов 
Human TNF-alpha/TNFSF1A, IL-1beta/IL-
1F2 и CCL2/MCP-1 DuoSet ELISA (“R&D 
Systems”, США).

Статистический анализ
Статистический анализ данных про-

водился с использованием программы 
SPSS 27.0 (“SPSS”, США). Для оценки 
различий между группами был использо-
ван U-критерий Манна — Уитни. Данные 
представлены в виде среднего значения 
и стандартного отклонения, Mean (SD). 
Корреляционный анализ с использовани-
ем коэффициента Пирсона проводился 
для оценки взаимосвязи секреции цитоки-
нов культивируемыми моноцитами с кли-
нико-лабораторными характеристиками 
участников исследования.

Результаты и их обсуждение
Всего с настоящее исследование были 

включены 80 участников в возрасте от 50 
до 70 лет — 40 пациентов с впервые вы-
явленным СД 2 типа и 40 участников 
контрольной группы без СД. В табл. 1 пред-
ставлена сравнительная характеристика 
клинико-лабораторных показателей участ-
ников исследования с СД 2 типа и условно 
здоровых участников контрольной группы.

Участники контрольной группы не от-
личались достоверно от пациентов с СД 2 
типа по полу и возрасту, а также не имели 
значимых отличий по уровню общего холе-
стерина в сыворотке крови. Пациенты с СД 
2 типа имели достоверно более высокий 
ИМТ, при этом 7% участников исследо-
вания с СД 2 типа имели нормальный вес, 
27% имели избыточный вес, по 33% име-
ли ожирение 1 и 2 степени. В контрольной 
группе 35% участников имели нормальный 
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ИМТ, 45% имели избыточный вес и 20% 
имели ожирение 1 степени. Участники ис-
следования с СД 2 типа также имели дос-
товерно более высокие показатели гликемии 
и гликозилированного гемоглобина, сыворо-
точный уровень ЛПНП.

Воспалительный статус моноцитов/ма-
крофагов оценивали по уровню секреции 
воспалительных цитокинов в первичной 
культуре моноцитов/макрофагов участников 
исследования. В табл. 2 представлены ре-
зультаты оценки секреции воспалительных 
цитокинов культивируемыми моноцитами/
макрофагами участников исследования.

В результате исследования показано, 
что в культуре моноцитов пациентов с СД 
2 типа были достоверно более высокие 
уровни базальной, ЛПС-стимулированной, 
а также повторно стимулированной секре-
ции ФНО-α, чем в контрольной группе. 
При этом уровень повторно стимулирован-
ной секреции в обеих группах был значи-
тельно ниже, чем уровень секреции после 
первой стимуляции, что демонстрирует 
наличие толерантности иммунного ответа 
макрофагов в отношении секреции ФНО-α, 
поскольку толерантность иммунного отве-
та принято рассматривать как сниженный 

Таблица 1. Клинико-лабораторная характеристика участников исследования
Table 1. Clinical and laboratory characteristics of study participants

Характеристики Контрольная 
группа

Группа 
СД 2 типа

Достоверность отличий, р

Возраст, лет 61 (5) 63 (6) 0,088

Пол, м/ж 12/28 14/26 0,263

ИМТ, кг/м2 26,5 (3,8) 31,7 (6,3) <0,001

Глюкоза, ммоль/л 4,9 (0,4) 7,8 (1,1) <0,001

HbA1c, % 5,8 (0,3) 6,7 (0,7) <0,001

Артериальная гипертония, % 38% 69% <0,001

Общий холестерин, ммоль/л 5,7 (0,7) 5,4 (1,4) 0,126

ЛПНП, ммоль/л 2,1 (1,3) 3,4 (1,0) <0,001

Примечание: ИМТ — индекс массы тела; ЛПНП — липопротеины низкой плотности; HbA1c — гликозилиро-
ванный гемоглобин.
Note: ИМТ — body mass index; ЛПНП — low density lipoprotein; HbA1c — glycated hemoglobin.

Таблица 2. Секреция воспалительных цитокинов культивируемыми моноцитами/макрофагами участников 
исследования
Table 2. Secretion of inflammatory cytokines by cultured monocytes/macrophages of study participants

Секреция цитокинов, пг/мл Контрольная группа Группа СД 2 типа Достоверность отличий, р

ФНО-α

Базальная 134 (150) 323 (202) <0,001

Стимулированная 2974 (1487) 5706 (3546) <0,001

Повторная стимуляция 114 (46) 167 (54) <0,001

ИЛ-1β 

Базальная 103 (77) 111 (52) 0,608

Стимулированная 1035 (1047) 1198 (586) 0,413

Повторная стимуляция 97 (35) 88 (56) 0,470

MCP-1

Базальная 2476 (1593) 5401 (2843) <0,001

Стимулированная 18389 (4618) 20542 (8185) 0,201

Повторная стимуляция 3924 (2965) 14845 (9923) <0,001

Примечание: ИЛ-1β — интерлейкин-1β; ФНО-α — фактор некроза опухоли-α; MCP-1 — моноцитарный хемо-
таксический протеин-1.
Note: ИЛ-1β — Interleukin-1β; ФНО-α — tumor necrosis factor-α; MCP-1 — monocyte chemotactic protein-1.
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ответ на вторую стимуляцию после возвра-
щения клеток в неактивированное состоя-
ние [13]. Вторичный ответ на последую-
щий неспецифический стимул может быть 
изменен таким образом, что клетки реаги-
руют более выраженно, чем на первичную 
стимуляцию, вызывая гиперсекрецию ме-
диаторов воспаления, превышающую уро-
вень секреции при первичной стимуляции, 
что представляет собой нарушение толе-
рантности иммунного ответа [1].

Базальная, ЛПС-стимулированная и по-
вторно стимулированная секреция ИЛ-1β 
культивируемыми моноцитами/макро-
фагами пациентов с СД 2 типа не отлича-
лась достоверно от моноцитов участников 
контрольной группы. Кроме того, повтор-
ная секреция ИЛ-1β также была значитель-
но ниже ответа на первичную стимуляцию, 
что демонстрирует толерантность им-
мунного ответа макрофагов в отношении 
ИЛ-1β. Результаты другого исследования 
демонстрируют отсутствие достовер-
ных отличий уровней базальной и ЛПС-
стимулированной ИЛ-1β секреции культи-
вируемыми моноцитами пациентов с СД 2 
типа по сравнению с контрольной группой 
[2]. Тем не менее данные многочисленных 
исследований демонстрируют участие 
ИЛ-1β в развитии СД 2 типа [3]. Известно, 
что ИЛ-1β является одним из главных ци-
токинов, секретируемых тканевыми ма-
крофагами жировой ткани и вовлеченных 
в развитие инсулинорезистентности и СД 
2 типа при ожирении [7].

Базальная секреция хемокина MCP-1 
культивируемыми моноцитами/макрофа-
гами была достоверно увеличена в группе 
СД 2 типа по сравнению с контрольной 
группой, ЛПС-стимулированная секреция 
МСР-1 не отличалась достоверно меж-
ду группами. Повторно стимулированная 
секреция МСР-1 была значительно выше 
в группе СД по сравнению с контрольной 
группой, при этом у 42% участников ис-
следования с СД2 типа уровень повторной 

стимулированной секреции после периода 
отдыха, следующего за первой стимуляци-
ей ЛПС, был выше, чем ответ на первич-
ную стимуляцию, что демонстрирует на-
рушение толерантности иммунного ответа 
в отношении секреции МСР-1 [1]. В то же 
время в контрольной группе у всех паци-
ентов повторно стимулированная секреция 
была значительно ниже ответа на первую 
стимуляцию, т.е. не выявлено ни одного 
пациента с нарушением толерантности 
иммунного ответа. В настоящее время 
толерантность иммунного ответа клеток 
врожденного иммунитета в патогенезе СД 
2 типа широко изучается на различных 
клеточных и животных моделях, а также 
в клинических исследованиях [11], однако 
нарушение толерантности иммунного от-
вета макрофагов в отношении МСР-1 пока-
зано впервые. МСР-1 считается ключевым 
хемокином, обуславливающим инфильтра-
цию жировой ткани макрофагами и прини-
мающим непосредственное участие в раз-
витии инсулинорезистентности [14, 20]. 
Кроме того, МСР-1 используется как био-
маркер осложнений СД 2 типа [18, 21].

Для оценки взаимосвязи секреции вос-
палительных цитокинов с клинико-лабора-
торными характеристиками участников ис-
следования был проведен корреляционный 
анализ. Обнаружена взаимосвязь базальной 
и ЛПС-стимулированной секреции ФНО-α 
с ИМТ: r=0,631, p<0,001 и r=0,582, p<0,001 
соответственно. Кроме того, уровень базаль-
ной и стимулированной секреции ФНО-α 
коррелировал с уровнем гликемии, r=0,427, 
p=0,012 и r=0,372, p=0,037 соответственно. 
Рисунок демонстрирует корреляцию базаль-
ной секреции ФНО-α с ИМТ участников ис-
следования в группе СД 2 типа, которая яви-
лась наиболее достоверной по результатам 
корреляционного анализа.

ФНО-α считается одним из основных 
факторов, индуцирующих развитие рези-
стентности к инсулину в жировой ткани 
наряду с другими воспалительными ци-
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токинами, в частности МСР-1 и ИЛ-1β 
[4]. ФНО-α играет ключевую роль на всех 
этапах хронического воспаления при СД 
2 типа — от формирования инсулиноре-
зистентности до развития осложнений СД, 
в т.ч. в прогрессировании атеросклероза 
и развитии сердечно-сосудистых заболе-
ваний [8]. Результаты корреляционного 
анализа, демонстрирующие взаимосвязь 
ИМТ и гликемии с повышенной секреци-
ей ФНО-α культивируемыми макрофагами 
пациентов в СД 2 типа, соответствуют ре-
зультатам более ранних исследований [15] 
и углубляют современные представления 
о роли ФНО-α в патогенезе СД 2 типа.

Выводы
Результаты исследования демонстри-

руют воспалительную активацию моно-
цитов с гиперсекрецией ФНО-α и MCP-1 
у пациентов с СД 2 типа, а также наруше-
ние толерантности иммунного ответа ма-
крофагов при СД в отношении секреции 

MCP-1. Кроме того, выявлена взаимосвязь 
секреции ФНО-α с ИМТ и уровнем гли-
кемии. Таким образом, результаты иссле-
дования свидетельствуют о важной роли 
ФНО-α и MCP-1 в патогенезе хронического 
воспаления при СД 2 типа. Однако из трех 
исследованных в данном проекте цито-
кинов нарушение толерантности иммун-
ного ответа макрофагов выявлено только 
в отношении МСР-1, в связи с этим необ-
ходимы дальнейшие исследования воспа-
лительного статуса моноцитов/макрофагов 
при СД 2 типа для оценки секреции дру-
гих воспалительных цитокинов, а также 
изучения механизмов и выявления факто-
ров, ассоциированных с воспалительной 
активацией и нарушением иммунной толе-
рантности моноцитов/макрофагов. В то же 
время результаты настоящего исследования 
позволяют рассматривать ФНО-α и MCP-1 
в качестве потенциальных терапевтических 
мишеней для разработки средств патогене-
тической терапии СД 2 типа.

Рис. Взаимосвязь базальной секреции ФНО-α и ИМТ у пациентов с СД 2 типа.
Fig. The relationship between basal secretion TNF-α and BMI in patients with type 2 diabetes.
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В работе рассматриваются показатели микрогемодинамики и тканевого окислительного метаболиз-
ма и их взаимосвязь у крыс после 10-кратного воздействия низкоинтенсивным электромагнитным 
излучением крайне высокой частоты (ЭМИ КВЧ). Цель исследования — выявить особенности ре-
акции микроциркуляции и тканевого окислительного метаболизма на 10-кратное действие элек-
тромагнитного излучения крайне высокой частоты. Эксперимент проводили на 40 половозрелых 
крысах-самцах Wistar массой 200–220 г, которые содержались в условиях вивария с естественным 
свето-темновым циклом. Животных разделили на 2 группы по 20 крыс в каждой. Животные, на-
ходившиеся в первой группе, являлись биологическим контролем и подвергались ложному воз-
действию ЭМИ КВЧ (плацебо), животные второй группы подвергались мм-воздействию в течение 
10 сеансов ежедневно, в утреннее время. На 10-е сут КВЧ-воздействия проводилась регистрация 
показателей тканевой флуоресценции кожи основания хвоста. Показано, что при 10-кратном воз-
действии низкоинтенсивным ЭМИ КВЧ происходит увеличение концентрации и интенсивности 
флюоресценции никотинамидадениндинуклеотида (НАДН), повышение флавинадениндинуклеоти-
да (ФАД) и редокс-отношения (РО), что свидетельствует о росте потребности клеток в аденозинтри-
фосфате и преобладании окислительного фосфорилирования над другими процессами, что в целом 
свидетельствует об активации дыхательной цепи. При этом в микроциркуляторном русле наблю-
дали увеличение эндотелий-зависимой вазодилатации, снижение периферического сопротивления, 
увеличение притока крови в нутритивное микрососудистое русло, улучшение венулярного оттока. 
В целом можно заключить, что модулирующее действие ЭМИ КВЧ проявляется в перестройках 
корреляционных связей: на первый план выходит коэффициент вариации — итоговый расчетный 
показатель микроциркуляции, который имеет сильные отрицательные связи со всеми показателями 
тканевого метаболизма (ФАД, НАДН, РО), и амплитуды эндотелиальных ритмов, связанных с пе-
риодическим релизингом оксида азота эндотелием, имеющим сильную отрицательную связь с ФАД.
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MODULATING EFFECT OF EXTREMELY HIGH-FREQUENCY 
LOW-INTENSITY ELECTROMAGNETIC RADIATION ON TISSUE 
OXIDATIVE METABOLISM AND SKIN MICROHEMODYNAMICS 
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We set out to examine the indicators of microhemodynamics and tissue oxidative metabolism in rats after 
their tenfold exposure to extremely high-frequency low-intensity electromagnetic radiation (EHF EMR). 
The aim was to elucidate the specifics of skin microcirculation and tissue oxidative metabolism following 
exposure to tenfold electromagnetic radiation of extremely high frequency. The experiment was carried out 
on 40 mature male Wistar rats weighing 200–220 g, which were kept in standard vivarium conditions under 
natural light regimen. The animals were divided into two groups with 20 rats each. The animals in the first 
group were biological controls and were exposed to false EHF EMR (placebo); the animals in the second 
group were exposed to mm-exposure in the morning, 10 sessions daily. On the 10th day of EMR exposure, 
the indicators of skin tissue fluorescence on the tail base were recorded. Tenfold exposure to low-intensity 
EHF EMR was shown to increase the concentration and intensity of NADH fluorescence, as well as the 
FAD and redox ratio. This indicates an increased cellular demand for ATP and the predominance of oxi-
dative phosphorylation over other processes, thus demonstrating the activation of the respiratory chain. At 
the same time, an increase in endothelium-dependent vasodilation, a decrease in peripheral resistance, an 
increase in blood flow to the nutritive microvascular bed, and an improvement in venular outflow were 
observed in the microcirculatory bed. The conclusion is made that the modulating effect of EHF EMR is 
manifested in the rearrangements of correlations. Thus, the coefficient of variation comes to the fore – the 
final calculated indicator of microcirculation, which has strong negative associations with all indicators of 
tissue metabolism (FAD, NADH, RR). In addition, the amplitudes of endothelial rhythms associated with 
periodic releasing of nitric oxide by the endothelium show a strong negative association with FAD.
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Введение
Микроциркуляция является не только 

структурно-функциональной единицей сис-
темы крово- и лимфотока, обеспечивающей 
обмен между тканями, но и важнейшим 
источником информации о состоянии орга-
низма в целом, что позволяет использовать 
параметры микроциркуляции в качестве 
прогностических и диагностических кри-
териев в оценке общего функционального 
состояния организма как в интактных усло-
виях, так и при действии различных факто-
ров, в т.ч. и физических.

Одним из таких физических факторов 
является низкоинтенсивное электромаг-
нитное излучение крайне высокой частоты 
(ЭМИ КВЧ). Экспериментальными иссле-
дованиями, проводимыми нашим научным 
коллективом уже более 40 лет, доказано, 
что низкоинтенсивное ЭМИ КВЧ с дли-
ной волны 7,1 мм и плотностью потока 
мощности 0,1 мВт/см2 при его изолиро-
ванном, превентивном и комбинированном 
со стресс-факторами различной природы 
действии обладает выраженным биоло-
гическим эффектом [15, 16]. Результаты 
проведенных на лабораторных животных 
(крысах) исследований дали основания 
полагать, что как к изолированному, так 
и к превентивному и комбинированному 
со стресс-факторами разной природы (ог-
раничение подвижности, инфицирование, 
болевое воздействие) действию низкоин-
тенсивного ЭМИ КВЧ развиваются адапта-
ционные реакции различного типа.

Полагаем, что биологические и тера-
певтические эффекты ЭМИ КВЧ разви-
вались в результате изменения микро-
кровотока и, как следствие, изменения 
тканевого окислительного метаболизма. 
Наиболее значимой частью механизма тка-
невого энергетического обмена являются 
восстановленные пиридиннуклеотиды — 
никотинамидадениндинуклеотид (НАДН) 
и никотинамидадениндинуклеотидфосфат 
водорода (НАДФН), а также окисленные 

флавопротеиды (флавинадениндинуклео-
тид — ФАД). На данный момент остаётся 
актуальной проблема взаимосвязи кофер-
ментов НАДН и ФАД с микроциркулятор-
ным руслом, однако очевидно, что по дан-
ным показателям возможно делать выводы 
о состоянии клеточного и тканевого мета-
болизма [9, 11]. Применение методического 
подхода, основанного на одновременной 
оценке активности тканевых коферментов: 
восстановленного НАДН и окисленного 
ФАД способом флуоресцентной спект-
роскопии [17, 18] и показателей микро-
циркуляции кровотока в коже крыс, под-
вергшихся превентивному 10-кратному 
КВЧ-воздействию, — позволит ответить 
на этот вопрос.

Цель исследования — выявить особен-
ности реакции микроциркуляции и тканево-
го окислительного метаболизма на 10-крат-
ное действие электромагнитного излучения 
крайне высокой частоты.

Материалы и методы
Экспериментальная часть работы выпол-

нена на кафедре физиологии человека и жи-
вотных и биофизики Института биохими-
ческих технологий, экологии и фармации 
в Центре коллективного пользования науч-
ным оборудованием «Экспериментальная 
физиология и биофизика».

Экспериментальные животные
Эксперименты проводили на 40 полово-

зрелых крысах-самцах Wistar массой 200–
220 г («ФГУП «Питомник лабораторных 
животных «Рапполово», Ленинградская 
обл.), прошедших карантин не менее 
14 дней. Животные содержались в условиях 
вивария с естественным свето-темновым 
циклом при температуре 18–22°С на под-
стиле на основе початков кукурузы (ООО 
«Зилубаг», Россия) со свободным доступом 
к воде и полноценному гранулированному 
корму ЛБК-120 (ЗАО «Тосненский комби-
кормовый завод», Россия). Исследование 
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было выполнено в соответствии с «Прави-
лами проведения работ с использованием экс-
периментальных животных» и ГОСТ Р 53434-
2009 от 02.12.2009, правилами лабораторной 
практики при проведении доклинических ис-
следований и одобрено решением Этического 
комитета ФГАОУ ВО «Крымский федераль-
ный университет им. В.И. Вернадского».

Дизайн исследований
Для эксперимента были отобраны жи-

вотные одинакового возраста, характери-
зующиеся средней двигательной активно-
стью и низкой эмоциональностью в тесте 
«Открытое поле», которые составляют боль-
шинство в популяции. Такой отбор позво-
лил сформировать однородные группы 
животных с близкими конституционными 
особенностями, однонаправленно реагиру-
ющими на действие того или иного факто-
ра [14]. Для проведения отбора использо-
вали 70 половозрелых крыс-самцов Wistar 
массой 180–200 г («ФГУП «Питомник 
лабораторных животных «Рапполово», Ле-
нинградская обл.), прошедших карантин 
не менее 14 дней. При процедуре отбора 
животных в «Открытом поле» их поведе-
ние подвергали тестированию в течение 
5 мин в инфракрасном мониторе активнос-
ти IR Actimeter (“PanLab Harvard Apparatus”, 
Испания) с программным обеспечением 
Actitrack 2.7.13 (“PanLab Harvard Apparatus”, 
Испания), используя показатели общей 
пройденной дистанции, локомоторной 
активности, средней скорости перемеще-
ний, временных интервалов, проведённых 
в состоянии полного покоя (фризинг) и в со-
стоянии медленных и быстрых движений, 
груминга и числа болюсов. Таким образом 
было отобрано 40 животных. Через 2 недели 
после отбора животных выполняли экспери-
мент по оценке действия 10-кратного элек-
тромагнитного излучения крайне высокой 
частоты на показатели микроциркуляции 
и тканевого окислительного метаболизма.

За 1 сут до проведения эксперимента 
отобранных животных рандомизировали 

методом модифицированной блочной ран-
домизации. В одном блоке рандомизации 
использовали 10 индивидуальных клеток, 
в которые в случайном порядке рассажи-
вали самцов крыс и присваивали им но-
мера. Таким образом, для формирования 
двух групп по 20 крыс необходимо было 
выполнить 4 процедуры заполнения этих 
клеток. В программе Microsoft Office Excel 
2019 с помощью генератора случайных 
чисел формировали 4 столбца с номерами 
клеток, соответствующие данным проце-
дурам. Затем делили полученную таблицу 
на строки. Одной группе из 20 животных 
соответствовало 5 строк из таблицы с номе-
рами индивидуальных клеток, полученных 
в ходе 4 заполнений с помощью генератора 
случайных чисел.

Таким образом было сформировано две 
группы по 20 особей в каждой. Животные 
первой группы являлись биологическим 
контролем и подвергались ложному воз-
действию ЭМИ КВЧ (контроль). При этом 
соблюдались все условия для облучения 
животных, но прибор не был подключен 
к электросети.

Крыс второй группы подвергали дей-
ствию ЭМИ КВЧ. КВЧ-воздействие 
на животных проводили 10-кратно, в тече-
ние 30 мин ежедневно, в утреннее время, 
путем наложения на шейно-воротниковую 
область волновода аппарата КВЧ-терапии 
«КВЧ-НД» (рабочая длина волны 7,1 мм, 
плотность потока мощности облучения 
4–12 мВт/см2; ООО «Научно-коммерческая 
фирма РЭСЛА», Россия; Декларация соот-
ветствия № РОСС Ru. МЕ67.Д00227; Рег. 
удостов. № ФСР 2007/00763 от 18.09.2007).

На 10-е сут спустя 60 мин после 10-го се-
анса истинного/ложного КВЧ-воздействия 
у крыс обеих групп проводилась регистра-
ция показателей микроциркуляции и тка-
невой флуоресценции диагностическим 
комплексом «ЛАЗМА-МЦ» (ООО НПП 
«ЛАЗМА», Россия). Поскольку данный 
метод является высокочувствительным, 
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то для сведения к минимуму внешних по-
мех животные на время регистрации пока-
зателей помещались в прозрачные пеналы 
из оргстекла, ограничивающие их подвиж-
ность. Размеры пеналов подбирали так, 
чтобы животные могли свободно дышать 
и ни одна часть их тела не была плотно за-
жата. Хвост крысы фиксировали на одной 
линии с телом в горизонтальном положе-
нии тканевым пластырем. Оптоволоконный 
зонд прибора «ЛАЗМА-МЦ» также фик-
сировали тканевым пластырем перпенди-
кулярно у основания хвоста. Показатели 
прибора записывали в тот момент, когда 
животное находилось в спокойном со-
стоянии. Особенности проведения ЛДФ-
метрии у крыс описаны в наших предыду-
щих исследованиях [15, 16].

При изучении микроциркуляции ре-
гистрировали следующие показатели: 
показатель микроциркуляции (ПМ) — 
формируется в полученном сигнале 
как составляющая, которая обусловлива-
ется отражением от движущихся эритро-
цитов относительно стационарной стенки 
капилляра, пропорциональная скорости 
движения (эффект Допплера); показатель 
СКО, σ («флакс») — среднее квадратичное 
отклонение амплитуды колебаний крово-
тока, характеризует величину временной 
изменчивости микроциркуляции; коэффи-
циент вариации Kв, который определяется 
соотношением между перфузией крови и ее 
флаксом [2–8].

С помощью вейвлет-анализа ЛДФ-
сигнала определяли амплитуды колебаний 
кровотока разных частотных диапазонов. 
Наиболее низкая частота (0,0095–0,02 Гц) 
характерна для эндотелиальных коле-
баний, обусловленных периодическими 
сокращениями цитоскелета эндотелио-
цитов. Эндотелиальные колебания отража-
ют воздействие гуморально-метаболиче-
ских факторов на микрососудистое русло 
и характеризуют состояние нутритивно-
го кровотока [5]. Колебания в частотах 

0,07–0,15 Гц, или миогенные колебания, 
обусловлены периодической активностью 
гладкомышечных клеток артериол, приво-
дящей к изменению диаметра их просвета 
(вазомоции) [1]. На такую периодичность 
констрикции и дилатации микрососудов 
накладываются нейрогенные колебания 
(0,02–0,046 Гц), отражающие симпати-
ческую регуляторную активность [19]. 
К высокочастотным колебаниям относят-
ся дыхательные (0,15–0,4 Гц) и пульсовые 
(0,8–0,16 Гц). Дыхательные волны пред-
ставлены периодическими изменениями 
давления в венозном отделе сосудистого 
русла, вызываемыми дыхательными экс-
курсиями грудной клетки. Пульсовые ко-
лебания кровотока обусловлены перепада-
ми внутрисосудистого давления, которые 
в большей или меньшей степени синхрони-
зированы с кардиоритмом [3].

При изучении тканевого метаболизма 
на допплеровском канале «ЛАЗМА-МЦ» 
(канал ЛАЗМА-МЦ-III) использовали ла-
зерный модуль с длиной волны излучения 
1064 нм. Для стимуляции флуоресценции 
НАДН применяют излучение при дли-
не волны 365 нм, спектр флуоресценции 
НАДН — около 460–470 нм. Для возбужде-
ния ФАД применяют излучение при дли-
не волны 450 нм, а спектр флуоресценции 
ФАД — в пределах 510–520 нм.

Для оценки внутриклеточных энергети-
ческих обменных процессов методом флуо-
ресцентной спектроскопии оценивали сле-
дующие показатели [4, 13]:

– индекс тканевого содержания для вос-
становленного НАДН;

– индекс тканевого содержания для окис-
ленной формы ФАД;

– редокс-отношение (РО) амплитуд флуо-
ресценции НАДН и ФАД.

Статистическую обработку результатов 
исследований проводили с использованием 
пакета Statistica 8.0. Поскольку распределе-
ние экспериментальных значений в груп-
пах отличалось от нормального, то оценку 
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достоверности межгрупповых различий 
осуществляли с помощью U-теста Манна 
— Уитни. Связь показателей микроциркуля-
ции и тканевого метаболизма у крыс прово-
дили с использованием рангового коэффи-
циента корреляции Спирмена, корреляции 
являлись значимыми при p<0,05, и кластер-
ного анализа (Complete linkage).

Результаты и их обсуждение
Результаты настоящего исследования по-

казали, что у крыс, подвергшихся 10-крат-
ному КВЧ-воздействию, отмечено повы-
шение значений нормированных амплитуд 
флуоресценции НАДН и ФАД на 82,5% 
(р≤0,05) и 42,6% (р≤0,05) соответственно 
в сравнении со значениями данных показа-
телей животных, находящихся в состоянии 
физиологической нормы (табл. 1, рис. 1).

Увеличение нормированных величин 
флуоресценции НАДН и ФАД свидетельст-
вует об активизации окислительного фос-
форилирования, стимулирующего аэроб-
ный метаболизм у крыс. Следует заметить, 
что регистрируемые колебания концент-
раций НАДН и ФАД могут быть сложны-
ми, динамика этих колебаний может быть 
нелинейной в течение всего жизненного 
цикла клеток. Так, оценивая функциональ-
ное состояние митохондрий и активность 
процессов окисления и восстановления 

в клетках, важной является не столько кон-
центрация данных коферментов, сколько 
их соотношение, что отображает кислород-
ный метаболизм. По величине РО можно 
судить о способности ферментов отдавать 
и присоединять электроны, а также о ско-
рости протекания окислительно-восста-
новительных реакций. После 10-кратного 
КВЧ-воздействия РО увеличился на 36,9% 
(р≤0,05) относительно контрольной груп-
пы. Повышение РО у крыс также свиде-
тельствует об увеличении окислительного 
фосфорилирования в тканях.

Повышение концентрации и интенсив-
ности флюоресценции НАДН и ФАД сви-
детельствует о росте потребности клеток 
в АТФ и преобладании окислительного 
фосфорилирования над другими процес-
сами [9]. Для клеток в физиологических 
условиях с оптимальным количеством пи-
тательных веществ и кислорода повыше-
ние потребности в АТФ влечет за собой 
рост редокс-отношения. Это связано с по-
терей НАДН иона водорода и окислением 
его до НАД+ в процессе окислительного 
фосфорилирования. При гипоксии в усло-
виях недостатка кислорода, который явля-
ется главным конечным акцептором элек-
тронов в дыхательной цепи митохондрий, 
протекание реакций окислительного фос-
форилирования становится практически 

Таблица 1. Показатели спектроскопической флуоресценции тканей у крыс, подвергшихся 10-кратному 
КВЧ-воздействию
Table 1. Indicators of tissues spectroscopic fluorescence in rats exposed to 10-fold EHF exposure

Показатели
Группы

Контрольная (n=20) КВЧ-воздействие (n=20)

НАДН 2,47±0,23 3,21±0,13 
p=0,0387 

ФАД 3,06±0,28 4,54±0,14 
p=0,0421

РО 0,81±0,08 1,08±0,06 
p=0,0490

Примечание: р — уровень достоверности различий по критерию Манна — Уитни; РО — редокс отношение 
(окислительно-восстановительный потенциал), ФАД — флавинадениндинуклеотид фосфат, НАДН — никотин-
амидадениндинуклеотид фосфат.
Note: p — the level statistically significant compared to according to the Mann-Whitney criterion; РО — redox ratio 
(redox potential), ФАД — flavin adenine dinucleotide phosphate, НАДН — nicotinamide adenine dinucleotide phosphate.
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не осуществимым, при этом наблюдает-
ся увеличение концентрации НАДН [10]. 
Чтобы обеспечить энергетическую потреб-
ность в АТФ, клетка меняет тип обмена ве-
ществ на анаэробный гликолиз, в результате 
которого НАД+ присоединяет ион водорода 
и восстанавливается до НАДН с конечным 
образованием пирувата и АТФ. Отсутствие 
окисления НАДН через электронно-транс-
портную цепь и повышение концентрации 
НАДН в процессе гликолиза приводят к по-
вышению интенсивности флюоресценции 
НАДН в клетке. Повышение РО в данном 
случае может свидетельствовать об актива-
ции дыхательной цепи [12] при 10-кратном 
воздействии ЭМИ КВЧ.

Следовательно, при 10-кратном воздейст-
вии низкоинтенсивным ЭМИ КВЧ проис-
ходит активация дыхательной цепи. Можно 
предположить, что данные перестройки 
в окислительном метаболизме определяют-
ся в первую очередь процессом адаптации 
микроциркуляторного кровотока к потреб-
ностям тканей в питательных веществах 
и удалению метаболитов. Поэтому следу-
ющим этапом было исследование реакции 
микроциркуляции к 10-кратному воздейст-
вию ЭМИ КВЧ.

В ходе проведенного исследования опре-
делено, что у крыс контрольной группы 
при введении физ. р-ра достоверных из-
менений показателей тканевой микрогемо-
динамики не происходило. В то же время 
после 10-кратного КВЧ-воздействия заре-

гистрированы изменения как осциллятор-
ных, так и неосцилляторных показателей 
микрогемодинамики по сравнению с этими 
параметрами, полученными в контрольной 
группе животных (табл. 2).

Так, после 10-кратного КВЧ-воздействия 
наблюдалось достоверное увеличение 
амплитуд колебаний эндотелиально-
го (Аэ, на 66,6%; p≤0,05), нейрогенно-
го (Ан, на 52,9%; p≤0,05), миогенного 
(Ам, на 48,2%; p≤0,05) и пульсового (Ас, 
на 27,4%; p≤0,05) ритмов по сравнению 
с таковыми в контрольной группе живот-
ных (табл. 2).

Повышение Аэ отражает увеличение 
метаболической активности эндотелия 
и повышение базального уровня секре-
ции оксида азота (NO) [7], повышение Ан 
свидетельствует о снижении импульсации 
симпатических вазомоторных волокон, 
приводя к снижению нейрогенного компо-
нента артериолярного тонуса и, как след-
ствие, к снижению жесткости сосудистой 
стенки [7]. Увеличение Ам свидетельствует 
о снижении тонуса прекапилляров, что при-
водит к увеличению количества функцио-
нирующих капилляров, увеличению диаме-
тра сосудов, вследствие чего увеличивается 
поступление артериальной крови в нутри-
тивное русло [8]. Увеличение Ас отражает 
увеличение объема притока артериальной 
крови в микроциркуляторное русло со сто-
роны магистральных сосудов, модулируе-
мое пульсовой волной, а тенденция к уве-

Таблица 2. Показатели микроциркуляции при 10-кратном воздействии ЭМИ КВЧ
Table 2. Microcirculation indicators with 10-fold exposure to EHF EMR

Группы Аэ, у.е. Ан, у.е. Ам, у.е. Ад, у.е. Ас, у.е.
Контроль 6,15±0,45 5,69±0,36 5,43±0,43 5,26±0,31 5,58±0,44
КВЧ-воздействие 10,25±0,42 

p=0,013
8,71±0,38 
p=0,016

8,06±0,24 
p=0,011

6,83±1,22 
p=0,125

7,12±0,28 
p=0,016

Примечание: Аэ — амплитуда колебаний эндотелиального ритма, Ан — амплитуда колебаний нейрогенно-
го ритма, Ам — амплитуда колебаний миогенного ритма, Ад — амплитуда колебаний дыхательного ритма, 
Ас — амплитуда колебаний пульсового ритма; p — уровень достоверности различий по сравнению с таковыми 
в контрольной группе.
Note: Aэ — amplitude of endothelial rhythm oscillations, Aн — amplitude of neurogenic rhythm oscillations, Aм — 
amplitude of myogenic rhythm oscillations, Aд — amplitude of respiratory rhythm oscillations, Ac — amplitude of pulse 
rhythm oscillations; p — is the level statistically significant compared to those in the control group.
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личению показателя Ад свидетельствовала 
об увеличении кровенаполнения венозного 
звена микроциркуляции [8].

Кроме осцилляторных показателей 
микроциркуляции изменялись и неос-
цилляторные показатели (табл. 3). Так, 
увеличился интегральный показатель тка-
невой перфузии — ПМ на 61,9% (p=0,012), 
СКО  — на 82,8% (p=0,012), а Кв — на 14,3% 
по сравнению с контрольной группой.

Известно, что ПМ отражает усреднен-
ную величину перфузии в капиллярах, ар-
териолах и венулах [11], СКО — среднюю 
модуляцию кровотока во всех частотных 
диапазонах, а Кв указывает на процентный 
вклад вазомоторного компонента в общую 
модуляцию тканевого кровотока [11].

В целом можно заключить, что при 10-крат-
ном КВЧ-воздействии происходило досто-
верное изменение активности почти всех 
звеньев регуляции микрососудистого тону-
са, что выражалось в увеличении эндотелий- 
зависимой вазодилатации, снижении пери-
ферического сопротивления, увеличении 
притока крови в нутритивное микрососуди-
стое русло, улучшении венулярного оттока.

Таким образом, в ходе настоящего ис-
следования у крыс, подвергшихся 10-крат-
ному КВЧ-воздействию, были отмечены 
изменения функционирования системы 
микроциркуляции, что сопровождалось из-
менениями тканевого окислительного ме-
таболизма.

В соответствии с принципом Фика уси-
ление тканевого окислительного метабо-
лизма (маркером чего является увеличение 
РО) связано с усилением кровообращения 

в микрососудах (сопровождающимся рас-
ширением артериол) и/или с увеличением 
поверхности диффузии и транскапиллярно-
го обмена [1]. Подтверждением этому могут 
являться результаты корреляционного ана-
лиза рангового порядка Спирмена (рис. 1). 
Так, среди показателей окислительного ме-
таболизма в контрольной группе животных 
РО коррелирует с ПМ (r=0.59, p<0,05000), 
НАДН — с Аэ (r=0.79, p<0,05000) и Кв 
(r=0.61, p<0,05000). Применение кластерно-
го анализа (метод полных связей) позволило 
выделить два основных кластера Кв и РО, 
которые объединяют группу показателей 
окислительного метаболизма и СКО и груп-
пу показателей микроциркуляции (рис. 2).

В группе животных после 10-кратного 
КВЧ-воздействия происходит перестройка 
корреляционных связей, и на первый план 
выходят Кв, имеющий сильные отрицатель-
ные связи со всеми показателями тканевого 
метаболизма: ФАД (r=-0.75, p<0,05), НАДН 
(r=-0.99, p<0,05), РО (r=-0.64, p<0,05). 
Также сильную отрицательную связь де-
монстрирует Аэ с ФАД (r=-0.84, p<0,05) 
(рис. 1). В дендрограмме кластерного ана-
лиза происходит незначительная рокировка 
внутри кластеров (рис. 2), сопровождающа-
яся увеличением расстояния между класте-
рами. Известно, что Кв является итоговым 
расчетным показателем микроциркуля-
ции, учитывающим отношение между ПМ 
и СКО. В свою очередь, Аэ (отражающий 
релизинг NO эндотелием), увеличиваясь 
значительнее (на 66,6%), чем все осталь-
ные показатели микроциркуляции, вно-
сит больший вклад в повышение интег-

Таблица 3. Показатели микроциркуляции при действии 10-кратного ЭМИ КВЧ
Table 3. Microcirculation indicators under the action of 10-fold EHF EMR

Группа ПМ, перф. ед. СКО, у.е. Кв, у.е.
Контроль 11,33±0,49 5,00±1,09 44,15±9,43
КВЧ-воздействие 18,34±0,77 

p=0,012
9,14±0,75 
p=0,012

50,46±4,48 
р=0,533

Примечание: ПМ — показатель микроциркуляции, СКО — среднее квадратичное отклонение, Кв — коэффици-
ент вариации; р≤0,05 — достоверность различий по сравнению с таковыми в контрольной группе.
Note: ПМ — microcirculation indicator, СКО — standard deviation, Кв — coefficient of variation; p≤0.05 — statistically 
significant compared to compared to those in the control group.
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ральных показателей микроциркуляции, 
таких как ПМ, СКО и Кв. Поскольку NO 
образуется при ферментативном окисле-
нии L-аргинина, который катализируется 
NO-синтазами, при этом кофакторами в ре-

акции выступают НАДФН, ФАД, тетраги-
дробиоптерин и др., становится очевидной 
перспективность дальнейших исследова-
ний физиологического взаимодействия 
этих показателей.
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Рис. 1. Корреляции рангового порядка Спирмена показателей микроциркуляции и тканевого метаболизма у крыс 
контрольной (А) и экспериментальной (Б) групп.
Fig. 1. Correlations of Spearman's rank order of microcirculation and tissue metabolism in rats of the control (A) and 
experimental (Б) groups.

Рис. 2. Результаты кластерного анализа показателей микроциркуляции и окислительного метаболизма 
в контрольной (слева) и экспериментальной (после 10-кратного КВЧ-воздействия, справа) группах.
Fig. 2. Results of cluster analysis of microcirculation and oxidative metabolism indicators in the control (left) and 
experimental (after 10-fold EHF exposure, right) groups.
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Выводы
1.  При 10-кратном воздействии низко-

интенсивным ЭМИ КВЧ увеличиваются 
концентрация и интенсивность флюорес-
ценции НАДН, повышаются ФАД и РО, 
что свидетельствует о росте потребности 
клеток в АТФ, преобладании окислитель-
ного фосфорилирования над другими про-
цессами и активации дыхательной цепи.

2.  В условиях 10-кратного КВЧ-воздей-
ствия отмечается значимое изменение 
активности всех звеньев регуляции микро-
сосудистого тонуса (за исключением дыха-
тельных ритмов), что выражается в увели-
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В работе приведены результаты исследований прекондиционирующего действия разных режимов 
импульсного магнитного поля (ИМП) на биохимические показатели крови крыс, подвергнутых 
адреналовой токсемии. Установлено, что воздействие ИМП приводит к развитию адаптивных ре-
акций, однако скорость их включения может быть различной в зависимости от выбранного режима. 
Показана возможность применения низкочастотного импульсного магнитного поля в качестве про-
тектора стресс-индуцированного состояния, вызванного адреналовой токсемией.
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USE OF LOW-FREQUENCY PULSED MAGNETIC FIELD  
TO MODIFY THE STRESS-INDUCED ANIMAL HEALTH CAUSED  
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In this work, we investigate the preconditioning action of various modes of pulsed magnetic field (PMF) 
on the blood biochemical parameters of rats exposed to adrenal toxemia. PMF was shown to trigger adap-
tive response; however, its rate can differ depending on the selected PMF mode. The possibility of using 
low-frequency PMF as a protector of stress-induced conditions caused by adrenal toxemia is demonstrated.
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Введение
Одной из важнейших задач здравоохра-

нения в наши дни является профилактика 
заболеваний, направленная на активизацию 
защитных сил организма и предупрежде-
ние воздействия отрицательных факторов 
на здоровье человека. Применение многих 
фармакологических средств сопровождает-
ся большим количеством нежелательных 
явлений, связанных с выходом организма 
за пределы зоны устойчивости [5, 12].

Нарушение жизнедеятельности орга-
низма так или иначе связано с изменением 
функционирования клеток. Каким бы ни был 
повреждающий агент и на какие бы клетки 
он ни действовал, ответ клеток по ряду пока-
зателей остается неспецифическим. Причины 
такого стереотипа изменений в клетках при их 
повреждении заключаются в том, что сами 
молекулярно-клеточные механизмы повре-
ждения клеток сходны, даже если причины, 
вызвавшие повреждение, различны [6, 7, 13].

Большую актуальность приобретает 
изучение проблемы стресса как универ-
сального фактора развития каскада патоге-
нетических реакций, приводящих к форми-
рованию различной патологии. По мнению 
исследователей, главными стресс-реали-
зующими системами организма являются 
симпато-адреналовая и гипоталамо-гипо-
физарно-надпочечниковая [4]. Активация 
этих систем, безусловно, играет большую 
роль в нарушении метаболизма, а также 
является одним из факторов риска разви-
тия популяционно значимых заболеваний 
(артериальной гипертензии, ишемической 

болезни сердца, сахарного диабета 2 типа 
и др.) [17]. Одним из ведущих патогенетиче-
ских механизмов формирования патологии 
является выброс катехоламинов в кровоток, 
что сопровождается истощением корково-
го слоя надпочечников, гиперкоагуляцией, 
гипергликемией, вазоконстрикцией и т.д., 
что клинически может проявляться раз-
витием инфаркта в специализированных 
тканях (миокарде, головном мозге и др.), 
нарушениями ритма сердца и феноменом 
внезапной смерти [4]. В этой связи поиск 
новых, в т.ч. немедикаментозных, методов 
коррекции гиперкатехоламинемии пред-
ставляется очень важной задачей.

В клиническую практику был внедрен 
метод индивидуализированной низкоча-
стотной импульсной магнитотерапии эс-
сенциальной артериальной гипертензии 
на основе установки УМТИ-3Ф [14].

На базе ФГУП «РФЯЦ – ВНИИЭФ» ве-
дутся работы, направленные на исследова-
ние биоэффектов от действия импульсных 
магнитных полей, генерируемых установ-
кой нового поколения «Бутон», созданной 
на основе магнитогенератора УМТИ-3Ф. 
В работах [8, 10] доказана роль данных маг-
нитных полей в обеспечении устойчивости 
организма к гипоксии.

Целью нашей работы явилось иссле-
дование воздействия низкочастотного им-
пульсного магнитного поля, генерируемого 
установкой «Бутон», на адаптационные ре-
акции организма при моделировании адре-
наловой токсемии.
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Материалы и методы
Исследование проводилось на белых 

беспородных половозрелых крысах-сам-
цах массой 200–250 г. Животные были за-
куплены в филиале «Андреевка» ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских техно-
логий ФМБА России» (Московская обл.). 
Животные содержались в виварии, в клет-
ках по 4 особи при свободном доступе 
к пище и воде и естественной смене дня 
и ночи.

В качестве источника импульсного ИМП 
использовали генератор ИМП «Бутон» 
со значением модуля магнитной индук-
ции в центре рабочей зоны индуктора 
до 3,5±0,2 мТл, формой сигнала вида за-
тухающей синусоиды U(t)=U0 (sinωtexp) 
(-αt), при U0=150–300 В, частотой ~100 Гц, 
частотой следования импульсов 1,0±0,1 Гц. 
Тестирование параметров магнитного поля 
проводили однокомпонентным тесламе-
тром ТП2-2У.

Для обработки магнитным полем живот-
ных помещали в контейнер с прозрачны-
ми стенками без ограничения движения. 
Контейнер размещали в рабочей зоне ис-
пользуемой установки. Обработку маг-
нитным полем осуществляли тотально 
в течение 30 мин со сменой максимального 
значения модуля магнитной индукции ка-
ждые 10 мин.

Животные были разделены на 7 групп. 
1 группа — интактные животные. Модели-
рование адреналовой токсемии [4, 9] 
осуществляли путем внутрибрюшинного 
введения 0,1% р-ра адреналина гидрохло-
рида в дозе 0,1 мг/кг (2 группа). В качестве 
контроля ко 2-й группе служили животные, 
которым внутрибрюшинно вводили физ. 
р-р (3 группа). Предварительно в течение 
трех дней животных 4–7 групп подвергали 
30-минутному воздействию низкочастот-
ного ИМП в режиме I — 1,5–3,2–1,5 мТл 
(4 группа) и режиме II — 3,2–1,5–3,2 мТл 
(5 группа) с последующим введением адре-
налина в дозе 0,1 мг/кг после окончания 

последнего сеанса воздействия животным 
6 и 7 группы. Введение адреналина осу-
ществляли через 15 мин после последнего 
сеанса ИМП.

Забор крови у крыс осуществляли путем 
декапитации спустя 1 ч после воздействия 
исследуемых факторов.

Методы исследования включали изме-
рение электрофоретической подвижности 
эритроцитов методом микроэлектрофореза 
[18], концентрации малонового диальдеги-
да в эритроцитах фотометрическим методом 
[1], количественного содержания глюкозы 
в плазме крови энзиматическим колори-
метрическим методом (набор «Глюкоза-
Ольвекс», Санкт-Петербург), активности 
аспартатаминотрансферазы (набор «АСТ-
РФ-ОЛЬВЕКС», Санкт-Петербург) в сы-
воротке крови фотометрическим методом, 
а также лактатдегидрогеназы (набор «ЛДГ-
2-ОЛЬВЕКС», Санкт-Петербург) в сыво-
ротке крови оптимизированным кинетиче-
ским методом.

Проверка на нормальность распределе-
ния проведена во всех эксперименталь-
ных сериях с использованием W-теста 
Шапиро — Уилка [2, 11]. Оценка стати-
стической значимости различий средних 
значений показателей двух независимых 
групп проведена с использованием t-крите-
рия Стьюдента (с поправкой Бонферрони). 
Различия считали статистически значимы-
ми при р≤0,05.

Результаты и их обсуждение
Результаты проведенных исследований 

(рис.) свидетельствуют о том, что в ответ 
на введение экзогенного адреналина про-
исходило развитие стереотипной реакции 
клеток на стресс [20]. Зарегистрировано 
снижение электрофоретической подвижно-
сти эритроцитов (ЭФПЭ) на 42% (р≤0,001), 
увеличение содержания вторичного про-
дукта ПОЛ — малонового диальдегида 
(МДАэр) на 179% (р≤0,001), повышение 
уровня глюкозы в крови на 62% (р≤0,001), 
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Электрофоретическая подвижность эритроцитов
Electrophoretic mobility of erythrocytes

Содержание малонового диальдегида в эритроцитах
Malondialdehyde in red blood cells

Содержание глюкозы в плазме крови
Glucose in blood plasma
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Активность аспартатаминотрансферазы (АсАт) в сыворотке крови
Activity Aspartate Aminotransferase (AsAt) in blood serum

Активность лактатдегидрогеназы (ЛДГ) в сыворотке крови
Activity lactate dehydrogenase (LDG) in blood serum

Рис. (c. 50–51). Изменение биохимических показателей крови после действия низкочастотного импульсного 
магнитного поля в разных режимах.
Примечание: * — статистически значимые различия по отношению к интактной группе, р≤0,05;
** — статистически значимые различия по отношению к интактной группе, р≤0,01;
*** — статистически значимые различия по отношению к интактной группе, р≤0,001;
$$$ — статистически значимые различия по отношению к группе физ. р-р, р≤0,001;
## — статистически значимые различия по отношению к группе адреналин, р≤0,01;
### — статистически значимые различия по отношению к группе адреналин, р≤0,001.

Fig. (pp. 50–51).Changes in blood biochemical parameters after the action low-frequency pulsed magnetic fild 
in different modes.
Note: * — statistically significant differences compared to the intact group, р≤0,05;
** — statistically significant differences compared to the intact group, р≤0,01;
*** — statistically significant differences compared to the intact group, р≤0,001;
$$$ — statistically significant differences compared to the group saline solution, р≤0,001;
## — statistically significant differences compared to the group adrenaline, р≤0,01;
### — statistically significant differences compared to the group adrenaline, р≤0,001.
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а также активности аспартатаминотрансфе-
разы на 33% (р≤0,05) и лактатдегидроге-
назы на 55% (р≤0,001) относительно конт-
рольного уровня.

Применение импульсного магнитного 
поля в режиме I в качестве модификатора 
стресс-индуцированного состояния при-
водило к нормализации всех исследуемых 
показателей. Несмотря на то что уровень 
глюкозы в крови относительно интакт-
ных значений оставался повышенным (на 
25%, р≤0,01), импульсное магнитное поле 
способствовало снижению уровня глюко-
зы в крови относительно группы живот-
ных, которым вводили адреналин (на 23%, 
р≤0,01). Получено увеличение активности 
фермента аспартатаминотрансферазы в сы-
воротке крови на 13% (р≤0,01) по отноше-
нию к группе «Адреналин». Возможным 
объяснением увеличения активности 
ферментов, связанных с энергообеспе-
чением клеток, может быть изменение 
потребности организма в продуктах ре-
акции, катализируемой этим ферментом 
в соответствующем органе, и, прежде все-
го, в поддержании энергообеспечения кле-
ток. Аминотрансферазы регулируют энер-
гетическое звено организма, катализируя 
переаминирование аминокислот, которые 
как субстрат входят в запасной путь цикла 
Кребса для быстрого и короткого пути вы-
работки энергии при «острой» ее нехватке 
[3]. Таким образом, импульсное магнитное 
поле в заданном режиме способствовало 
повышению резистентности организма 
к стрессовому воздействию, вызывая вклю-
чение защитных реакций, направленных 
на мобилизацию энергетических ресурсов 
организма.

Обращает внимание тот факт, что само 
по себе воздействие трехдневного курса 
импульсного магнитного поля в режиме I 
не вызывало значимых изменений в орга-
низме животных. Исключение составляет 
уровень глюкозы в плазме крови, который 
превышал на 10% (р≤0,01) интактный по-

казатель. Известно, что эндокринная сис-
тема входит в число наиболее чувствитель-
ных к магнитному полю систем организма. 
Вероятной причиной повышения уровня 
глюкозы в крови под воздействием им-
пульсного магнитного поля в данном режи-
ме может быть активация катаболического 
гормона глюкагона с последующим запу-
ском процессов гликогенолиза и гликонео-
генеза с образованием глюкозы и выходом 
ее в кровь [15].

Предварительное воздействие импульс-
ного магнитного поля в режиме II осла-
бляло эффекты адреналина, способствуя 
включению защитно-приспособительных 
реакций, направленных на нормализацию 
электрокинетических и структурно-функ-
циональных характеристик мембраны 
(рост ЭФПЭ на 42%, р≤0,001, снижение 
уровня глюкозы и МДАэр на 12%, р≤0,001, 
и 75%, р≤0,05, соответственно), но не отме-
няло их. Так, импульсное магнитное поле 
в режиме II показало свою низкую эффек-
тивность в качестве модификатора стрес-
сового состояния, незначительно снижая 
интенсивность проявления стрессовой ре-
акции организма.

В чистом виде импульсное магнит-
ное поле с заданными характеристиками 
проявляло себя как раздражитель сред-
ней силы. Отмечено снижение электро-
форетической подвижности эритроцитов 
на 25% (р≤0,001) относительно интакта. 
Зафиксированное снижение ЭФПЭ, с од-
ной стороны, может являться следствием 
активации эндокринной системы организ-
ма под действием магнитного поля, в ре-
зультате которой происходит повышение 
уровня катехоламинов, запускающих моди-
фикацию морфофункциональной органи-
зации клеток. С другой стороны, известно, 
что биологическое состояние мембраны 
клетки напрямую связано с поверхностным 
зарядом, о наличии которого можно судить 
по электрофоретической подвижности [5, 
16]. Под влиянием магнитных полей может 
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изменяться активность АТФ-азы, концен-
трация ионов на внутренней и внешней 
поверхности мембраны, что изменяет ее 
свойства [13]. На наличие функциональных 
изменений в клеточной мембране указыва-
ет и полученное в эксперименте снижение 
уровня малонового диальдегида в эритро-
ците на 60%, р≤0,05, а также увеличение 
активности цитозольного фермента ЛДГ 
в плазме крови крыс на 20% (р≤0,05) от-
носительно интакта. Зафиксированное 
снижение уровня глюкозы в крови на 66% 
(р≤0,001) относительно интактной группы 
животных говорит о перестройке энерге-
тического метаболизма клеток под дей-
ствием физического фактора. Возросшие 
при стрессе энергетические потребности 
организма обеспечиваются за счет утилиза-
ции глюкозы [3].

Несмотря на то что первичные меха-
низмы воздействия низкочастотного маг-
нитного поля остаются малоизученными, 
авторы исследований в этой области по-
лагают, что ведущим эффектом является 
изменение нейрогуморальных и структур-
но-метаболических процессов на уровне 
мембран клеток, тканей и систем организ-

ма [19]. Данный концепт был подтвержден 
нашим исследованием: ИМП с заданными 
параметрами вызывало напряжение физи-
ологических механизмов обеспечения био- 
электрического гомеостаза, развитие об-
щей неспецифической реакции организма 
с включением энергетических резервов.

Заключение
Анализируя вышеизложенное, можно за-

ключить, что в режиме I магнитное поле по-
вышало устойчивость организма к адрена-
лину, вызывая развитие неспецифической 
адаптационной реакции, направленной 
на мобилизацию энергетических ресурсов 
в клетке, выражающуюся в повышении 
уровня глюкозы в крови, а также актив-
ности аспартатаминотрансферазы в сыво-
ротке крови крыс. Импульсное магнитное 
поле в режиме II не обладало стресс-про-
текторными свойствами, но модулировало 
реакцию организма на действие адрена-
лина, оказывая влияние на проницаемость 
клеточной мембраны и ее электрокинети-
ческие характеристики, ферментативную 
активность, а также энергетические про-
цессы в клетке.
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СРАВНЕНИЕ ИММУНОГЕННОСТИ  
ВАКЦИНЫ «ГАМ-КОВИД-ВАК» ПРИ ВНУТРИМЫШЕЧНОМ  

И ИНТРАНАЗАЛЬНОМ ПУТЯХ ВВЕДЕНИЯ В ЭКСПЕРИМЕНТЕ 

Е.И. Каторкина, И.В. Лягоскин, Е.Н. Бочарова, М.В. Болотникова, А.А. Борзов,  
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О.М. Стрижакова, А.С. Першин, Я.А. Бахарева, П.Е. Каргополова, А.П. Васильев,  
А.А. Казаров, М.В. Лыков, Р.А. Хамитов
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601125, Российская Федерация, Владимирская обл.,  

Петушинский р-н, п. Вольгинский, Владимирская ул., 14Б

Представлены результаты сравнительного исследования иммуногенности двухкомпонентной вак-
цины «Гам-КОВИД-Вак» производства АО «ГЕНЕРИУМ» (Россия) при разных путях введения 
мышам линии BALB/c (после введения первого или обоих компонентов). Об иммуногенности су-
дили по изменению уровня антигенспецифических антител IgG и IgA в крови и бронхоальвео-
лярной жидкости, количеству Т-лимфоцитов, вырабатывающих IFN-γ при антигенной стимуляции, 
количеству антигенспецифических IFN-γ-продуцирующих CD4 и CD8 Т-лимфоцитов. Исследо-
вание показало, что интраназальное введение индуцировало развитие мукозального иммунитета, 
значительно превосходя качественно и количественно эффект внутримышечного введения (по ко-
личеству животных с антигенспецифическими антителами IgА и титру антител в сыворотке крови 
и бронхоальвеолярном лаваже); в то время как внутримышечное несколько превосходило эффект, 
полученный при интраназальном введении, по влиянию на общее количество продуцирующих 
IFN-γ CD8-лимфоцитов.
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«Сравнение иммуногенности вакцины “Гам-КОВИД-Вак” 
при внутримышечном и интраназальном путях введения в эксперименте»

GENERIUM 
601125, Russian Federation, Vladimir Region, Petushinskiy District,  
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In this work, we set out to compare the immunogenicity of the Gam-COVID-Vac two-component vaccine  
produced by GENERIUM JSC (Russia) following its intranasal or intramuscular administration of the first 
or both components to BALB/c mice. The immunogenicity was evaluated according to antigen-specific IgG 
and IgA antibodies in the blood and bronchoalveolar fluid, the number of antigen-specific IFN-γ-producing 
T-lymphocytes, the number of antigen-specific IFN-γ-producing CD4 and CD8 T-lymphocytes. Intranasal 
administration was shown to induce the mucosal immunity, significantly exceeding both qualitatively and 
quantitatively the effect of intramuscular administration (by the number of animals with antigen-specific 
IgA antibodies and the titer of antibodies in blood serum and bronchoalveolar lavage). At the same time, 
intramuscular administration slightly exceeded the effect obtained under intranasal administration in terms 
of the total number of CD8-IFN-γ-producing lymphocytes.
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Введение
Человеческие аденовирусы являются 

очень удобным инструментом в качестве 
вектора для генной и онколитической тера-
пии, а также для вакцинации [4]. На основе 
двух типов рекомбинантных аденовирусов 
(26 серотип — rAd26 и 5 серотип — rAd5), 
несущих ген S-белка (гликопротеина) ви-
руса SARS-CoV-2 (входит в состав поверх-
ностных молекул вирусной частицы), была 
разработана «Гам-КОВИД-Вак» (Gam-
COVID-Vac, ATX — J07BX03) для профи-
лактики заболевания, вызываемого виру-
сом SARS-CoV-2 (Severe acute respiratory 
syndrome-related coronavirus 2). Оба сероти-
па аденовируса не способны к репликации. 
Применение вакцины предполагает пооче-
редное введение компонента-1 (содержит 
rAd26), спустя 3 недели — компонента-2 
(содержит rAd5). Такой режим введения 
обозначен термином «гетерологический 
прайм-буст». Использование двух серо-
типов позволяет увеличить диапазон ми-

шеней и уменьшить вероятность нежела-
тельного иммунного ответа на векторную 
составляющую (который снижает эффек-
тивность вакцинации), а режим прайм-буст 
увеличивает интенсивность и длительность 
возникающего иммунитета, как показано 
в случае вакцин против гриппа [7, 8].

Многолетний опыт вакцинации пока-
зывает, что путь введения определяет 
в значительной степени эффективность 
развивающегося иммунитета: так, перо-
ральная иммунизация обычно стимулирует 
иммунные реакции в желудочно-кишеч-
ном тракте, слизистой оболочке полости 
рта и носоглоточной лимфоидной ткани, 
а интраназальная – эффективно индуци-
рует выработку антител в слюнных желе-
зах, лимфоидной ткани, локализованной 
в носоглоточной области и нижних дыха-
тельных путях [10]. Учитывая, что вход-
ными воротами для вируса SARS-CoV-2 
являются верхние дыхательные пути, пред-
ставлялось целесообразным попытаться 
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использовать ее и для мукозальной имму-
низации. Кроме того, замена инъекционной 
иммунизации на мукозальную позволяет 
решать ряд проблем: снизить дискомфорт 
у детей за счет исключения болевого стрес-
са, уменьшить экономические и трудовые 
затраты при расширении масштабов вакци-
нопрофилактики, особенно тогда, когда она 
требуется в ограниченные сроки для боль-
ших контингентов [1].

Целью данной работы было оценить 
иммуногенность вакцины «Гам-КОВИД-
Вак» при интраназальном пути введения 
мышам в сравнении с внутримышечным.

Материалы и методы
Вакцина. Оба компонента представля-

ли собой однородный бесцветный слегка 
опалесцирующий раствор (pH=7,4), содер-
жащий рекомбинантные аденовирусные 
частицы с геном гликопротеина S вируса 
SARS-CoV-2 (компонент-1 — аденовирус-
ные частицы 26 серотипа, компонент-2 — 
аденовирусные частицы 5 серотипа, кон-
центрация вирусных частиц 2,0×109/мл) 
производства АО «ГЕНЕРИУМ» (Россия). 
В качестве негативного контроля исполь-
зовали р-р вспомогательных веществ 
(pH=7,4) производства АО «ГЕНЕРИУМ» 
(Россия).

Животные. В экспериментах исполь-
зованы мыши (самки) SPF-статуса ли-
нии BALB/c (производитель: “Taconic 
Biosciences, Inc.”, США) в возрасте 14 не-
дель на начало исследования. Данная ли-
ния обладает высоким уровнем иммуноло-
гической реактивности к антигенам вируса 
SARS-CoV-2 [9, 12]. Условия содержания 
и использования животных были рассмотре-
ны и одобрены Комиссией по биоэтике АО 
«ГЕНЕРИУМ». После поступления живот-
ные проходили адаптацию в течение 7 дней, 
во время которой и затем в исследовании их 
содержали группами в индивидуально вен-
тилируемых клетках, обеспечивая стабиль-

ные параметры микроклимата (температура 
22–24°С, влажность 40–60%) при световом 
режиме дня и ночи 12:12, при свободном 
доступе к корму и воде. Корм «ЧАРА» 
для разведения лабораторных животных 
SPF-категории (ООО «Ассортимент Агро», 
Россия) и «ВАКА» (ООО «БИОСФЕРА», 
Россия) перед раздачей автоклавирова-
ли. Для поения животных использовали 
воду, прошедшую подготовку в обратно-
осмотической установке (RiOs 100 High 
Fouling, “Millipore”, Франция) и разлитую 
в автоклавированные бутылочки. Подстил 
состоял из смеси 1:4 подстила «Золотой 
Кот» (производства ООО «ЗКК «Золотой 
Початок», Россия) и SAFE (производ-
ства “J. Rettenmaier&Sohne Gmbh+CO”, 
Германия), перед использованием его авто-
клавировали. Групповую идентификацию 
осуществляли при помощи карточек-этике-
ток, индивидуальную — нанесением меток 
на ушную раковину. Эвтаназию проводили 
с использованием двуокиси углерода.

Дизайн исследования. Формировали 
8 групп животных (табл. 1) массой тела 
21,4–24,2 г (min — max). Животные групп 
1–4 получали плацебо (Пл) или компо-
нент-1 вакцины (ВК1) однократно: группы 
1 и 2 получали плацебо (Пл1), группы 3 и 4 – 
компонент-1 вакцины (ВК1). Вещества вво-
дили внутримышечно (в/м) группам 1 и 3, 
интраназально (и/н) – группам 2 и 4. Мыши 
групп 5–8 получали вещества 2 раза: груп-
пы 5 и 6 – плацебо (Пл2), группы 7 и 8 — 
сначала ВК1, через 21 сут — компонент-2 
вакцины (ВК2). Путь введения для групп 5 
и 7 был в/м, для групп 6 и 8 – и/н. День пер-
вого введения считался нулевыми сутками 
эксперимента.

Отбор образцов (кровь, бронхоальвео-
лярная жидкость (БАЛ) и селезенка) про-
водили у животных групп 1–4 на 21-е  сут, 
у групп 5–8 – на 42-е сут. В сыворотке 
крови и в БАЛ определяли титр антител 
IgG и IgA, специфичных к пептидам, вхо-
дящим в структуру S гликопротеина ви-
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руса SARS-CoV-2 (анти-S-IgG и анти-S-
IgA). В селезенке оценивали количество 
Т-клеток, продуцирующих IFN-γ при сти-
муляции пептидами S гликопротеина ви-
руса SARS-CoV-2 (антигенспецифические 
Т-IFN-γ), количество CD4-позитивных 
и CD8-позитивных Т-лимфоцитов, проду-
цирующих IFN-γ в ответ на пептиды глико-
протеина S вируса SARS-CoV-2 (антиген-
специфические CD4-IFN-γ и CD8-IFN-γ). 
Наблюдение за животными на предмет об-
щего состояния и смертности осуществляли 
ежедневно, клинический осмотр животных 
проводили до введения, через 24 ч после 
введения и перед эвтаназией на 21-е и 42-е 
сут. Всех павших животных подвергали не-
кропсии и гистологическому исследованию 
органов с выявленными макроскопически 
изменениями. Согласно стандартной опе-
рационной процедуре в ходе клинического 
осмотра оценивали упитанность, состояние 
шерсти и кожного покрова, наличие выде-
лений из естественных отверстий, актив-
ность, потребление корма/воды, состояние 
фекалий, реакцию на руки, тургор кожи, со-
стояние видимых слизистых оболочек, на-
личие аномалий зубов. Животных взвеши-
вали накануне введения и перед эвтаназией. 
Об иммуногенности вакцины судили по из-
менению уровня антигенспецифических ан-
тител IgG и IgA в крови и бронхоальвеоляр-
ной жидкости, количеству Т-лимфоцитов, 
вырабатывающих IFN-γ при антигенной 
стимуляции, количеству антигенспецифи-

ческих IFN-γ-продуцирующих CD4 и CD8 
Т-лимфоцитов.

Введение вакцины. Вакцину (компо-
нент-1 — ВК1 и компонент-2 — ВК2) вво-
дили в дозе 1,0×108 вирусных частиц ка-
ждому животному в объеме 50 мкл, плацебо 
(Пл) вводили в том же объеме один (Пл1) 
или два раза (Пл2). Инъекцию проводили 
в мышцу бедра, при интраназальном пути 
введения — по 25 мкл в каждую ноздрю.

Отбор и подготовка проб крови, БАЛ 
и селезенки. Отбор крови проводили после 
эвтаназии торакотомией в пробирки с акти-
ватором свертывания, отделяли сыворотку 
центрифугированием (1000 об./мин, 5 мин, 
20°С), разливали сыворотку на 3 аликвоты 
и хранили до проведения анализа при тем-
пературе не выше -50°С. После отбора кро-
ви животное фиксировали на препароваль-
ном столике, последовательно выполняли 
разрезы кожи, подкожной клетчатки, по-
верхностных фасций от нижнегрудинной 
области до верхнего отдела шеи, сепариро-
вали мышцы, выделяли трахею. Проводили 
под трахею лигатуру и делали микроразрез, 
вводили в него иглу и затягивали лигатуру. 
Затем медленно вводили 0,5 мл стерильного 
физ. р-ра для инфузий, отбирали жидкость 
и переносили ее в пробирки. Процедуру 
введения и забора раствора повторяли два-
жды. Полученную БАЛ центрифугировали 
(2300 об./мин 10 мин при 20°С), надосадоч-
ную жидкость переносили в стерильные 
пробирки и до анализа хранили при темпе-

Таблица 1. Распределение животных по группам
Table 1. Distribution of animals by groups

Группа Вводимое вещество Путь и объем 
введения

Количество и пол 
животных

Сутки отбора 
образцов

1 Пл1 в/м 50 мкл 10 ♀ 21

2 Пл1 и/н 50 мкл 10 ♀ 21

3 ВК1 в/м 50 мкл 10 ♀ 21

4 ВК1 и/н 50 мкл 10 ♀ 21

5 Пл2 в/м 50 мкл 10 ♀ 42

6 Пл2 и/н 50 мкл 10 ♀ 42

7 ВК1+ВК2 в/м 50 мкл 10 ♀ 42

8 ВК1+ВК2 и/н 50 мкл 10 ♀ 42
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ратуре не выше -70°С. Селезенку выделяли 
и помещали в чашки Петри со стерильным 
изотоническим фосфатно-солевым буфер-
ным р-ром, удаляли капсулу и жир, гомоге-
низировали, процеживали полученные су-
спензии через фильтр для клеток (“Falcon® 
70 µm Cell Strainer Corning Inc.”, США) 
и осаждали клетки центрифугированием 
(1200 об./мин, 5 мин). Супернатант удаляли, 
осадок ресуспендировали в среде для кри-
оконсервации и разливали по пробиркам. 
Пробирки хранили до анализа при темпе-
ратуре не выше -152°С.

Выявление антител классов IgA и IgG, 
специфичных к гликопротеину S виру-
са SARS-CoV-2, и определение их титра. 
Использовали методы непрямого иммуно-
ферментного анализа, которые предвари-
тельно были валидированы в соответствии 
с работами [6, 11]. В качестве носителя 
антигена использовали готовые планшеты 
с иммобилизованным гликопротеином S 
из набора реагентов «SARS-CoV-2-RBD-
ИФА-Гамалеи» (Филиал «Медгамал» 
ФГБУ «НИЦЭМ им. Гамалеи» Минздрава 
России, Россия). В лунки планшета вноси-
ли по 100 мкл сыворотки или БАЛ (в виде 
серии разведений от 1/100), инкубировали 
1 ч в шейкере-термостате (скорость вра-
щения 250 об./мин, 37°С), трижды промы-
вали буферным р-ром, вносили антитела, 
конъюгированные с пероксидазой хрена 
(поликлональные козьи антитела к мыши-
ным IgA или IgG производства “Abcam”, 
Великобритания), инкубировали в шей-
кере-термостате 1 ч (скорость вращения 
250 об./мин, 37°С), трижды промывали. 
Вносили по 100 мкл хромогенного субстра-
та к пероксидазе хрена, инкубировали 5 мин 
при комнатной температуре до развития 
голубой окраски. Реакцию останавливали 
добавлением 0,5 М р-ра H2SO4 и измеряли 
оптическую плотность (ОП) фотометром 
Microplate Manager® 6 (xMark, “Bio-Rad”, 
США) при длине волны 450 нм.

При выявлении антител определяли их 
титр, для чего рассчитывали нормирован-
ный коэффициент в каждом разведении 
как соотношение ОП образца к ОП буфер-
ного р-ра. Титр антител определяли по фор-
муле:

где RH — максимальный коэффициент раз-
ведения исследуемого образца (ИО), нор-
мированный коэффициент которого выше 
предельного значения; KH — нормирован-
ный коэффициент для ИО с максимальным 
разведением, превышающим предельное 
значение; KL — нормированный коэффи-
циент для исследуемого образца с мини-
мальным разведением ниже предельного 
значения; RL — минимальный коэффициент 
разведения ИО, нормированный коэффици-
ент которого ниже предельного значения; 
RH — максимальный коэффициент разведе-
ния ИО, нормированный коэффициент ко-
торого выше предельного значения; 2,0 — 
предельное значение нормированного 
коэффициента, оцененное при валидации 
метода.

Определение количества Т-лимфоци-
тов, продуцирующих IFN-γ при сти-
муляции антигеном. Использовали на-
бор Mouse IFN-γ ELISpot PLUS Kit 
(“MABTECH”, Швеция) и метод ELISpot, 
предварительно валидированный в соот-
ветствии с работой [6]. Суспензию спле-
ноцитов после разморозки и отмывки пе-
реводили в питательную среду DMEM/F12 
(“Sigma Aldrich”, США) с 10% фетальной 
бычьей сывороткой (“HyClone”, США) 
с концентрацией 3,0×106 кл/мл. В лунки 
96-луночного плоскодонного планшета 
из коммерческого набора, покрытые анти-
телами к IFN-γ мыши, вносили по 100 мкл 
суспензии спленоцитов каждого животного 
и S-белок SARS-CoV-2 (АО «ГЕНЕРИУМ», 
Россия), в лунках негативного контроля 
присутствовали только спленоциты, в лун-
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ки позитивного контроля к спленоцитам 
добавляли 10 мг/мл конканавалина А (ООО 
НПП «ПанЭко», Россия). Инкубировали 
12–48 ч (37°С, 5% СO2, влажность 95%), 
затем лунки промывали, вносили детекти-
рующие биотинилированные антитела, ин-
кубировали 2 ч при комнатной температуре. 
После отмывки вносили р-р стрептовидина, 
конъюгированного с щелочной фосфатазой, 
и оставляли на 1 ч при комнатной темпера-
туре. После отмывки вносили р-р субстрата, 
инкубировали в темном месте при комнат-
ной температуре 10–30 мин до появления 
отчетливо видимых пятен в позитивном 
контроле. Окрашенные пятна подсчитыва-
ли с помощью AID Classic ELISpot Reader 
(“AID GmbH”, Германия), из количества 
пятен в лунках с антигеном (S-белок вируса 
SARS-CoV-2) вычитали количество пятен 
в лунках со средой (негативный контроль).

Определение антигенспецифических 
IFN-γ-продуцирующих CD8+ и CD4+ 
Т-лимфоцитов. Методика была предвари-
тельно валидирована в соответствии с ра-
ботой [6]. Суспензию спленоцитов после 
разморозки и отмывки переводили в пита-
тельную среду DMEM/F12 (“Sigma Aldrich”, 
США) с 10% фетальной бычьей сыворот-
кой (“HyClone”, США) с концентрацией 
клеток 5,0×106/мл. В лунки 96-луночного 
круглодонного планшета (“Corning”, США) 
вносили по 100 мкл суспензии спленоци-
тов каждой мыши и S-белок SARS-CoV-2 
(АО «ГЕНЕРИУМ», Россия), в лунках не-
гативного контроля присутствовали только 
спленоциты, в лунки позитивного контроля 
кроме спленоцитов добавляли 10 мкг/мл 
конканавалина А (ООО НПП «ПанЭко», 
Россия). Инкубировали 24±1 ч (37°С, 5% 
СO2, влажность 95%), затем добавляли р-р 
ингибитора транспорта белка, содержащего 
брефельдин А (“BD Biosceinces”), инкуби-
ровали в тех же условиях еще 4 ч. Клетки 
отмывали, ресуспендировали в фосфат-
но-солевом буфере, добавляли реагент 
для определения жизнеспособных клеток 

Fixable Viabiliti Stain 510 (“BD Biosceinces”), 
икубировали 7±2 мин при 37°С, отмывали 
и добавляли р-р Fc Bloсk (“BD Biosceinces”). 
Затем в лунки вносили реагенты для имму-
нофенотипирования (все — производства 

“BD Biosceinces”): крысиные антитела про-
тив CD3 мыши, конъюгированные с PerCP-
Cy™ 5.5 Клон 17A2, против CD4 мыши, 
конъюгированные с PE Клон RM4-5, 
против CD8 мыши, конъюгированные 
с BB515, Клон 53-6,7. Планшет инкуби-
ровали в темноте 30 мин (5°С), отмывали, 
осадок каждой лунки ресуспендирова-
ли в 100 мкл р-ра для фиксации Fixation 
Buffer (“BD Biosceinces”), инкубировали 
в течение 20 мин (5°С), клетки отмывали р-
ром для пермеабилизации и отмывки Perm/
Wash (“BD Biosceinces”) и ресуспендировали 
в 100 мкл этого же раствора, инкубировали 
20 мин (5°С), отмывали, ресуспендировали 
в 50 мкл этого же раствора и добавляли кры-
синые антитела против IFN-γ мыши, конъ-
югированные с BV421, клонXMG1.2 (“BD 
Biosceinces”). Инкубировали 30 мин в темно-
те (5°С), отмывали и ресуспендировали р-ром 
для пермеабилизации и отмывки Perm/Wash. 
Интенсивность флуоресценции измеряли 
на 3-лазерном проточном цитометре Canto 
II (“Becton Dickinson”, США). Использовали 
следующий порядок гейтирования: выделяли 
живые клетки, затем CD3+ популяцию, затем 
CD4+ и CD8+ клетки, в популяциях CD4+ 
или CD8+ Т-клеток выделяли клетки, пози-
тивные по маркерам IFN-γ. Для достовер-
ности получаемых данных в живых клетках 
собирали не менее 50000 событий. Данные 
обрабатывали с помощью программного 
обеспечения FlowJo 7.6.5 и MS Excel, GrafPad 
Prism 8.0. По результатам анализа рассчиты-
вали среднее значение процентного содер-
жания CD4+ и CD8+ Т-клеток по маркерам 
IFN-γ. Если коэффициент вариации (% CV) 
значений для каждого образца превышал 30%, 
то исследование повторялось.

Патоморфологическое исследование. 
Павших животных вскрывали, оценивали 
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состояние трупа (выделения из естествен-
ных отверстий, состояние кожи, брюшины), 
органы грудной клетки и брюшной полости, 
оболочки мозга и головной мозг; органы 
с выявленными макроскопически измене-
ниями отбирали для приготовления гисто-
логических препаратов и их последующего 
анализа. После фиксации формалиновым 
буфером образцы обезвоживали, заливали 
в парафин, изготавливали срезы толщи-
ной 3–5 мкм, окрашивали гематоксилином- 
эозином и изучали с использованием ми-
кроскопа Leica DM4000.

Методы статистической обработки 
данных. Межгрупповое сравнение коли-
чества особей с антителами проводили 
с использованием χ2. Для сравнения групп 
по содержанию антител после логарифми-
ческой трансформации по основанию 10 
оценили соответствие значений лог-титра 
нормальному распределению (по критерию 
Шапиро — Уилка), при нормальном рас-
пределении использовали двухфакторный 
дисперсионный анализ с последующим 
попарным сравнением методом Тьюки. 
Сравнение групп по содержанию CD4+ 
и CD8+ клеток проводили методом попар-
ного межгруппового сравнения Сидака 

(Šídák's test) и двухфакторным дисперси-
онным анализом (2-way ANOVA). Для оп-
ределения статистических выбросов был 
использован критерий Граббса. Для вычи-
слений и построения графиков использова-
ли программу GraphPad Prism 8.0.

Результаты исследований
Состояние животных в период наблю-

дения. Клинические осмотры не выявили 
отклонений в состоянии здоровья. Масса 
тела животных мало изменялась в период 
наблюдения, различий между группами 
по динамике массы тела не было. В груп-
пах 6 (Пл2 и/н) и 7 (ВК1+ВК2 в/м) погибло 
по одному животному (на 35-е и 5-е сут со-
ответственно). Макро- и микроскопических 
изменений, подтверждающих, что причи-
ной гибели могло быть введенное вещество, 
не обнаружено.

Антитела классов IgA и IgG, специфич-
ные к гликопротеину S вируса SARS-
CoV-2. В группах, получавших плацебо, 
анти-S-IgG и анти-S-IgA не обнаружены 
как в сыворотке крови, так и в БАЛ (табл. 2).

Введение ВК1+ВК2 и/н вызывало появ-
ления анти-S-IgG и анти-S-IgA в сыворот-
ке крови у большего количества животных, 

Таблица 2. Количество животных с антителами IgA и IgG, специфичными к гликопротеину S вируса SARS-
CoV-2, в сыворотке крови и БАЛ в группах, получавших плацебо одно- или двукратно (Пл1 или Пл2), вакцину 
(один ВК1 или два компонента ВК1+ВК2) внутримышечно (в/м) или интраназально (и/н)
Table 2. The number of animals with IgA and IgG antibodies specific to the SARS-CoV-2 virus glycoprotein S in the 
blood serum and BAL in the groups receiving placebo once or twice (Pl1 or Pl2), the vaccine (VC1 or VC1+VC2) 
intramuscularly (i/m) or intranasally (i/n)

Группа Анти-S-IgA Анти-S-IgG
сыворотка БАЛ сыворотка БАЛ

1 (Пл1 в/м) n=10 0 0 0 0

2 (Пл1 и/н) n=10 0 0 0 0

3 (ВК1 в/м) n=10 3 0 3 0

4 (ВК1 и/н) n=10 8 0 10 0

5 (Пл2 в/м) n=10 0 0 0 0

6 (Пл2 и/н) n=9 0 0 0 0

7 (ВК1+ВК2 в/м) n=9 1 0 9 9

8 (ВК1+ВК2 и/н) n=10 10а 4 10а 8

Примечание: а — различия с группой 7 статистически значимы (χ2, p<0,0001).
Note: a — differences with group 7 are statistically significant (χ2, p<0.0001).
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чем внутримышечное. Титр в сыворотке 
крови анти-S-IgA был выше при и/н вве-
дении в группах ВК1 и ВК1+ВК2, чем 
при в/м: в группе 3 у всех мышей составил 
менее 1:100, в группе 4 у шести мышей был 
меньше или равен 1:100, по одному жи-
вотному имело титр 1:113 и 1:164; в груп-
пе 7 у одного животного титр ниже 1:100, 
в группе 8 титр в среднем составлял около 
1:755 (min 1:100, max 1:1833). Титр анти-S-
IgA в БАЛ в группе 4 в среднем составлял 
1:380 (min 1:100, max 1:838). По лог-титру 
анти-S-IgA в сыворотке крови группа 4 ста-
тистически значимо превосходила группу 3 
(P-значение для попарного сравнения с по-
правкой Тьюки < 0,0001).

ВК1, вне зависимости от пути введения, 
менее эффективно стимулировало появле-
ние анти-S-IgG в сыворотке крови (рис. 1А) 
и БАЛ животных (рис. 1Б), чем введение 
ВК1+ВК2. Интраназальное введение ВК1 

в большей степени стимулировало появле-
ние анти-S-IgG в сыворотке крови, чем вну-
тримышечное, при введении ВК1+ВК2 эф-
фективность стимуляции анти-S-IgG была 
сопоставима после в/м или и/н введения.

Количество Т-лимфоцитов, продуци-
рующих IFN-γ при антигенной стиму-
ляции. Количество темно-фиолетовых 
пятен в лунке, соответствующее количест-
ву Т-лимфоцитов, секретирующих IFN-γ 
в ответ на стимуляцию пептидами глико-
протеина S вируса SARS-CoV-2, оценивали 
в двух повторностях. Из полученных усред-
ненных значений вычитали количество пя-
тен в отрицательном контроле (спленоциты 
в среде), получив нормированное число  
пятен. В группах, которым вводили плацебо, 
нормированное число пятен не превышало 
6,5 и в большинстве случаев находилось 
в интервале от -2,0 до 2,5. Не обнаружено 
статистически значимых различий между 

Рис. 1. Сравнение уровня антител класса IgG, специфичных к гликопротеину S вируса SARS-CoV-2 (лог-титр), 
в сыворотке крови животных (А) и в БАЛ (Б) в группах 3 (ВК1 в/м), 7 (ВК1+ВК2 в/м), 4 (ВК1 и/н) и 8 (ВК1+ВК2 и/н).
Примечание: зеленым цветом обозначены группы, получавшие вакцину внутримышечно (в/м), синим — интра-
назально (и/н); ns означает отсутствие статистически значимых различий, ** или **** — наличие различий 
(попарное межгрупповое сравнение методом Тьюки, P-значение с поправкой Тьюки < 0,0001).
Fig. 1. Comparison of the level of IgG antibodies specific to the SARS-CoV-2 virus glycoprotein S (log titer) in the blood 
serum of animals (A) and BAL (Б) in groups 3 (ВК1 i/m), 7 (ВК1+ВК2 i/m), 4 (ВК1 i/n) and 8 (ВК1+ВК2 i/n).
Note: green indicates groups that received the vaccine intramuscularly (i/m), blue — intranasally (i/n); ns means no 
statistically significant differences, ** or **** — the presence of differences (pairwise intergroup comparison by the 
Tukey method, P-value with Tukey correction < 0.0001).
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группами 1 (Пл1 в/м) и 3 (ВК1 в/м), 2 (Пл1 
и/н) и 4 (ВК1 и/н).

ВК1, вне зависимости от пути введения, 
не приводило к повышению количества 
антигенспецифических Т-IFN-γ в селе-
зенке мышей (рис. 2). Введение ВК1+ВК2 
вызывало увеличение популяции антиген-
специфических Т-IFN-γ, при этом эффект 
от внутримышечного введения превосхо-
дил таковой при интраназальном введении.

Количество антигенспецифических 
IFN-γ-продуцирующих CD4 и CD8 
Т-лимфоцитов. Введение ВК1 в/м или и/н 
(табл. 3) не приводило к повышению ко-
личества антигенспецифических CD4-
IFN-γ, но увеличивало вдвое популяцию 
CD8-IFN-γ. Введение ВК1+ВК2 вызывало 
увеличение количества как CD4-IFN-γ, так 
и CD8-IFN-γ. Изменение в размере популя-
ций CD4-IFN-γ и CD8-IFN-γ после введе-

ния ВК1 или ВК1+ВК2 не зависело от пути 
введения.

По влиянию на размер популяции ан-
тигенспецифических CD4-IFN-γ (рис. 3) 
введение ВК1 в/м или и/н между собой 
не различались. Введение ВК1+ВК2 в/м 
приводило к большему увеличению попу-
ляции антигенспецифических CD8-IFN-γ, 
чем и/н введение.

Обсуждение результатов
Выявление антител, специфичных к гли-

копротеину S вируса SARS-CoV-2 в ответ 
на введение вакцины, показало, что и/н спо-
соб введения в сравнении с в/м значитель-
но сильнее стимулирует выработку антител 
(анти-S-IgG и анти-S-IgA). Это различие 
в первую очередь проявляется в значимом 
увеличении количества животных с анти-

Рис. 2. Сравнение количества Т-лимфоцитов, продуцирующих IFN-γ в ответ на стимуляцию гликопротеином S 
вируса SARS-CoV-2 (нормированное число пятен), в клетках, выделенных из селезенки животных групп 3 (ВК1 в/м), 
4 (ВК1 и/н), 7 (ВК1+ВК2 в/м) и 8 (ВК1+ВК2 и/н).
Примечание: синим цветом обозначены группы, получавшие вакцину внутримышечно (в/м), красным — интрана-
зально (и/н); ns означает отсутствие статистически значимых различий, * или **** — наличие различий (попар-
ное межгрупповое сравнение методом Сидака, P-значение с поправкой Сидака < 0,0001).
Fig. 2. Comparison of the number of T-lymphocytes producing IFN-γ in response to stimulation by glycoprotein S of the 
SARS-CoV-2 virus (normalized number of spots) in the spleen of animals of group 3 (ВК1 i/m), 4 (ВК 1 i/n), 7 (ВК1+ВК2 i/m) 
and 8 (ВК1+ВК2 i/n).
Note: the blue color indicates the groups that received the vaccine intramuscularly (i/m), red — intranasally (i/n); ns means 
no statistically significant differences, * or **** — the presence of differences (pairwise intergroup comparison by Sidak 
method, P-value with Sidak correction < 0.0001).
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Рис. 3. Сравнение количества CD4 (А) и CD8 (Б) позитивных Т-лимфоцитов, продуцирующих IFN-γ в ответ на 
стимуляцию гликопротеином S вируса SARS-CoV-2 (логарифм процент), в селезенке животных групп 3 (ВК1 в/м), 
4 (ВК1 и/н), 7 (ВК1+ВК2 в/м), и 8 (ВК1+ВК2 и/н).
Примечание: синим цветом обозначены группы, получавшие вакцину внутримышечно (в/м), красным — интра-
назально (и/н); ns означает отсутствие статистически значимых различий, * — наличие различий (попарное 
межгрупповое сравнение методом Сидака, P-значение с поправкой Сидака < 0,0001).
Fig. 3. Comparison of the number of CD4 (A) and CD8 (Б) positive T-lymphocytes producing IFN-γ in response to 
stimulation by glycoprotein S of the SARS-CoV-2 (logarithm percentage) in the spleen of animals of groups 3 (ВК1 i/m), 
4 (ВК1 i/n), 7 (ВК1+ВК2 i/m), and 8 (ВК1+ВК2 i/n).
Note: the blue color indicates the groups that received the vaccine intramuscularly (i/m), red — intranasally (i/n); ns 
means no statistically significant differences, * — the presence of differences (pairwise intergroup comparison by Sidak 
method, P-value with Sidak correction < 0.0001).

Таблица 3. Количество CD4 и CD8 позитивных Т-лимфоцитов (в % от всех CD3-позитивных клеток), про-
дуцирующих IFN-γ в ответ на стимуляцию гликопротеином S вируса SARS-CoV-2, в селезенке животных, 
получавших плацебо одно- или двукратно (Пл1 или Пл2), вакцину (один ВК1 или два компонента ВК1+ВК2) 
внутримышечно (в/м) или интраназально (и/н) (Mean±SD) 
Table 3. The number of CD4 and CD8 positive T-lymphocytes (in % of all CD3-positive cells) producing IFN-γ in 
response to stimulation by glycoprotein S of the SARS-CoV-2 in the spleen of animals receiving placebo once or twice 
(Пл1 or Пл2), the vaccine (ВК1 or ВК1+ВК2) intramuscularly (i/m) or intranasally (i/n) (Mean±SD)

Группа CD4-IFN-γ (%) CD8-IFN-γ (%)
1 (Пл1 в/м) n=10 0,06±0,02 0,09±0,02
2 (Пл1 и/н) n=10 0,07±0,01 0,07±0,02
3 (ВК1 в/м) n=10 0,08±0,04 0,20±0,07а

4 (ВК1 и/н) n=10 0,09±0,02 0,17±0,07б

5 (Пл2 в/м) n=10 0,06±0,02 0,08±0,02
6 (Пл2 и/н) n=9 0,06±0,01 0,07±0,02
7 (ВК1+ВК2 в/м) n=9 0,15±0,06в 0,59±0,27в

8 (ВК1+ВК2 и/н) n=10 0,13±0,04г 0,30±0,12г

Примечание: различия статистически значимы (2-way ANOVA, p<0,0001): а — с группой 1; б — с группой  
с группой 2; в — с группой с группой 3; г — с группой с группой 4.
Note: the differences are statistically significant (2-way ANOVA, p<0.0001): a — with group 1; б — with group 2;  
в — with group 3; г — with group 4.

А Б

телами в сыворотке, но отчасти и в более 
высоком титре антител (табл. 2, рис. 1).

С другой стороны, введение обоих ком-
понентов вакцины (ВК1+ВК2) в сравнении 

с одним компонентом ВК1 значимо повы-
шает титр анти-S-IgG в сыворотке, хотя 
в отношении анти-S-IgA этот эффект не так 
заметен и проявляется только при и/н вве-
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дении. Кроме того, только после введения 
второго компонента антитела появляются 
в БАЛ (анти-S-IgG — у большинства осо-
бей, анти-S-IgA — у отдельных животных 
и только при и/н введении).

Аналогичные результаты получены и дру-
гими авторами, которые показали, что ис-
следуемая ими вакцина на основе аденови-
русного вектора Ad5, несущего ген S белка 
SARS-CoV-2, при однократном и/н введении 
сильнее стимулировала мукозальный имму-
нитет (анти-S-IgA) у мышей линии BALB/c 
и хомячков, чем при в/м введении, но слабее 
стимулировала гуморальный ответ (анти-
S-IgG) [14]. Подобные результаты получе-
ны и при и/н введении шимпанзе вакцины 
на основе аденовирусного вектора с геном S 
белка SARS-CoV-2: однократное и/н введе-
ние обеспечивало превосходный иммунитет 
против вируса SARS-CoV-2, в большей сте-
пени, чем одна или две в/м иммунизации той 
же дозой [5]. По данным [2], эффективность 
нескольких вариантов вакцин на основе аде-
новирусных векторов, несущих гены разных 
белков вируса SARS-CoV-2, длительность 
нахождения антител к разным белкам вируса 
была вдвое выше после и/н введения (анти-
тела сохранялись в количестве 4-недельного 
уровня спустя еще 4 недели). Возможность 
при помощи вакцины вызвать появление 
мукозального иммунитета особенно важна, 
если иметь в виду, что у многих людей обна-
руживается иммунитет к Ad5, развившийся 
до вакцинирования в результате предшест-
вующей встречи с вирусом, что способно 
снижать эффективность вакцинации адено-
векторной вакциной Ad5 [15]. В таком слу-
чае появление антигенспецифических IgA 
в секрете дыхательных путей после вакци-
нации способно предотвращать инфекцию 
или ослаблять ее течение.

Иммунизация одним компонентом вак-
цины (ВК1), вне зависимости от пути вве-
дения, не приводила к повышению в се-
лезенке общего количества Т-лимфоцитов, 

продуцирующих IFN-γ в ответ на стиму-
ляцию гликопротеином S вируса SARS-
CoV-2, при этом в обеих группах (ВК1 в/м 
и ВК1 и/н) выявлено двукратное увели-
чение количества CD8-IFN-γ, но не CD4-
IFN-γ (табл. 3). После введения второго 
компонента (ВК2) наблюдалось значитель-
ное увеличение популяции антигенспе-
цифических Т-IFN-γ, при этом эффект 
от в/м введения превосходил таковой 
при и/н (рис. 2). Увеличение количества 
Т-лимфоцитов в селезенке, продуцирую-
щих IFN-γ в ответ на стимуляцию гликопро-
теином S вируса SARS-CoV-2, после введе-
ния ВК2 происходило в основном за счет 
повышения доли CD8-IFN-γ, количество 
которых практически удваивалось по срав-
нению с введением только ВК1 (табл. 3). 
По стимулирующему эффекту на клеточ-
ный иммунитет в/м введение превосходи-
ло и/н. Более сильное стимулирующее вли-
яние на количество антигенспецифических 
CD8-IFN-γ, но не CD4-IFN-γ, в селезенке 
мышей после в/м пути введения в сравне-
нии с и/н получено и другими авторами [3, 
13]. Однако в исследовании [2] при оценке 
популяции антигенспецифических IFN-γ-
продуцирующих клеток в БАЛ и лимфо-
идной ткани дыхательных путей показано, 
что и/н путь введения более эффективно 
стимулировал локализованный в дыхатель-
ных путях противовирусный иммунный 
ответ. Следует заметить, что для вирусов, 
вызывающих респираторные заболевания 
(в т.ч. SARS-CoV-2), иммунная система 
слизистой оболочки дыхательных путей 
является первой линией защиты, которая 
опосредована преимущественно антитела-
ми IgA, вырабатываемыми эпителиальны-
ми клетками слизистой оболочки. Поэтому 
и/н путь введения вакцины, вызывающий 
появление анти-S-IgA, представляется бо-
лее предпочтительным, чем в/м.
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Выводы
1. Интраназальный путь введения, в срав-

нении с внутримышечным, значительно 
сильнее стимулировал выработку антител 
классов IgG и IgA. Это различие в первую 
очередь проявлялось в значимом увеличе-
нии количества животных с антителами 
в сыворотке крови.

2. Введение двух компонентов вакцины, 
в сравнении с монотерапией компонентом 
1, значимо повышало титр антител (в пер-
вую очередь IgG) в сыворотке крови. Кроме 
того, только после введения второго компо-
нента антитела появлялись и в образцах 
бронхоальвеолярного лаважа.

3.  Эффект интраназального введения 
компонента 1 вакцины по иммуногенно-
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ГЕНОПРОТЕКТОРНАЯ АКТИВНОСТЬ 
АНТОЦИАНСОДЕРЖАЩЕГО КОМПЛЕКСА 

ARONIA MELANOCARPA 

О.Ю. Рыбалкина1,2,*, О.В. Неупокоева1, О.Л. Воронова1, Т.Г. Разина1, 
Г.И. Калинкина2, В.Ю. Андреева2, Е.А. Киселева1, А.А. Чурин1,  

Е.П. Зуева1, В.В. Жданов1

1 Научно-исследовательский институт фармакологии и регенеративной медицины  
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Антоцианы относятся к флавоноидным соединениям, входящим в группу полифенолов. Одной из 
богатых этой группой БАВ является A. melanocarpa (Michx.) Elliott. — рябина черноплодная. Хими-
ческий анализ показал, что антоциансодержащий комплекс, полученный из плодов А. melanocarpa, 
состоит из антоцианов, флавоноидов, фенолокислот и катехинов. Доминирующими компонентами 
являются антоцианы. Накопилось огромное количество данных, доказывающих, что плоды аро-
нии обладают широким спектром фармакологической активности. С целью оценки безопасности 
применения антоциансодержащего комплекса из плодов A. melanocarpa проведено генотоксиче-
ское исследование растительного комплекса с последующим изучением его влияния на мутаге-
нез на модели доксорубицин-индуцированной генотоксичности в клетках костного мозга мышей 
линии С57Bl/6. Показано, что применение растительного комплекса в дозе 225 мг/кг не оказало 
влияния на цитогенетические показатели клеток костного мозга животных после одно-, двухкрат-
ного введения. Использование антоциансодержащего комплекса привело к снижению поврежде-
ния ДНК, вызванного введением доксорубицина, через 24, 48 ч после введения цитостатика. Таким 
образом, представленные данные о снижении повреждающего действия доксорубицина на ДНК 
антоциансодержащим комплексом А. melanocarpa могут стать основой для создания препарата-
корректора цитостатической терапии злокачественных новообразований.

Ключевые слова: генотоксичность, доксорубицин, антоцианы, Aronia melanocarpa, флавоноиды
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GENOPROTECTIVE ACTIVITY OF ARONIA MELANOCARPA 
ANTHOCYANIN-CONTAINING COMPLEX 

Olga Yu. Rybalkina1,2,*, Oksana V. Neupokoeva1, Olga L. Voronova1, 
Tatyana G. Razina1, Galina I. Kalinkina2, Valeria Yu. Andreeva2, Elena A. Kiseleva1,  

Aleksey A. Churin1, Elena P. Zueva1, Vadim V. Zhdanov1
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Anthocyanins are flavonoid compounds belonging to the group of polyphenols. A. melanocarpa (Michx.) 
Elliott chokeberry is known to be rich in these bioactive substances. The previously conducted chemical 
analysis showed that an anthocyanin-containing complex obtained from A. melanocarpa fruits comprise 
anthocyanins, flavonoids, phenolic acids, and catechins, with anthocyanins being the dominant compo-
nents. A large amount of data indicates that Aronia fruits exhibit a wide spectrum of pharmacological activ-
ity. In this work, we assess the safety of an anthocyanin-containing complex obtained from A. melanocarpa 
fruits by its genotoxic study followed by an analysis of its effect on mutagenesis. To this end, a model of 
doxorubicin-induced genotoxicity in bone marrow cells of C57Bl/6 mice was used. The plant complex 
under study at a dose of 225 mg/kg had no effect the cytogenetic parameters of animal bone marrow cells 
after a single or double administration. The use of the anthocyanin-containing complex led to a decrease 
in DNA damage caused by the administration of doxorubicin, 24 and 48 hours after the introduction of 
a cytostatic agent. Hence, the data obtained can serve as the basis for the creation of a drug corrector for 
cytostatic therapy of malignant neoplasms
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Введение
В настоящее время наблюдается рост 

интереса к исследованию растительных 
продуктов, имеющих широкий спектр 
биологически активных веществ (БАВ) 
и применявшихся в народной медицине 
без научного подтверждения их безвредно-
сти и пользы для здоровья. Как отмечают 
токсикологи, биологи и фармакологи, часто 

эффекты природных соединений ослабля-
ются, когда биологически активные смеси 
разделяются на компоненты и вводятся от-
дельно [25]. К числу перспективных источ-
ников БАВ относится арония черноплодная, 
Aronia melanocarpa (Michx.) Elliott семейст-
ва Rosaceae. Одной из основных групп БАВ 
аронии являются антоцианы. Наряду с эти-
ми веществами арония содержит другие 
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фенольные соединения, углеводы, органи-
ческие кислоты, аминокислоты, минералы, 
витамины, ароматические соединения [16].

Плоды A. melanocarpa являются офи-
цинальным лекарственным сырьем [4] 
и внесены в Государственный реестр ле-
карственных средств (гос. регистрация 
на сухие плоды № 85/301/5, на свежие — 
№ 71/609/16, № 73/941/24) [5]. В литера-
туре описаны иммуномодулирующие, про-
тивовоспалительные, антибактериальные, 
противовирусные, кардио- и гепатопротек-
торные, антиоксидантные свойства сырья 
аронии черноплодной [16]. В экспериментах 
на животных показана антидиабетическая 
активность плодов и листьев аронии [18].

В настоящее время в НИИФиРМ имени 
Е.Д. Гольдберга Томского НИМЦ прово-
дятся исследования антоциансодержащего 
комплекса из плодов A. melanocarpa (АСК). 
В экспериментах установлены противоопу-
холевая, антиметастатическая активность 
изучаемого растительного средства, а также 
его способность повышать эффективность 
химиотерапии перевиваемых опухолей [2, 
12]. Кроме того, показано стимулирующее 
действие АСК на эритроидный росток кро-
ветворения у мышей как с опухолью, так 
и без нее [11].

Согласно современным рекомендациям, 
для оценки безопасности новых фармако-
логических препаратов на этапе доклини-
ческих исследований обязательным явля-
ется изучение их генотоксических свойств. 
Проведение генотоксикологического иссле-
дования соединений растительного проис-
хождения, в частности A. melanocarpa, обу-
словлено способностью некоторых хорошо 
известных природных средств демонстри-
ровать цитогенетические эффекты in vivo. 
Известно, что растительные соединения 
поступают в организм в сложных смесях, 
претерпевают метаболические превраще-
ния, что также может оказывать потен-
циально опасный эффект. Таким образом, 
целью настоящей работы явилось изуче-

ние возможных мутагенных свойств ан-
тоциансодержащего комплекса из плодов 
A. melanocarpa, а также исследование его 
действия на доксорубицин-индуцирован-
ную генотоксичность в клетках костного 
мозга мышей линии С57Bl/6.

Материалы и методы
Эксперимент выполнен на 60 конвенци-

ональных мышах-самках линии С57Вl/6 
массой 20–21 г в возрасте 3 мес. 1 категории 
(сертификат качества № 188-05), получен-
ных из отдела экспериментального биомоде-
лирования НИИФиРМ им. Е.Д. Гольдберга 
Томского НИМЦ. Содержание животных 
и дизайн экспериментальных исследований 
одобрены Комиссией по контролю за содер-
жанием и использованием лабораторных 
животных НИИФиРМ им. Е.Д. Гольдберга 
и соответствовали ГОСТу 33215-2014 
«Правила оборудования помещений и ор-
ганизация процедур при работе с лабора-
торными животными», а также междуна-
родным правилам, принятым Директивой 
2010/63/EU Европейского парламента 
и Совета Европейского союза (22.09.2010) 
по охране животных, используемых в науч-
ных целях.

Для моделирования геномных наруше-
ний в клетках костного мозга животных 
использовали доксорубицин (Doxorubicin) 
(ДКС) — широко используемый в онко-
логии цитостатический препарат из груп-
пы антибиотиков антрациклинового ряда. 
Препарат обладает выраженной противо-
опухолевой активностью. В эксперименте 
использовали доксорубицин (ДКС) под тор-
говым названием Адрибластин быстрора-
створимый (“Pfizer”, США). Препарат рас-
творяли стерильным физ. р-ром и вводили 
однократно внутрибрюшинно животным 
в дозе 6 мг/кг.

Объектом исследования являлся АСК, 
выделенный из плодов A. melanocarpa 
на кафедре фармацевтического анализа 
СибГМУ. Сырье, культивируемое в окрест-
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ностях г. Томска, было собранно в период 
полного созревания. Плоды сушили тепло-
вой конвекторной сушкой при температуре 
40–50°С до воздушно-сухого состояния.

АСК получали 95% этанолом, содержа-
щим 1% кислоты хлористоводородной кон-
центрированной, методом противоточной 
многоступенчатой реперколяции с закон-
ченным циклом. Готовый растительный 
комплекс отстаивали при температуре 
не выше +10°С не менее 2 сут до получения 
прозрачной жидкости, затем фильтровали 
и хранили при температуре не выше +5°С 
в защищенном от света месте. Сухой оста-
ток АСК определяли с помощью весового 
влагометра MS-70 (“AND”, Япония).

Содержание биологически активных ве-
ществ в растительном комплексе опреде-
ляли спектрофотометрическим методом 
с использованием комплексообразующей 
реакции с 5% спиртовым р-ром алюминия 
хлорида [6]. Показания снимали на спект-
рофотометре СФ-2000. Расчет суммы фла-
воноидов проводили с использованием 
удельного показателя поглощения (Е1см

1%) 
комплекса рабочего стандартного образца 
рутина с алюминия хлоридом при длине вол-
ны 415,00 нм равного 260,00. Определение 
фенолокислот и антоцианов в исследуе-
мом экстракте проводили методом прямой 
спектрофотометрии. В качестве стандарт-
ных образцов использовали кислоту хло-
рогеновую (фенолокислоты) и цианидин-
3-О-глюкозид (антоцианы). Содержание 
фенолокислот определяли по удельному 
показателю поглощения (Е1см

1%) кислоты 
хлорогеновой, который при длине волны 
327,00±2,00 нм составляет 507,00±2,00 нм 
[8]. Для расчета суммы антоцианов в экс-
тракте использовали удельный показатель 
поглощения (Е1см

1%) известного вещест-
ва цианидин-3-О-глюкозида, который 
при длине волны 546,00±2,00 нм состав-
ляет 100,00±2,00 нм [1]. Катехины опре-
деляли спектрофотометрическим методом, 
основанном на образовании комплекса 

свободных катехинов с железо-тартратным 
реактивом в присутствии фосфатного буфе-
ра [9]. Содержание аскорбиновой кислоты 
и органических кислот определяли титри-
метрическим методом [6].

АСК деалкоголизировали на водяной 
бане, доводили до прежнего объема ди-
стиллированной водой и вводили здоровым 
мышам внутрижелудочно в дозе 225 мг/кг 
(в расчете на сухой остаток) одновременно 
с доксорубицином с первых суток и затем 
ежедневно в течение 10 сут. Основанием 
для выбора дозы АСК послужили резуль-
таты ранее проведенных экспериментов [2, 
12]. Животные контрольной группы полу-
чали эквиобъемное количество дистилли-
рованной воды per os по схеме АСК и физ. 
р-р внутрибрюшинно в день введения ци-
тостатика.

Для оценки цитогенетических наруше-
ний через 24, 48 ч после введения цитоста-
тика исследовали хромосомы в метафазных 
пластинках костного мозга по модифици-
рованному методу Форда [10]. На препара-
тах обнаруживались клетки с одиночными 
фрагментами, пробелами хромосом, их 
учитывали на 100 исследованных клеток 
от каждого животного. Подсчитывали коли-
чество клеток с хромосомными и парными 
повреждениями и редукцию генотоксиче-
ского эффекта в %. Сроки исследования 
были выбраны с целью изучения в динами-
ке процесса становления и элиминации му-
таций. Так, 24 и 48 ч являются стандартны-
ми согласно «Руководству по проведению 
доклинических исследований лекарствен-
ных средств» [10].

Редукцию генотоксического эффекта му-
тагена (РГЭ) вычисляли по формуле:

РГЭ = ((М – (АМ + М)/М) × 100 %,
где М — частота мутаций, индуцирован-
ных мутагеном; АМ+М — частота мутаций, 
наблюдаемых в варианте комбинированно-
го воздействия антимутагена и мутагена. 
Этот показатель отражает долю мутаций, 
редуцируемых антимутагеном [3].

Рыбалкина О.Ю., Неупокоева О.В., Воронова О.Л., Разина Т.Г., Калинкина Г.И., 
Андреева В.Ю., Киселева Е.А., Чурин А.А., Зуева Е.П., Жданов В.В. 

«Генопротекторная активность антоциансодержащего комплекса Aronia melanocarpa»
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Полученные данные подвергались ста-
тистической обработке методами вариаци-
онной статистики с использованием пакета 
программ «StatPlus 2009». Вычисляли сред-
нее значение (M) и стандартную ошибку 
среднего (m). При распределениях, отлич-
ных от нормального, использовали непа-
раметрический критерий Вилкоксона — 
Манна — Уитни. Достоверность различий 
между качественными признаками прове-
ряли при помощи φ — углового преобразо-
вания Фишера. Уровень значимости крите-
риев задавали равным 1 и 5%.

Результаты и их обсуждение
Химический анализ показал, что АСК, 

выделенный из плодов А. melanocarpa, со-
стоит из антоцианов, флавоноидов, фено-
локислот и катехинов. Доминирующими 
компонентами являются антоцианы. 
При проведении стандартизации АСК 
из плодов А. melanocarpa, полученного 
на 95% подкисленном этаноле, показано, 
что сухой остаток экстракта составляет 
15,00±0,27% и содержит 5,83±0,25% анто-
цианов. Помимо фенольных соединений, 
АСК из плодов А. melanocarpa содержит 
в своем составе органические кислоты 
(4,70±0,40% сух. остатка) и аскорбиновую 
кислоту (0,87±0,02% сух. остатка) (табл. 1).

Представленные данные о химическом со-
ставе растительного комплекса согласуются 

Таблица 1. Содержание фенольных соединений в ан-
тоциансодержащем комплексе из плодов Aronia 
melanocarpa (Michx.) Elliot., полученном на 95% под-
кисленном этаноле (% на сухой остаток экстракта)
Table 1. The content of phenolic compounds in the antho-
cyanin-containing complex from the fruits of A. melano-
carpa (Michx.) Elliot., obtained on 95% acidified ethanol 
(% of the dry residue of the extract)

БАВ Сухой остаток, %

Антоцианы 5,83±0,25

Флавоноиды 3,25±0,20

Фенолокислоты 0,27±0,01

Катехины 0,24±0,02

с имеющимися в литературе сведениями. 
Так, антоцианы по количественному содер-
жанию являются доминирующим классом 
полифенолов. В основном они представляют 
собой смесь четырех различных гликозидов 
цианидина: 3-O-галактозида, 3-O-глюкозида, 
3-O-арабинозида и 3-O-оксилозида. Кроме 
того, в минимальном количестве в аронии 
представлены другие антоцианы: пелар-
гонидин 3-O-галактозид и пеларгонидина 
арабинозид. Общее содержание антоцианов 
может колебаться от 307 до 1480 мг на 100 г 
сырой массы [19].

В эпоху импортозамещения интерес к из-
учению новых фармакологических свойств 
различных биологически активных соеди-
нений, в частности антоцианов, обуслов-
лен наличием у этих веществ широкого 
спектра потенциальных мишеней, на ко-
торые они могут воздействовать на уровне 
как структурных и функциональных си-
стем в клетке, так и в организме в целом. 
Известно, что антоцианы активно мета-
болизируются в ЖКТ. Именно эти мета-
болиты, из-за своей повышенной биодо-
ступности, более биологически активны, 
чем исходные антоцианы. А. melanocarpa 
является одним из самых богатых источ-
ников полифенолов среди других растений 
и отличается высоким содержанием про-
цианидинов, антоцианидинов, в то время 
как флавонолы присутствуют в небольших 
количествах [16].

Известно, что среди растительных био-
логически активных веществ встречаются 
генотоксиканты, проявляющие эти эф-
фекты в высоких дозах. Так, ряд исследо-
вателей демонстрируют генотоксичность 
флавоноидов in vitro и in vivo. В качест-
ве примера можно привести известные 
и распространенные соединения этого 
ряда — кверцетин и генистеин [7]. С целью 
выявления генотоксических свойств из-
учаемого антоциансодержащего комплек-
са в эксперимент была включена группа 
животных, которым его вводили изолиро-
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ванно. Показано, что АСК, используемый 
в дозе 225 мг/кг, не оказывал влияния на ци-
тогенетические показатели клеток костного 
мозга животных после одно-, двухкратного 
введения (табл. 2).

Доказательство полезности полифенолов 
в химиотерапии злокачественных новоо-
бразований требует неопровержимого экс-
периментального подтверждения. В экспе-
рименте, посвящённом изучению влияния 
антоциансодержащего комплекса из плодов 
А. melanocarpa на генотоксическое дей-
ствие цитостатика, получены следующие 
результаты. Через 24 ч после введения 
доксорубицина в дозе 6 мг/кг в клетках 
костного мозга показано увеличение чи-
сла клеток с хромосомными повреждения-
ми в 5,9 раза (p<0,01) по сравнению с со-
ответствующим показателем у животных 
контрольной группы. Среди нарушений 
в результате цитостатического воздействия 
были обнаружены одиночные фрагменты 
и пробелы: их количество возросло в 30,0 
и 3,9 раза (p<0,01) соответственно. Кроме 
того, присутствовали единичные парные 
фрагменты (рис.). Через 48 ч наблюдения 

цитогенетические показатели клеток кост-
ного мозга в группе мышей, получавших 
противоопухолевый препарат, оставались 
на том же уровне (табл. 2). Полученные ре-
зультаты изучения влияния доксорубицина 
на ДНК клеток согласуются с данными ли-
тературы. Показано, что антрациклиновый 
антибиотик способен вызвать нарушения 
в структуре ДНК посредством ингибиции 
топоизомеразы II, а также активации окис-
лительного стресса [20].

Основным критерием эффективности 
перспективных генопротекторных средств 
является уменьшение доли метафазных 
пластинок с аберрантными нарушениями. 
Анализ метафаз клеток костного мозга мы-
шей в группе, получавшей доксорубицин 
и АСК из плодов А. melanocarpa, позволил 
выявить снижение повреждающего дейст-
вия цитостатика во все сроки наблюдения. 
Через 24 ч после введения цитостатическо-
го препарата в группе его сочетанного ис-
пользования с АСК доля метафазных пла-
стинок с пробелами хромосом снизилась  
в 4,4 раза, а клеток с хромосомными по-
вреждениями — в 1,6 раза по сравнению 

Рис. 1. Фотографии метафазных пластинок костного мозга мышей-самок линии C57Bl/6 через 24 ч после одно-
кратного введения доксорубицина (а) и антоциансодержащего комплекса из плодов Aronia melanocarpa (Michx.) 
Elliot. L. (b). Окраска азур-эозином, иммерсионный объектив 100.
Примечание: стрелкой показаны структурные нарушения (одиночный фрагмент).
Fig. 1. Photographs of metaphase plates of the bone marrow of female mice of the C57Bl/6 line 24 hours after a single 
injection of doxorubicin (a) and anthocyanin-containing complex from the fruits of Aronia melanocarpa (Michx.) Elliot. 
L. (b). Stained with azure-eosin, immersion objective 100.
Note: the arrow shows structural disturbances (single fragment).

Рыбалкина О.Ю., Неупокоева О.В., Воронова О.Л., Разина Т.Г., Калинкина Г.И., 
Андреева В.Ю., Киселева Е.А., Чурин А.А., Зуева Е.П., Жданов В.В. 

«Генопротекторная активность антоциансодержащего комплекса Aronia melanocarpa»



76 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2023| Toм 19 | № 4 | 70–80  

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
PRECLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

с показателями у мышей в группе монохи-
миотерапии (табл. 2). Парных фрагментов 
не выявлено. Через 48 ч зафиксировано 
снижение количества метафаз со струк-
турными нарушениями после двукратного 
применения АСК: процентное содержа-
ние клеток с пробелами и хромосомными 
повреждениями уменьшалось, соответ-
ственно, в 8,0 и 2,7 раза в группе комби-
нированного использования цитостатика 
и средства растительного происхождения 
(табл. 2). Следует отметить, что показа-
тели редукции генотоксического эффекта 
в группах комбинированного применения 
доксорубицина и АСК, зафиксированные 
по отношению к группе изолированно-
го использования цитостатика, составили 
36 и 62% через 24 и 48 ч соответственно. 
Показатель редукции генотоксического эф-
фекта является высоким, если превышает 
50%.

Таким образом, полученные данные сви-
детельствуют о выраженном генопротек-
торном действии антоциансодержащего 
комплекса из плодов А. melanocarpa в усло-
виях повреждения клеток костного мозга 
доксорубицином. Обсуждая возможный 
механизм защитного действия на ДНК ра-
стительного комплекса, следует отметить 
его выраженное антиоксидантное дейст-
вие, превышающее многие известные при-
родные антиоксиданты. Антирадикальное 
действие антоцианов обусловлено их 
структурными особенностями: числом ги-
дроксильных групп, наличием катехино-
вого фрагмента в В-кольце и иона оксония 
в С-кольце, паттерном гидроксилирования, 
метилирования, ацилирования и гликозили-
рования [17]. Среди антоциановых аглико-
нов наибольшую антиоксидантную актив-
ность проявляют цианидин, дельфинидин, 
за которыми в порядке уменьшения сле-

Таблица 2. Динамика цитогенетических показателей клеток костного мозга мышей-самок линии C57Bl/6 после 
однократного введения доксорубицина и АСК из плодов А. melanocarpa (Michx.) Elliot (M±m)
Table 2. Dynamics of cytogenetic parameters of bone marrow cells of C57Bl/6 female mice after a single injection of 
doxorubicin and ASA from the fetuses of A. melanocarpa (Michx.) Elliot (M±m)

Группа наблюдения, доза × 
количество введений (число 

животных в группе)

Одиночных 
фрагментов (M±m)

Пробелов 
хромосом 

(гепов) (M±m)
Клетки с 

хромосомными 
повреждениями, %

РГЭ, %

на 100 исследованных метафаз
Через 24 ч после введения доксорубицина

1. Контроль (n=5) 0,20±0,20 1,80±0,66 2,00±0,63

2. ДКС, 6 мг/кг × 1 (n=5) 6,00±1,26

1–2 (р˂0,01)

7,00±1,10

1–2 (р˂0,01)

11,80±1,02

1–2 (р˂0,01)
3. ДКС, 6 мг/кг × 1 + АСК,     
    225 мг/кг × 1 (n=5) 6,60±0,68 1,60±0,51, 2–3 

(р<0,01)
7,60±0,40, 2–3 

(р<0,01) 36

4. АСК, 225 мг/кг × 1 (n=5) 0,60±0,40 0,80±0,58 1,40±0,93

Через 48 ч после введения доксорубицина
1. Контроль (n=5) 0,80±0,49 0,80±0,49 1,60±0,75

2. ДКС, 6 мг/кг × 1 (n=5) 4,20±1,50

1–2 (р˂0,01)

8,00±0,89

1–2 (р˂0,01)

12,20±1,28

1–2 (р˂0,01)
3. ДКС, 6 мг/кг × 1 + АСК,  
    225 мг/кг × 2 (n=5) 3,80±1,02 1,00±0,32, 2–3 

(р<0,01)
4,60±0,68, 2–3 

(р<0,01)

62

4. АСК, 225 мг/кг × 2 (n=5) 3,20±1,36 0,80±0,49 3,60±1,33
Примечание: в группы включали по 5 животных, у каждой мыши исследовали 100 клеток. Перед уровнем зна-
чимости р указаны номера сравниваемых групп.
Note: the groups included 5 animals, 100 cells were examined in each mouse. Before the significance level p, the 
numbers of the compared groups are given.
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дуют мальвидин, пеонидин, пеларгонидин, 
петунидин [21].

В организме человека антиоксидантные 
свойства антоцианов реализуются путем 
их прямого взаимодействия со свободны-
ми радикалами. Так, в работе [24] показано, 
что фенольные соединения, содержащиеся 
в плодах аронии, являются наиболее ак-
тивными поглотителями катион-радикала 
ABTS (2,2'-азинобис3-этилбензотиазолин-
6-сульфонат). Оценка антиоксидантной 
активности экстрактов из ежевики, чер-
ной смородины, аронии, малины и крас-
ной смородины показала, что экстракт 
А. melanocarpa обладает высоким потенци-
алом снижения числа свободных радикалов 
DPPH (2,2-дифенил-1-пикрилгидразил) 
[14]. Аналогичные результаты, получен-
ные другими авторами, подтвердили спо-
собность этанольных экстрактов аронии, 
богатых фенольными соединениями, уда-
лять радикал DPPH [22]. Известно, что ос-
новной вклад в удаление радикалов DPPH 
вносит антоциановая фракция (66,7%), 
за которой следуют проантоцианидиновые 
фракции (25,1%), флавонолы и фенольные 
кислоты (8,2% от общей активности) [15].

Другим механизмом действия антоциа-
нов, приводящим к удалению свободных 
радикалов, может быть модулирование 
антиоксидантной защитной системы орга-
низма [23]. Так, показана способность ан-
тоцианов связываться в цитоплазме с AhR-

рецептором, проходить в ядро и запускать 
альтернативную транскрипцию генов, экс-
прессирующих детоксицирующие фермен-
ты, — глутатион эстрансферазу (GSTP), 
супероксиддисмутазу, каталазу, что резко 
уменьшает повреждение ДНК. Известно, 
что процианидины являются ингибиторами 
NADPH-оксидазы, кофермента некоторых 
ферментов, катализирующих окислитель-
но-восстановительные реакции в живых 
клетках [13].

Выводы
Таким образом, представленные данные 

о снижении повреждающего действия док-
сорубицина на ДНК антоциансодержащим 
комплексом А. melanocarpa могут стать ос-
новой для создания препарата-корректора 
цитостатической терапии злокачественных 
новообразований. Область применения 
подобных растительных комплексов мо-
жет не ограничиваться их использованием 
в онкологии. Известно, что токсическим 
действием на генетический аппарат клеток 
обладают многие известные препараты, ко-
торые относятся к различным фармакологи-
ческим группам (противовоспалительные, 
противовирусные, психотропные, проти-
восудорожные и др.). С целью снижения 
генотоксического действия применяемой 
фармакотерапии может быть рекомендован 
антоциансодержащий комплекс из плодов 
А. melanocarpa.
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РЕЗУЛЬТАТЫ КЛИНИЧЕСКОГО ИССЛЕДОВАНИЯ III ФАЗЫ: 
МНОГОЦЕНТРОВОЕ РАНДОМИЗИРОВАННОЕ ДВОЙНОЕ 

СЛЕПОЕ ПЛАЦЕБО-КОНТРОЛИРУЕМОЕ В ПАРАЛЛЕЛЬНЫХ 
ГРУППАХ ИССЛЕДОВАНИЕ ЭФФЕКТИВНОСТИ  

И БЕЗОПАСНОСТИ ЛЕКАРСТВЕННОГО ПРЕПАРАТА ДИРЕКОРД 
У ПАЦИЕНТОВ С ИШЕМИЧЕСКИМ ИНСУЛЬТОМ В РАННЕМ 

ВОССТАНОВИТЕЛЬНОМ ПЕРИОДЕ

И.А. Помыткин1,*, В.В. Писарев2, М.Е. Меркулов2, Л.В. Лукиных3, 
М.В. Моржухина4, Н.Н. Каркищенко1
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Дирекорд — оригинальный препарат, содержащий действующее вещество дихолинсукцинат, улуч-
шающее чувствительность инсулиновых рецепторов в нейронах к инсулину. Целью работы была 
оценка эффективности и безопасности препарата у пациентов с ишемическим инсультом в раннем 
восстановительном периоде. 160 пациентов после первого ишемического инсульта в каротидной 
системе, подтвержденного компьютерной или магнитно-резонансной томографией, с давностью ин-
сульта от 3 недель до 2 мес., средний возраст 63,2±8,4 года, рандомизировали в две терапевтические 
группы. В первой группе (n=80) пациентам вводили внутримышечно Дирекорд в дозе 600 мг/сут, 
а во второй (n=80) — плацебо в течение двух недель. Ответом на терапию считалось улучшение не-
врологического статуса, функционального состояния и когнитивных функций пациентов: как мини-
мум двукратное снижение общего счета по шкале NIHSS, общий счет по шкале Бартел ≥ 95, общий 
счет по шкале MoCA ≥ 26. Анализ первичной конечной точки исследования с помощью точного 
критерия Фишера показал, что Дирекорд статистически значимо превосходит плацебо (p=0,017) по 
числу пациентов, ответивших на терапию, — 23,7 и 8,7% пациентов в группах соответственно. Ана-
лиз вторичных точек исcледования выявил статистически значимое превосходство исследуемого 
препарата перед плацебо в снижении неврологического дефицита по шкале NIHSS (p=0,004), сни-
жении показателей нарушения жизнедеятельности по шкале Рэнкина (p=0,0357), а также по шкалам 
общего клинического впечатления CGI-I (p<0,001) и PGI-I (p<0,001). Дирекорд имеет хороший про-
филь безопасности — статистически значимых различий с плацебо не было выявлено ни по одному 
из показателей безопасности, включая число нежелательных явлений, показатели жизнедеятельно-
сти, лабораторные показатели и ЭКГ. В целом Дирекорд статистически значимо превосходит плаце-
бо по эффективности в качестве средства для восстановления функций и повседневной активности 
после перенесенного ишемического инсульта.

Ключевые слова: Дирекорд, дихолинсукцинат, нейрональный инсулин-сенситайзер, клиническое 
исследование III фазы, ишемический инсульт, ранний восстановительный период
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.

4.0

Помыткин И.А., Писарев В.В., Меркулов М.Е., Лукиных Л.В., Моржухина М.В., Каркищенко Н.Н. 
«Результаты клинического исследования III фазы: многоцентровое рандомизированное 

двойное слепое плацебо-контролируемое в параллельных группах  
исследование эффективности и безопасности лекарственного препарата Дирекорд  

у пациентов с ишемическим инсультом в раннем восстановительном периоде»



82 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2023| Toм 19 | № 4 | 81–93 

БИОМЕДИЦИНСКИЕ ТЕХНОЛОГИИ В КЛИНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ |  
BIOMEDICAL TECHNOLOGIES IN CLINICAL RESEARCH

Финансирование: ООО «Эллара», 601122, Российская Федерация, Владимирская обл., Петушин-
ский р-н, г. Покров, ул. Франца Штольверка, 20.
Для цитирования: Помыткин И.А., Писарев В.В., Меркулов М.Е., Лукиных Л.В., Моржухина М.В., 
Каркищенко Н.Н. Результаты клинического исследования III фазы: многоцентровое рандомизиро-
ванное двойное слепое плацебо-контролируемое в параллельных группах исследование эффективности 
и безопасности лекарственного препарата Дирекорд у пациентов с ишемическим инсультом в раннем 
восстановительном периоде. Биомедицина. 2023;19(4):81–93. https://doi.org/10.33647/2074-5982-19-4-81-93

Поступила 20.08.2023 
Принята после доработки 10.10.2023 
Опубликована 10.12.2023

RESULTS OF PHASE III CLINICAL TRIAL:  
A MULTICENTER, RANDOMIZED, DOUBLE-BLIND,  

PLACEBO-CONTROLLED, PARALLEL GROUP STUDY  
OF THE EFFICACY AND SAFETY OF DIREKORD  

IN ISCHEMIC STROKE PATIENTS IN EARLY RECOVERY PERIOD
Igor A. Pomytkin1,*, Vladimir V. Pisarev2, Mikhail E. Merkulov2, Liya V. Lukinykh3,  

Marina V. Morzhukhinа4, Nikolay N. Karkischenko1
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Direkord is an original drug containing the active substance of dicholine succinate, which improves the 
sensitivity of insulin receptors in neurons to insulin. The aim of this work was to evaluate the efficacy and 
safety of the drug in ischemic stroke patients in the early recovery period. In total, 160 patients after the 
first ischemic stroke in the carotid system, confirmed by computed or magnetic resonance imaging, with a 
stroke duration from 3 weeks to 2 months, mean age 63.2±8.4 years, were randomized into two treatment 
groups. The first group (n=80) received Direkord intramuscularly at a dose of 600 mg/day for two weeks; 
the second group (n=80) received a placebo. Treatment response was defined as an improvement in neu-
rological status, functional status, and cognitive function of the patients: at least a two-fold decrease in the 
total NIHSS score, the total Barthel score ≥ 95, and the total MoCA score ≥ 26. The analysis of the primary 
endpoint of the study using exact Fisher’s test showed that Direkord was statistically significantly superior 
to the placebo (p=0.017) in the number of patients who responded to the therapy — 23.7 and 8.7% of 
patients in groups, respectively. The secondary end point analysis revealed a statistically significant superi-
ority of Direkord over the placebo in reducing neurological deficits on the NIHSS scale (p=0.004), on the 
Rankin scale (p=0.0357), and on the CGI-I (p<0.001) and PGI-I (p<0.001) global clinical impression scales. 
Direkord has a good safety profile; thus, no statistically significant differences were found with the placebo 
in any of the safety parameters, including the number of adverse events, vital signs, laboratory parameters, 
and ECG. Overall, Direkord is statistically significantly more effective than placebo in recovering function 
and daily activities after ischemic stroke.

Keywords: Direkord, dicholin succinate, neuronal insulin sensitizer, phase III clinical trial, ischemic 
stroke, early recovery period
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Введение
Дирекорд — оригинальный препарат, со-

держащий в качестве действующего веще-
ства дихолинсукцинат, соль холина и янтар-
ной кислоты 2:1, имеющую структурную 
формулу:

 
Дихолинсукцинат — нейрональный 

инсулин-сенситайзер, повышающий чув-
ствительность инсулиновых рецепто-
ров в нейронах к низким субоптималь-
ным концентрациям инсулина [8, 12, 13]. 
Ишемический инсульт сопровождается 
постинсультной инсулиновой резистентно-
стью — сниженным биологическим отве-
том на эндогенный инсулин. Статистически 
значимая положительная корреляция меж-
ду индексом инсулиновой резистентности 
HOMA-IR и значениями шкалы тяжести 
инсульта NIHSS наблюдалась у пациентов 
без диабета, перенесших ишемический 
инсултьт, причем пациенты с особо высо-
кими значениями HOMA-IR (четвертый 
квартиль в исследуемой популяции) имели 
риск неблагоприятного клинического исхо-
да на 429% выше, чем с низкими значения-
ми HOMA-IR (первый квартиль) [7]. В трех 
исследованиях с общим числом участников 
6341 пациенты с высокими значениями 
HOMA-IR в остром постинсультном пери-
оде имели повышенный риск неблагопри-
ятного функционального исхода в будущем 
(3 мес. и 7 лет), а также повышенный риск 
повторного инсульта и смерти в течение 

года [1–3]. Поэтому разработка средств, 
улучшающих чувствительность к инсулину 
в постинсультном периоде, является новым 
обоснованным подходом к лечению ише-
мического инсульта.

Результаты второй фазы клинических ис-
следований показали эффективность и безо-
пасность препарата Дирекорд в улучшении 
неврологических и функциональных пока-
зателей у пациентов с ишемическим инсуль-
том в раннем восстановительном периоде.

Целью работы была оценка эффектив-
ности и безопасности препарата Дирекорд, 
р-р для внутримышечного введения, у па-
циентов с ишемическим инсультом в ран-
нем восстановительном периоде. Задачами 
исследования было подтвердить превос-
ходящую эффективность, а также безо-
пасность препарата Дирекорд в сравнении 
с плацебо.

Материалы и методы
Место проведения 
и регламентирующие документы
Многоцентровое рандомизированное 

двойное слепое плацебо-контролируемое 
исследование эффективности и безопасно-
сти препарата Дирекорд в параллельных 
группах c вводным периодом, периодом 
рандомизированного лечения и продолжен-
ного наблюдения проведено с 19.02.2022 
по 05.12.2022 г. в двух клинических цен-
трах, одобренных Минздравом РФ: го-
сударственном бюджетном учреждении 
здравоохранения Ярославской области 
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«Клиническая больница № 2» (ГБУЗ ЯО 
«КБ № 2», г. Ярославль) и государственном 
бюджетном учреждении здравоохранения 
Ленинградской области «Всеволожская 
клиническая межрайонная больница» (ГБУЗ 
ЛО «Всеволожская КМБ»). Клиническое 
исследование III фазы проводилось в соот-
ветствии с утвержденным протоколом и эти-
ческими принципами Хельсинкской декла-
рации Всемирной медицинской ассоциации, 
международными принципами Надлежащей 
Клинической Практики (ICH GCP) 
и регламентировалось действующим за-
конодательством РФ: Конституция РФ; 
Федеральный закон от 21.11.2011 № 323-
ФЗ «Об основах охраны здоровья граждан 
в Российской Федерации»; Федеральный за- 
кон от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении ле-
карственных средств»; Национальный стан-
дарт Российской Федерации ГОСТ Р 52379-
2005 «Надлежащая клиническая практика» 
от 27.09.2005 № 232-ст); Постановление 
Правительства РФ от 13.09.2010 № 714 
«Об утверждении типовых правил обяза-
тельного страхования жизни и здоровья 
пациента, участвующего в клинических 
исследованиях лекарственного препарата»; 
Приказ МЗ РФ от 01.04.2016 № 200н «Об ут-
верждении правил надлежащей клиниче-
ской практики»; Приказ Росздравнадзора № 
1071 от 15.02.2017 «Об утверждении поряд-
ка осуществления фармаконадзора»; Приказ 
Минпромторга РФ от 14.06.2013 № 916 (ред. 
от 18.12.2015) «Об утверждении Правил 
надлежащей производственной практи-
ки»; Правила регистрации и экспертизы 
лекарственных средств для медицинского 
применения (Решение ЕАЭС от 03.11.2016  
№ 78); Правила надлежащей клиниче-
ской практики ЕАЭС (Решение ЕАЭС 
от 03.11.2016 № 79); Решение ЕАЭС №  87 
об утверждении правил фармаконадзо-
ра; Постановление Правительства РФ 
от 18.05.2011 № 393 «О внесении изменений 
в Типовые правила обязательного страхова-
ния жизни и здоровья пациента, участвую-

щего в клинических исследованиях лекар-
ственного препарата»; Разрешение № 290 
от 09.06.2021 на проведение клинического 
исследования, выданное Минздравом РФ. 
Протокол исследования, Брошюра иссле-
дователя, Информационный листок паци-
ента с формой информированного согла-
сия на участие в исследовании и образец 
Индивидуальной регистрационной карты 
были одобрены Советом по этике и ло-
кальными этическими комитетами меди-
цинских организаций. Всем добровольцам 
в ходе разъяснительной беседы и в пись-
менной форме была предоставлена исчер-
пывающая информация, касающаяся всех 
аспектов проводимого исследования.

Критерии отбора
В исследовании участвовали 160 пациен-

тов, мужчины и женщины в возрасте от 45 
до 80 лет включительно, после первого ише-
мического инсульта в каротидной системе, 
подтвержденного компьютерной или маг-
нитно-резонансной томографией, с давно-
стью инсульта не менее 3 недель и не более 
2 мес. от момента появления неврологи-
ческой симптоматики, с оценкой по шкале 
тяжести инсульта NIHSS от 3 до 8 баллов 
включительно, оценкой по шкале когни-
тивных функций MoCA менее 24 баллов, 
при наличии письменного информирован-
ного согласия, подписанного пациентом 
или его законным представителем, а также 
готовые и способные к заполнению необ-
ходимых шкал и выполнению графика по-
сещений. Критериями невключения были 
геморрагический инсульт, тотальная афа-
зия, наличие возникших до инсульта сопут-
ствующих заболеваний, таких как значи-
мое ограничение двигательной активности, 
психические заболевания, деменция; не-
врологические заболевания, такие как эпи-
лепсия, болезнь Паркинсона, рассеянный 
склероз; декомпенсированный сахарный 
диабет, алкоголизм, наркотическая зависи-
мость, злоупотребление психоактивными 
веществами в анамнезе, почечная недоста-
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точность, тяжелая печеночная недостаточ-
ность или аномальные значения лабора-
торных показателей на скрининге, тяжелые 
сердечно-сосудистые или церебрососуди-
стые заболевания в анамнезе, системное 
инфекционное заболевание, неконтролиру-
емая артериальная гипертензия с высоки-
ми показателями артериального давления 
(АД выше 220/110 мм рт. ст.). Кроме того, 
в исследование не включались женщины 
с сохраненным потенциалом деторожде-
ния; лица с известной гиперчувствительно-
стью к любому из компонентов препарата; 
лица, постоянно принимавшие ноотропные, 
метаболические и другие антиоксидантные 
лекарственные средства или биологиче-
ски активные добавки в течение 30 дней 
до включения в исследование; лица, при-
нимавшие участие в исследовании любого 
экспериментального или зарегистрирован-
ного лекарственного препарата, изделия 
медицинского назначения или биологиче-
ского агента в течение 1 мес. до момента 
включения. Критериями исключения из ис-
следования были отзыв согласия на лечение 
исследуемыми препаратами; регистрация 
обстоятельств, описанных как критерии не-
включения; серьезное отклонение от про-
токола; серьезные нежелательные явления 
или сопутствующие заболевания, которые 
требуют прекращения исследования; несо-
блюдение инструкций, данных исследова-
телем, если это вызывает риск для пациента.

Исследуемый препарат
В исследовании использован оригиналь-

ный препарат Дирекорд производства ООО 
«Эллара» (Россия), р-р для внутримышеч-
ного введения, действующее вещество — 
дихолинсукцинат, 100 мг/мл. Химическое 
наименование: N-(2-гидроксиэтил)-N, N, N —  
триметиламмония сукцинат (2:1).

План исследования
Пациенты, прошедшие стадию скринин-

га и подписавшие информированное согла-
сие, были рандомизированы в две группы 
по 80 человек и получали Дирекорд вну-

тримышечно по 200 мг (2 мл) 3 раза в день 
или плацебо внутримышечно по 200 мг 
(2 мл) 3 раза в день в течение 14 дней 
(рис. 1).

Оценка эффективности
Первичной конечной точкой была вы-

брана доля пациентов, ответивших на про-
водимую терапию на визите 4. Ответом 
на терапию считается улучшение функцио-
нального состояния, когнитивных функций 
и неврологического статуса пациентов: 
как минимум двукратное снижение обще-
го счета по шкале тяжести инсульта NIHSS, 
общий счет по шкале Бартел ≥ 95, общий 
счет по шкале MoCA ≥ 26.

Вторичные конечные точки включали 
оценку динамики неврологического де-
фицита по шкале NIHSS (визиты 3, 4 и 5); 
оценку динамики нарушения жизнедея-
тельности по шкале Рэнкина (визиты 3, 4 
и 5); оценку уровня социальной адапта-
ции и качества жизни пациента по индексу 
функциональной активности Бартел (визи-
ты 3, 4 и 5); оценку краткой Монреальской 
шкалы когнитивных функций (MoCA) (ви-
зиты 4 и 5); оценку исследователем по шка-
ле общего клинического впечатления CGI-I 
(Clinical Global Impression — Improvement 
scale) (визиты 3, 4 и 5); оценку пациентом 
по шкале общего клинического впечатления 
пациента PGI-I (Patient Global Impression of 
Improvement) (визиты 3, 4 и 5).

Оценка безопасности
Безопасность терапии оценивалась по ча-

стоте нежелательных явлений (НЯ); дина-
мике жизненно важных показателей; ди-
намике лабораторных параметров; ЭКГ; 
по результатам физикального обследования 
и по частоте прекращения терапии.

Статистический анализ
Выборочные параметры, приводимые 

в таблицах, имеют следующие обозна-
чения: М — среднее, s — стандартное 
отклонение, n — объем анализируемой 
подгруппы, р — достигнутый уровень зна-
чимости. Критерий Шапиро — Уилка либо 
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Рис. 1. План исследования.
Fig. 1. Study plan.
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Колмогорова — Смирнова применялись 
для выбора параметрических или непара-
метрических методов анализа. При оценке 
эффективности терапии первичная точка 
анализировались на основе статистиче-
ской гипотезы, что терапия с применением 
исследуемого препарата не превосходит 
по эффективности терапию плацебо с помо-
щью точного критерия Фишера. Сравнение 
по визитам между группами проводилось 
на основе критерия χ2 Пирсона или точно-
го критерия Фишера. Результаты всех вто-
ричных показателей анализировались с по-
мощью дисперсионного анализа ANOVA 
с повторяющимися измерениями с апосте-
риорным тестом по методу Холма для мно-
жественных сравнений между группами. 
Критический уровень значимости прини-
мался равным 5%. Статистический анализ 
проводился при помощи статистического 
пакета R 3.4.

Результаты исследований
Исходные характеристики пациентов 

суммированы в табл. 1. Критерий χ2 не выя-
вил статистически значимых различий меж-
ду группами по распределению мужчин 

и женщин (p>0,05). Дисперсионный ана-
лиз ANOVA не выявил статистически 
значимых различий между терапевтиче-
скими группами (p>0,05) ни по одному 
из следующих показателей: возраст, мас-
са тела, рост и индекс массы тела (ИМТ). 
Сопутствующую терапию получали 80 
(100%) пациентов группы исследуемого 
препарата и 80 (100%) пациентов группы 
препарата сравнения. После сбора анамне-
за перенесённых и настоящих заболеваний 
пациента ни для одной из систем органов 
не зарегистрировано статистически значи-
мых различий между группами с помощью 
точного критерия Фишера (p>0,05).

Анализ первичной конечной точки 
эффективности
В группе исследуемого препарата 

на терапию ответили 19 (23,7%) пациен-
тов, а в группе плацебо — 7 (8,7%) паци-
ентов (табл. 2). Однократное сравнение 
долей пациентов, ответивших на терапию, 
для двух групп с помощью точного крите-
рия Фишера выявило статистически зна-
чимые различия (p=0,017). Таким образом, 
отвергается нулевая гипотеза о том, что те-
рапия с применением исследуемого препа-

Таблица 1. Исходные характеристики пациентов
Table 1. Baseline characteristics of patients

Показатель
Группы

Дирекорд Плацебо

Женщины / мужчины 28 / 52 34 / 46

Возраст, годы (M±s) 64,20±8,56 62,29±8,31

Масса тела, кг (M±s) 79,61±11,21 80,97±10,85

Рост, м (M±s) 1,71±0,08 1,71±0,08

Индекс массы тела, кг/м2 (M±s) 27,08±3,16 27,68±3,72

Таблица 2. Распределение долей пациентов, ответивших на проводимую терапию
Table 2. Distribution of proportions of patients who responded to the therapy

Показатель Результат

Группы

Дирекорд Плацебо

n % n %

Пациент ответил на проводимую 
терапию

Нет 61 76,3 73 91,3

Да 19 23,7 7 8,7
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рата не превосходит по эффективности те-
рапию плацебо.

Анализ вторичных конечных точек 
эффективности
Двусторонний дисперсионный анализ 

ANOVA с повторяющимися измерениями 
выявил статистически значимое снижение 
средних значений оценок по шкале NIHSS 
от визита к визиту (F=99,50; p<0,0001) 
при статистически значимом большем сни-
жении в группе исследуемого препарата 
(p=0,004) по сравнению с плацебо. Среднее 
снижение оценок по шкале NIHSS к концу 
терапии составило -2,45±1,42 и -1,60±1,32 
балла в группе исследуемого препарата 
и группе плацебо соответственно (рис. 2).

Двусторонний дисперсионный анализ 
ANOVA с повторяющимися измерениями 
выявил статистически значимое снижение 
средних значений оценок по шкале Рэнкина 

от визита к визиту (F=58,04; p<0,0001) 
и статистически значимое большее сни-
жение в группе исследуемого препарата 
(p=0,0357) по сравнению с плацебо. Среднее 
снижение оценок по шкале Рэнкина к концу 
терапии составило -0,99±0,81 и -0,66±0,84 
балла в группе исследуемого препарата 
и группе плацебо соответственно (рис. 2).

Двусторонний дисперсионный анализ 
ANOVA с повторяющимися измерениями 
выявил статистически значимое увели-
чение средних значений оценок индек-
са Бартел от визита к визиту (F=27,33; 
p<0,0001) и тренд к большему повыше-
нию значений индекса в группе исследу-
емого препарата (p=0,077) по сравнению 
с плацебо. Среднее повышение оценок 
по шкале Бартел к концу терапии состави-
ло 9,94±11,69 и 5,31±9,26 балла в группе 

Рис. 2. Оценки по шкалам A) NIHSS, B) Рэнкина, C) Бартел и D) MoCA по визитам и терапевтическим группам 
(M±s). ns — p>0,05; ** — p<0,01; *** — p<0,001 по сравнению с плацебо.
Fig. 2. A) NIHSS, B) Rankin, C) Barthel, and D) MoCA scores by visits and treatment groups (M±s). ns — p>0.05; 

** — p<0.01; *** — p<0.001 compared with Placebo.
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исследуемого препарата и группе плацебо 
соответственно (рис. 2).

Двусторонний дисперсионный анализ 
ANOVA с повторяющимися измерениями 
выявил статистически значимое увели-
чение средних значений оценок по шка-
ле MoCA от визита к визиту (F=210,52; 
p<0,0001), но не выявил различий между 
группами по фактору терапии (p=0,974). 
Среднее повышение оценок к концу тера-
пии составило 6,36±2,78 и 6,24±2,79 балла 
в группе исследуемого препарата и группе 
плацебо соответственно (рис. 2).

Точный критерий Фишера выявил стати-
стически значимое отличие между группа-
ми по распределению оценок как исследо-
вателем (CGI-I), так и пациентами (PGI-I) 
на каждом из визитов по соответствующим 
шкалам общего клинического впечатления 
(табл. 3).

Оценка безопасности

Всего в исследовании было отмечено 
3 НЯ у 3 (3,75%) пациентов в группе иссле-
дуемого препарата, 6 НЯ у 6 (7,5%) пациен-
тов в группе плацебо (табл. 4). Анализ с ис-
пользованием точного критерия Фишера 
не выявил статистически значимой раз-
ницы между группами (p=0,495). Случаев 
смерти зарегистрировано не было.

В группе исследуемого препарата были 
зарегистрированы следующие НЯ: местная 
реакция — 1 (1,25%), острое респиратор-
ное заболевание — 1 (1,25%) и цефалгия — 
1 (1,25%). В группе плацебо были зареги-
стрированы следующие НЯ: боль в левом 
плечевом суставе — 1 (1,25%), головокру-
жение — 1 (1,25%), местная реакция — 
1 (1,25%), нарушение сна — 1 (1,25%), 
ОРВИ — 1 (1,25%) и цефалгия — 1 (1,25%).

Анализ лабораторных показателей не вы-
явил различий между терапевтическими 
группами. Средние изменения показателей 

Таблица 3. Распределение оценок исследователем (CGI-I) и пациентами (PGI-I) по шкале общего клинического 
впечатления по визитам и терапевтическим группам
Table 3. Distribution of investigator (CGI-I) and patient (PGI-I) scores on the Global Clinical Impression Scale by visits 
and treatment groups

Группа Результат
Визит 3 Визит 4 Визит 5

CGI-I PGI-I CGI-I PGI-I CGI-I PGI-I

Дирекорд

Выраженное улучшение 19 20 34 34 36 35

Умеренное улучшение 37 31 32 28 20 20

Легкое улучшение 21 27 12 14 18 17

Нет изменений 3 2 2 4 6 8

Легкое ухудшение 0 0 0 0 0 0

Умеренное ухудшение 0 0 0 0 0 0

Выраженное ухудшение 0 0 0 0 0 0

Плацебо

Выраженное улучшение 7 8 8 12 13 18

Умеренное улучшение 23 18 30 24 31 23

Легкое улучшение 28 27 27 20 22 18

Нет изменений 22 27 15 24 14 21

Легкое ухудшение 0 0 0 0 0 0

Умеренное ухудшение 0 0 0 0 0 0

Выраженное ухудшение 0 0 0 0 0 0

                      р (между группами) <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 <0,001 0,009
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общего анализа крови и биохимического 
анализа крови за 14 и 30 дней исследования 
анализировали однофакторным дисперси-
онным анализом ANOVA с терапией в каче-
стве фактора. Анализ не выявил статисти-
чески значимых различий между группами 
(p>0,05). Точный критерий Фишера показал, 
что распределение оценок норма/отклоне-
ния для значений показателей анализа мочи 
по визитам не отличалось статистически 
значимо между группами (p>0,05).

Анализ жизненных показателей не вы-
явил различий между терапевтическими 
группами. Двусторонний дисперсионный 
анализ ANOVA с повторяющимися изме-
рениями выявил статистически значимое 
снижение систолического (p<0,0001) и ди-
астолического давления в ходе исследова-
ния (p=0,001), но не различия между груп-
пами по фактору терапии (p>0,05). ANOVA 
не выявил статистически значимых измене-
ний частоты сердечных сокращений (ЧСС) 
в ходе исследования (p>0,05) и значимых 
отличий между группами (p>0,05). Точный 
критерий Фишера не выявил ни на одном 
из визитов значимых различий в распреде-
лении оценок норма / незначимые измене-
ния результатов ЭКГ в 12 отведениях меж-
ду группами (p>0,05).

Распределение оценок норма / незна-
чимые изменения / значимые изменения 
по результатам физикального осмотра 
и неврологического обследования анали-
зировалось при помощи точного критерия 
Фишера. Анализ выявил статистически 
значимое отличие между группами только 
на визите 3 (p=0,022), когда в группе препа-
рата на 10% увеличилось число пациентов 

с оценкой норма против 1,25% в группе пла-
цебо, но не на остальных визитах (p>0,05).

Обсуждение результатов
Различают четыре временных периода 

после инсульта: сверхострую, острую, подо-
струю и хроническую фазы. Гибель вещества 
мозга в сверхострой фазе происходит в пер-
вые часы после инсульта из-за начальной 
потери кровотока и массового выброса глу-
тамата нейронами, приводящего к эксайто-
токсичности. Глутамат вызывает гиперакти-
вацию ионотропных N-метил-D-аспартатных 
(NMDA) рецепторов, что ведет к массовому 
и необратимому входу ионов Ca2+ в нейрон, 
т.н. «кальциевой дизрегуляции», за чем следу-
ет деполяризация митохондрий, нарушение 
синтеза аденозинтрифосфата (АТФ), окис-
лительный стресс и в результате прогресси-
рующая гибель нейронов [10]. Глутаматная 
эксайтотоксичность вызывает острую ней-
рональную инсулиновую резистентность, 
снижая активность инсулиновых рецепто-
ров и нижележащих киназ каскада инсули-
новой сигнализации, таких как Akt, mTOR 
и GSK-3β [9]. Постинсультная инсулиновая 
резистентность снижает способность мозга 
к восстановлению, что предопределяет пло-
хой неврологический и функциональный 
клинический результат в будущем [1–3, 7]. 
Поэтому использование препарата Дирекорд, 
обладающего свойствами нейронального 
инсулин-сенситайзера, в лечении ишемиче-
ского инсульта было обоснованным с точки 
зрения текущих представлений о молеку-
лярных механизмах инсульта в восстанови-
тельном периоде.

Таблица 4. Число и доля пациентов с НЯ в терапевтических группах
Table 4. Number and proportion of patients with AE in treatment groups

НЯ
Группы

Дирекорд Плацебо Всего
n % n % n %

Нет 77 96,25 74 92,50 151 94,37

Есть 3 3,75 6 7,50 9 5,63
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Выбор периода от 3 недель до 2 мес. после 
инсульта для исследования эффективности 
препарата был обусловлен тем, что именно 
в подострой фазе инсульта мозг имеет макси-
мальную способность к самопроизвольному 
восстановлению через реорганизацию ней-
рональных сетей и усиление процессов ней-
рогенеза и синаптогенеза, т.к., начиная уже 
с 3 мес., инсульт переходит в хроническую 
фазу, когда мозг теряет способность к само-
произвольному восстановлению, и реабили-
тация пациентов требует огромных усилий [4].

В настоящем исследовании III фазы было 
показано, что препарат Дирекорд, нейро-
нальный инсулин-сенситайзер, эффективен 
для лечения ишемического инсульта в ран-
нем восстановительном периоде. При вну-
тримышечном введении в дозе 600 мг/сут 
препарат статистически значимо снижал 
неврологический дефицит по шкале NIHSS, 
снижал нарушения жизнедеятельности 
по шкале Рэнкина, повышал уровень со-
циальной адаптации и качества жизни па-
циента по индексу функциональной актив-
ности Бартел. Препарат также существенно 
повышал когнитивные функции по шкале 
MoCA, но уровня статистически значимо-
го отличия от плацебо достигнуто не было 
из-за быстрого прогресса этого показателя 
в обеих группах в раннем восстановитель-
ном периоде. Дирекорд статистически зна-
чимо превосходил плацебо по шкале об-
щего клинического впечатления пациента 
(PGI-I) и исследователя (CGI-I).

Исследуемый препарат имеет высокий 
профиль безопасности при лечении ишеми-
ческого инсульта в раннем восстановитель-
ном периоде. В ходе исследования было от-
мечено 9 НЯ, из них 3 НЯ (3,75%) в группе 
исследуемого препарата и 6 НЯ (7,5%) — 
в группе плацебо при отсутствии статисти-
чески значимой разницы между группами. 
Все нежелательные явления, возникшие 
у пациентов в ходе исследования, были лег-
кой степени тяжести и завершились к мо-
менту окончания исследования. Ни одно 

из НЯ не потребовало отмены исследуемых 
препаратов или изменения режима терапии. 
Случаев смерти зарегистрировано не было. 
Анализ лабораторных показателей и жизнен-
ных показателей не выявил различий между 
терапевтическими группами.

Ранее эффективность инсулин-сенситай-
зеров метформина и пиоглитазона была 
продемонстрирована в профилактике ише-
мического инсульта. Большое клиническое 
исследование (n=1919) показало, что при-
менение метформина до инсульта снижало 
тяжесть инсульта при поступлении по шка-
ле NIHSS, нарушение жизнедеятельности 
по шкале Рэнкина и снижало смертность 
пациентов по сравнению с контролем [14]. 
Метаанализ 2017 г. показал, что в популяции, 
включавшей пациентов с инсулиновой рези-
стентностью, пре-диабетом и диабетом 2 типа 
(n=4980), применение пиоглитазона значи-
мо снижало риск повторного инсульта [6]. 
Пиоглитазон снижал риск повторного инсуль-
та у пациентов с пре-диабетом (n=2885) [13], 
а также снижал риск транзиторной ишемиче-
ской атаки и повторного инсульта у пациентов 
без диабета (n=3876) с выраженной инсули-
новой резистентностью и историей ишеми-
ческого инсульта [5]. Однако эффективность 
инсулин-сенситайзеров в лечении инсульта 
не была продемонстрирована ранее в рандо-
мизированных клинических испытаниях.

В целом настоящее исследование показы-
вает, что применение инсулин-сенситайзе-
ров в раннем восстановительном периоде 
может стать новым перспективным подхо-
дом к улучшению неврологических и функ-
циональных показателей у пациентов, пе-
ренесших ишемический инсульт.

Выводы
1.  Результаты многоцентрового рандо-

мизированного двойного слепого плацебо-
контролируемого в параллельных груп-
пах исследования III фазы эффективности 
и безопасности лекарственного препарата 
Дирекорд, действующее вещество — ди-
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холинсукцинат, позволяют утверждать, 
что препарат статистически и клинически 
значимо превосходит плацебо при двухне-
дельной внутримышечной терапии в дозе 
600 мг/сут у пациентов с ишемическим 
инсультом в каротидной системе в раннем 
восстановительном периоде.

2.  Профиль безопасности препарата 
Дирекорд при двухнедельной внутримы-
шечной терапии в дозе 600 мг/сут у паци-
ентов с ишемическим инсультом в каротид-
ной системе в раннем восстановительном 
периоде не отличается статистически зна-
чимо от такового для плацебо.
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