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

https://doi.org/10.33647/2713-0428-20-3E-14-19

РАЗРАБОТКА КЛАТРАТНОГО КОМПЛЕКСА 3-(2-ФЕНИЛЭТИЛ)- 
2-ТИОКСО-1,3-ТИАЗОЛИДИН-4-ОНА С Β-ЦИКЛОДЕКСТРИНОМ  

И ИЗУЧЕНИЕ ЕГО ПРОТИВООПУХОЛЕВОЙ АКТИВНОСТИ

Ю.Е. Антипова1, К.Т. Еримбетов2,*, О.В. Буюклинская3

1 ФГБОУ ВО «Северный государственный медицинский университет» Минздрава России 
163069, Российская Федерация, Архангельск, Троицкий просп., 5

2 ООО «Научно-исследовательский технологический центр  
«Превентивной информационной медицины» 

249030, Российская Федерация, Калужская обл., Обнинск, Киевское ш., 3, стр. 2, оф. 8
3 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный химико-фармацевтический университет» 

Минздрава России 
197376, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, 14, лит. А

Цель работы: разработать и исследовать противоопухолевое действие клатратного комплек-
са производного роданина (ПР) соединения 3-(2-фенилэтил)-2-тиоксо-1,3-тиазолидин-4-она 
с β-циклодекстрином. По физико-химическим и биофармацевтическим свойствам клатратный ком-
плекс ПР с β-циклодекстрином с соотношением масс 1:5 и средним размером частиц 40,5 нм яв-
ляется фармакологически активным перспективным препаратом. Показано, что разрабатываемый 
клатратный комплекс ПР с β-циклодекстрином обладает выраженным антипролиферативным и ан-
тиметастатическим действием в отношении опухолей эпидермоидной карциномы лёгкого Льюис. 
ПР в составе клатратного комплекса с β-циклодекстрином обеспечивает эффективное торможение 
роста опухоли и метастатического процесса, увеличение средней продолжительности жизни живот-
ных, снижение количества метастазов в лёгких, подавление жизнеспособности клеток в МТТ-тесте. 
Результаты исследований позволяют рекомендовать дальнейшие исследования ПР в виде клатрат-
ного комплекса с β-циклодекстрином в качестве средства для лечения онкологических заболеваний, 
вызванных гиперэкспрессией GSK-3β, и возможностей его применения как самостоятельного сред-
ства, так и в комбинированной терапии с другими противоопухолевыми средствами. Обоснованием 
для практического применения клатратного комплекса ПР с β-циклодекстрином в качестве противо-
опухолевого средства является его физиологическая безопасность.

Ключевые слова: 3-(2-фенилэтил)-2-тиоксо-1,3-тиазолидин-4-он, клатратный комплекс, противоо-
пухолевая активность, метастазы, торможение роста опухоли, киназа гликогенсинтаза 3β
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This work is aimed at developing and studying the antitumor action of a clathrate complex of a rhodanine 
derivative (RD) of the 3-(2-phenylethyl)-2-thioxo-1,3-thiazolidin-4-one compound with β-cyclodextrin. 
In terms of physicochemical and biopharmaceutical properties, the RD clathrate complex with β-cyclodex-
trin with a mass ratio of 1:5 and an average particle size of 40.5 nm is a promising pharmacologically active 
drug. The developed RD clathrate complex with β-cyclodextrin exhibits a pronounced antiproliferative 
and antimetastatic effect against epidermoid Lewis lung carcinoma tumors. RD as part of a clathrate com-
plex with β-cyclodextrin enables effective inhibition of tumor growth and metastatic processes, increasing 
the  average life expectancy of animals, reducing the number of metastases in the lungs, and suppressing 
cell viability in an MTT assay. The results obtained confirm the feasibility of further research into the RD 
clathrate complex with β-cyclodextrin as a means for treating oncological diseases caused by hyperexpres-
sion of GSK-3β both as an independent agent and in a combination therapy with other antitumor agents. 
Due to its physiological safety, the RD clathrate complex with β-cyclodextrin is a promising antitumor 
agent for practical application.
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За последние два десятилетия много-
численные исследования предоставили 
доказательства ключевой роли киназы 
гликогенсинтазы-3β (GSK-3β) в прогрес-
сировании более 25 различных типов рака, 
включая рак поджелудочной железы [11].

GSK-3β представляет собой консерватив-
ную серин/треониновую киназу, которая 
регулирует ключевые клеточные процессы, 
включая пролиферацию клеток, репарацию 

ДНК, развитие клеточного цикла, сигналь-
ные и метаболические пути. GSK-3β участ-
вует во множестве биологических процес-
сов и путей в сложных молекулярных сетях 
клеток, где она взаимодействует почти 
со 100 или более структурными и функцио-
нальными белками посредством фосфори-
лирования [9]. Ферментативная активность 
GSK-3β регулируется дифференциальным 
фосфорилированием её остатков S9 (неак-
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тивная форма) и тирозина (Y)216 (актив-
ная форма). Несмотря на то, что GSK-3β 
обычно активна в клетках, ингибирующая 
регуляция её активности в первую очередь 
полезна нормальным клеткам для поддер-
жания их жизнедеятельности и гомеостаза 
в ответ на различные внеклеточные и вну-
триклеточные стимулы [8, 9]. Из-за избы-
точности клеточной экспрессии и функций 
между GSK-3β и её изоформой GSK-3α 
патологическая роль GSK-3β привлекла 
к себе повышенное внимание. Аберрантная 
активность и экспрессия GSK-3β, а также 
дефекты её ингибирующей регуляции спо-
собствуют патогенезу и прогрессированию 
распространённых заболеваний, включая 
сахарный диабет 2-го типа, нейродегене-
ративные заболевания (например, болезнь 
Альцгеймера), воспалительные и имму-
нологические заболевания и рак [3, 5]. 
Учитывая её противодействующие функ-
ции в нормальных клетках и заболеваниях, 
GSK-3β считается потенциальной терапев-
тической мишенью при серьёзных наруше-
ниях здоровья, что стимулирует идентифи-
кацию и разработку фармакологических 
ингибиторов GSK-3β [12].

Биохимия, биология и функции ки-
наз семейства GSK-3 (GSK-3α и GSK-3β) 
в нормальных клетках, а также их участие 
в широком спектре распространённых за-
болеваний всё больше привлекают внима-
ние учёных в области биомедицины и фар-
макологии [5]. 

GSK-3β играет роль в формировании 
и доброкачественных, и злокачественных 
новообразований. Недавно она была на-
звана одним из ключевых факторов, уча-
ствующим в возникновении и прогрес-
сировании рака поджелудочной железы, 
а также в приобретении химиорезистент-
ности [10]. Накопленные данные позво-
ляют предположить, что степень экспрес-
сии GSK-3β коррелирует с процессом 
онкогенеза и прогрессированием опухоле-
образования. Однако по поводу влияния  

GSK-3β на процесс роста опухоли ещё ве-
дутся споры — оказывает ли она подавляю-
щее или стимулирующее действие. Кроме 
того, сверхэкспрессия GSK-3β влияет 
на рост опухоли и способствует чувстви-
тельности клеток к химиотерапии. Однако 
основные механизмы влияния GSK-3β 
на онкогенез остаются неясными и требу-
ют дальнейшего углублённого изучения [4].

GSK-3β участвует в биологических 
процессах онкогенеза, поэтому целе-
со-образно использовать ингибиторы  
GSK-3β для воздействия на злокачествен-
ные опухоли. Об эффектах ингибиторов 
GSK-3β в сочетании с радиацией и хими-
отерапевтическими препаратами сообща-
лось при различных типах рака, что по-
зволяет предположить, что GSK-3β будет 
играть важную роль в лечении онколо-
гических заболеваний. GSK-3β является 
участником нескольких сигнальных путей, 
включая Wnt/β-катенин, PI3K/PTEN/AKT 
и Notch. GSK-3β также участвует в репа-
рации ДНК посредством фосфорилирова-
ния факторов репарации ДНК и влияния 
на их связывание с хроматином. Основное 
внимание уделяется молекулярному меха-
низму GSK-3β в репарации ДНК, особен-
ностям репарации вырезания оснований 
и репарации двухцепочечных разрывов, 
роли GSK-3β в ингибировании апоптоза 
посредством активации NF-κB, а также 
влиянию ингибиторов GSK-3β на радио- 
и химиосенсибилизацию различных типов 
рака [6].

В настоящее время активно обсужда-
ется, что некоторые ингибиторы GSK-3β 
оказывают влияние на процесс онкогенеза 
в тканях и органах при гиперэкспрессии 
этого фермента. Одним из ингибиторов 
GSK-3β, ответственным за фосфорили-
рование и инактивацию гликогенсинтазы, 
является производное роданина (ПР) сое-
динение 3-(2-фенилэтил)-2-тиоксо-1,3-тиа-
золидин-4-он — его ингибирующая актив-
ность, выраженная в виде концентрации 
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полумаксимального ингибирования (IC50), 
составляет 35 мкМ [1, 7]. 

При этом актуальным вопросом явля-
ется улучшение биофармацевтических 
свойств данного соединения, а именно его 
растворимости и биологической доступ-
ности, в связи с его неудовлетворитель-
ными физико-химическими характери-
стиками — в частности, оно практически 
нерастворимо в водной среде. В целом, это 
может обусловить снижение фармаколо-
гического и физиологического действия 
данного соединения. В связи с этим одним 
из решений изменения физико-химических 
свойств является создание на основе ПР 
решётчатого клатрата с β-циклодекстрином. 
Образование клатратного комплекса ПР 
с β-циклодекстрином происходит за счёт 
атомно-молекулярного связывания в над-
молекулярные структуры посредством хи-
мических или физических взаимодействий, 
в результате чего происходит повышение 
растворимости соединений и их биологи-
ческой доступности, что позволит умень-
шить дозы действующего вещества [2]. 

Клатратный комплекс ПР с β-цикло-
декстрином был получен на основе фар-
макологически активного соединения 
3-(2-фенилэтил)-2-тиоксо-1,3-тиазолидин-4- 
она. Данное ПР имеет следующие ха-
рактеристики: эмпирическая формула — 
С11Н11NOS2; молекулярная масса — 237,30; 
температура плавления — в пределах 110–
112°С; внешний вид — порошок жёлтого 
цвета, без запаха; по тесту растворимости 
относится к легкорастворимому в хлорофор-
ме и ацетоне, малорастворимому в этаноле 
и метаноле, 2-пропаноле, гексане, практиче-
ски нерастворимому в воде.

Клатратный комплекс ПР с β-цикло-
декстрином при массовом соотноше-
нии 1:5 был получен в виде порошка бе-
лого цвета с жёлтым оттенком и имел 
средний размер частиц равный 40,5 нм, 
при этом размер частиц был в пределах 
от 15 до 90 нм. Равновесная концентрация 

при растворении клатратного комплекса 
ПР с β-циклодекстрином в соотношениях 
ПР:β-циклодекстрин=1:5 составила око-
ло 0,03 мг/мл, их смеси 1:5 (без клатри-
рования) — 0,014 мг/мл. Полученные 
данные по исследованиям биологиче-
ской доступности свидетельствуют о том, 
что по её уровню клатратный комплекс ПР 
с β-циклодекстрином превышает 6,08 раза 
аналогичное значение исходного соедине-
ния (ПР). 

Таким образом, по физико-химическим 
и биофармацевтическим свойствам клатрат-
ный комплекс ПР с β-циклодекстрином с со-
отношением масс 1:5 и средним размером 
частиц 40,5 нм является фармакологически 
активным, перспективным к исследованию 
препаратом, который может быть применён 
в качестве противоопухолевого средства.

Нами было продемонстрировано, что раз-
рабатываемый клатратный комплекс ПР 
с β-циклодекстрином обладает выражен-
ным антипролиферативным и антиметаста-
тическим действием в отношении опухолей 
эпидермоидной карциномы лёгкого Льюис. 
Внутрижелудочное введение в течение 
21 дня исследуемого комплекса мышам-
опухоленосителям обеспечивает эффектив-
ное торможение роста опухоли (45–70%) 
и метастатического процесса, увеличение 
средней продолжительности жизни живот-
ных (на 38–75%), снижение количества ме-
тастазов в лёгких (до 2,7 раза по сравнению 
с контролем). Жизнеспособность клеток, 
по данным МТТ-теста, была существен-
но ниже после инкубации с препаратом 
в обеих использованных концентрациях 
(10 и 20 мкМ) по сравнению с животными 
в группе контроля. 

Полученные результаты позволяют  
рекомендовать дальнейшие исследова-
ния клатратного комплекса ПР с β-цикло-
декстрином в качестве средства для лечения 
онкологических заболеваний, вызванных 
гиперэкспрессией GSK-3β, и возможно-
сти его применения как самостоятельного  
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препарата, так и в составе комбинирован-
ной терапии с другими противоопухолевы-
ми средствами. 

Обоснованием для практического при-
менения клатратного комплекса ПР 
с β-циклодекстрином в качестве противоо-
пухолевого средства является его физиоло-
гическая безопасность, что подтверждается 
отсутствием мутагенных свойств в тесте 

хромосомных нарушений в клетках костно-
го мозга самцов и самок мышей, влияния 
на внешний вид и поведение животных, по-
вреждающего действия в отношении вну-
тренних органов и систем организма и при-
надлежностью к VI классу относительно 
безвредных веществ по Hodge и к 5-му 
классу токсичности в соответствии с ГОСТ 
32644-2014.
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ФУНКЦИОНИРОВАНИЯ МЕТИОНИН АМИНОПЕПТИДАЗЫ  

ИЗ THERMUS THERMOPHILUS
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Отщепление N-концевого инициирующего метионина (Met1) затрагивает 50–70% клеточных бел-
ков и является важной посттрансляционной модификацией, которую катализируют специфические 
ферменты — метионин аминопептидазы (МАП). Рекомбинантные МАП из E. coli и человека при-
меняют в научных исследованиях, а также в биотехнологии для удаления Met1 из рекомбинантных 
белков при их гетерологичной сверхэкспрессии в E. coli. Различия в субстратной специфичности 
и условиях функционирования известных МАП обуславливают поиск новых ферментов, способных 
работать при повышенных температурах. Нами клонирована МАП из гипертермофильной бактерии, 
разработана методика очистки фермента, исследована активность фермента в широком диапазоне 
температур. Нами показано, что МАП из Thermus thermophilus наиболее активна при температуре 
от 75 до 95°С. Новый фермент может быть использован для удаления N-концевого метионина из ре-
комбинантных белков in vitro в условиях повышенных температур.
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Removal of the N-terminal initiator methionine (Met1) affects 50–70% of cellular proteins, being an im-
portant post-translational modification. This modification is catalyzed by such specific enzymes as me-
thionine aminopeptidases (MAP). Recombinant MAPs from E. coli and humans are used in scientific re-
search, as well as in biotechnology to remove Met1 from recombinant proteins under their heterologous 
overexpression in E. coli. Differences in substrate specificity and operating conditions of known MAPs 
warrants the search for new enzymes capable of operating at elevated temperatures. We cloned an MAP 
from a hyperthermophilic bacterium, developed a method for purifying the enzyme, and studied the activity 
of the enzyme in a wide temperature range. We show that the MAP from Thermus thermophilus is most 
active at temperatures from 75 to 95°С. The new enzyme can be used to remove N-terminal methionine 
from recombinant proteins in vitro at elevated temperatures.
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Введение
Метионин аминопептидазы (МАП) — 

ферменты, которые специфически удаля-
ют инициаторный N-концевой метионин 
(Met1) из растущей полипептидной цепи 
в процессе биосинтеза белка в клетках 
[5]. МАП эукариот участвуют в ангиоге-
незе и рассматриваются в качестве ми-
шеней для лечения онкологических забо-
леваний [8]. Механизмы ингибирования 
МАП патогенных бактерий рассматривают 
в качестве альтернативы антибиотикам [6]. 
Рекомбинантные МАП из E. coli и чело-
века применяют в научных исследовани-
ях, а также в биотехнологии для удаления 
Met1 из рекомбинантных белков при их 
гетерологичной сверхэкспрессии в E. сoli, 
поскольку удаление Met1 из белка часто 
имеет решающее значение в поддержании 
его стабильности и функции [1, 2, 4, 7]. 
Имеющиеся в настоящее время коммер-
чески доступные МАП E. coli и человека 
обладают ограниченной специфичностью 
и условиями проведения реакций. В этой 
связи актуальна идентификация МАП, спо-

собных работать в условиях повышенных 
температур и широкого диапазона рН.

Ранее нами была клонирована новая 
МАП из Thermus thermophilus и при помо-
щи биофизических методов установлено, 
что фермент стабилен в широком диапазо-
не рН и устойчив к повышению температур 
с серединой полуперехода металл-связан-
ной формы при 92°С [1]. Однако специфи-
ческая функциональная активность фер-
мента при разных температурах не была 
нами исследована.

Целью данной работы является изуче-
ние температурного оптимума функцио-
нирования метионин аминопептидазы 
из гипертермофильной бактерии Thermus 
thermophilus.

Материалы и методы
Метионин аминопептидаза (GenBank: 

TTH_RS08450) Thermus thermophilus HB8 
(ВКМ В-1605) получена, как описано ра-
нее [1]. Функциональную активность 
МАП измеряли с помощью специфиче-
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ского флуорогенного субстрата для пепти-
даз L-метионин 7-амино-4-метилкумарин  
(Met-AMC). При отщеплении метиони-
на 7-амино-4-метилкумарин флуоресци-
рует (длина волны возбуждения — 380 
нм, эмиссии — 460 нм). Для анализа 
активности МАП 100 мкл реакционной 
смеси, содержащей 50 мМ боратный бу-
фер, pH=8,3, 150 мМ KCl, 100 мкМ CoCl2, 
1 мкМ МАП и 200 мкМ Met-AMC, выдер-
живали в течение 30 мин в диапазоне тем-
ператур от 45–95°С с шагом в 10 граду-
сов. Реакцию останавливали добавлением 
хелатора ЭДТА. Отслеживание эмиссии 
флуоресценции высвободившихся свобод-
ных AMC осуществляли с использованием 
ридера для планшетов BioTek Synergy H1 
и черных 384-луночных планшетов Greiner 
Bio-One #781906. Измерения проводили 
при температуре 25°С в течение 10 мин, 
с орбитальным встряхиванием перед ка-
ждым измерением. Для каждой температу-
ры измерения проводились в трёх повторах 

и был поставлен контроль — реакцион-
ная смесь без МАП, который вычитался 
из опытных реакций при обработке резуль-
татов. Обработку результатов и построение 
графиков проводили при помощи програм-
мы OriginPro 8.0.

Результаты и их обсуждение
L-метионин 7-амино-4-метилкумарин 

(Met-AMC) (наряду с L-метионин парани-
троанилидом, Met-pNA) является самым 
популярным субстратом для исследования 
функциональной активности МАП в раз-
личных условиях (температура, рН, катионы 
металлов и др.). Результаты проверки актив-
ности МАП при различных температурах 
представлены на рисунке в виде зависимо-
сти уровня флуоресценции 7-амино-4-ме-
тилкумарина от температуры. Как видно 
из рисунка, уровень флуоресценции при тем-
пературах от 45–65°С значительно ниже, 
чем при 75–85°С, и достигает максимума 
к 90–95°С. Результаты свидетельствуют 

Рис. Активность МАП в отношении Met-AMC при различных температурах.
Fig. MAP activity toward Met-AMC at different temperatures.
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о том, что максимальную активность фер-
мент проявляет при температуре 90–95°С.

Выводы
Проведённые нами исследования свиде-

тельствуют о том, что новый фермент МАП 

из гипертермофильной бактерии Thermus 
thermophilus может применяться в биотех-
нологии для удаления N-концевого ини-
циирующего метионина из рекомбинант-
ных белков in vitro в диапазоне температур  
75–95°С.
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Существует множество местных гемостатических средств, однако их недостатки, к которым от-
носят короткий срок хранения, высокую стоимость, отсутствие антисептических свойств, единый 
механизм действия, остаточную токсичность и др., требуют разработки новых материалов, спо-
собных соответствовать как можно большему числу требований к «идеальному» гемостатику. Тем 
временем, независимо от механизма полученной травмы, осуществление гемостаза имеет ведущее 
значение для устранения последствий острого кровотечения до момента оказания необходимой ме-
дицинской помощи в больнице. В данной статье рассматриваются вопросы безопасности и эффек-
тивности одних из наиболее перспективных местных гемостатиков, в частности, созданных из хи-
тозана и каолина.
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EFFECTIVENESS AND SAFETY OF MODERN HEMOSTATICS 
BASED ON CHITOSAN AND KAOLIN
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There exist numerous local hemostatic agents; however, their disadvantages, such as a short shelf life, high 
cost, lack of antiseptic properties, a single mechanism of action, residual toxicity, etc., require the devel-
opment of new materials capable of meeting as many requirements for an “ideal” hemostatic as possible. 
Meanwhile, regardless of the mechanism of injury, the implementation of hemostasis is of crucial impor-
tance for eliminating the consequences of acute bleeding until the provision of the necessary medical care. 
This article discusses the safety and effectiveness of some of the most promising local hemostatics, in par-
ticular, those created from chitosan and kaolin.

4.0



26 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 25–29 

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

Keywords: hemostatic agent, chitosan, kaolin, pharmacotherapy safety, pharmacotherapy performance 
Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.
For citation: Gantsgorn E.V., Safronenko A.V., Polyakova V.I., Manvelyan R.M., Baloyan A.A., Mal-
leev I.M., Kalashnikov D.D. Effectiveness and Safety of Modern Hemostatics Based on Chitosan and Ka-
olin. Journal Biomed. 2024;20(3E):25–29. https://doi.org/10.33647/2713-0428-20-3E-25-29

Submitted 15.04.2024 
Revised 18.07.2024 
Published 01.11.2024

Введение
Острая кровопотеря, следствием которой 

является геморрагический шок, остаёт-
ся одной из ведущих причин смертности 
как в боевых условиях, так и в условиях 
мирного времени в дорожно-транспортных 
происшествиях, при хирургических вмеша-
тельствах. Одним из способов борьбы с ней 
является применение гемостатических 
средств (ГС) местного действия. Однако 
до сих пор не существует ГС, которое бы от-
вечало всем критериям «идеального»: оста-
новка кровотечения в течение двух минут 
или менее; действие в широком диапазоне 
температур; отсутствие повреждающего 
действия на окружающие ткани и болевых 
ощущений от сдавления или термическо-
го повреждения; лёгкое нанесение в экс-
тремальных условиях, а также деградация 
или простое удаление из раны; длительный 
срок хранения; бактерицидное действие; 
возможность применения при нарушениях 
функции свёртывания крови и экономиче-
ская доступность. 

В настоящее время большой интерес 
представляют препараты с хитозановой 
и каолиновой составляющей. Хитозан — 
органическое вещество, содержащее боль-
шое число свободных аминогрупп, позво-
ляющих связываться с ионами водорода 
и приобретать избыточный положительный 
заряд, а каолин — инертный природный ги-
дратированный алюмосиликатный минерал, 
получаемый из глины. Механизм действия 
первого состоит в том, что при контакте 
с кровью отрицательно заряженные эритро-
циты притягиваются к хитозану, что приво-

дит к образованию сгустка в месте дефекта 
сосудистой стенки и остановке кровоте-
чения. Выделяют разные формы выпуска 
хитозана: в виде порошка в упаковке, по-
рошка в шприце-аппликаторе, гранул, кри-
огеля и т. д. А действие ГС на основе ка-
олина заключается в активации фактора 
свёртывания XII, который запускает каскад 
гемостаза по внутреннему пути. К тому же, 
открытая каркасно-полостная структура 
имеет отрицательный заряд, благодаря ко-
торому задерживается большое количество 
катионов, например кальция — кофактора 
в коагуляционном каскаде [2].

Добывают хитозан и каолин во многих  
странах, в числе которых США, Велико-
британия, Россия, Канада, Германия, Фран-
ция, Китай, Япония, Италия и др. Осо-
бенно преуспели в производстве данных ГС 
на основе хитозана США, Великобритания, 
Китай, обеспечивающие экспорт своей про-
дукции по всему миру. Известно, что хито-
зановые и каолиновые гемостатики приня-
ты к применению в специальных военных 
подразделениях США, Великобритании, 
а также вооружёнными силами восьми дру-
гих стран, входящих НАТО. Командование 
армии США настаивает на дальнейшем со-
вершенствовании данных ГС для контроля 
кровотечения, чтобы снизить смертность 
от острых кровопотерь до 3% в оператив-
ных подразделениях, где смертность от ге-
моррагического шока составляет пример-
но 24% [2].

Гемостатическая способность хитоза-
на не зависит от пути свёртывания крови 
в организме, и это дополнительное преиму-
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щество данного вещества по сравнению 
с боевой марлей. Эффективность хитозано-
вых повязок при коагулопатических состо-
яниях была проверена в шести различных 
исследованиях на животных. Что касается 
безопасности, то результаты гистологиче-
ского исследования открытых тканей пока-
зали организованное образование сгустков 
вблизи повреждённых тканей, в то время 
как внутри повреждённых кровеносных со-
судов они отсутствовали [2]. К тому же, име-
ются данные многих исследований о том, 
что хитозановые марли являются ценным 
гемостатическим средством при длитель-
ной эвакуации (с 12 до 72 часов). По дан-
ным доклинических и клинических иссле-
дований, хитозан и каолин могут сократить 
время свёртывания крови in vitro на 40% [3]. 
Важным преимуществом хитозанового ГС 
является его антибактериальный эффект, 
механизм которого основан на оксидазной 
активности, сопровождающейся выходом 
перекиси водорода с её последующей ка-
тализацией и образованием гидроксильных 
радикалов, разрушающих мембраны бак-
терий. Хитозан также может обеспечить 
структуру каркаса для целенаправленного 
роста клеток в области раны. Кроме того, 
функциональные группы хитозана (ами-
ногруппы и гидроксильные группы) могут 
взаимодействовать с рецепторами на по-
верхности клеток, способствовать увели-
чению адгезии клеток и тканей, проявляя 
хорошую биосовместимость. Однако, не-
смотря на упомянутые выше преимущест-
ва, у применения каолина имеется отрица-
тельные стороны в виде появления ожогов 
в месте приложения цеолитов. Возникают 
они вследствие гидратации ГС и выделения 
излишнего количества тепла. Чтобы пре-
дотвратить данный нежелательный эффект, 
начали проводить частичную гидратацию 
каолина и закладывать его в нетканый бинт.

С 2003 г. гемостатические повязки на ос-
нове хитозана и каолина с обнадёживающи-
ми результатами используются для лечения 

травм в условиях военного и гражданского 
реагирования на чрезвычайные ситуации. 
В 27 из 34 случаев оказания неотложной 
медицинской помощи повязка из хитозана 
и каолина уменьшила кровотечение в тече-
ние 3 мин после введения. 21% (7 из 34 слу-
чаев) случаев неудачного гемостаза произо-
шёл из-за ошибки оказывающего помощь, 
которой можно было избежать благодаря 
лучшему обучению и дизайну продукта [4].

Совсем недавно исследователи объедини-
ли преимущества хитозана и каолина с дру-
гими материалами для улучшения их ге-
мостатических свойств. Например, авторы 
работы [1] получили полиэлектролитные 
комплексы, состоящие из олигосахарида 
хитозана (COS) и карбоксиметилкрахмала 
в качестве рассасывающихся гемостатиче-
ских агентов. Они наблюдали, что полиэ-
лектролитные комплексы, содержащие 10% 
COS, улучшали гемостаз на модели крово-
течения из печени крысы, но эффективность 
гемостаза снижалась по мере увеличения 
содержания COS. В недавнем исследовании 
[2] разработали и оценили гемостатические 
повязки на основе хитозана/каолина и ис-
пользовали поверхностно-активное веще-
ство для улучшения равномерного распре-
деления каолина по хитозановым волокнам. 
Авторы продемонстрировали, что их повяз-
ки на основе хитозана/каолина улучшают 
гемостаз и выживаемость по сравнению 
с QuikClot® (кровоостанавливающий z-сло-
женный бинт на основе минеральных ве-
ществ) как на моделях кровотечения у крыс, 
так и у кроликов. Авторы работы [5] приго-
товили микросферы с сердцевиной, состо-
ящей из пористого хитозана, и компактной 
оболочкой, состоящей из альгината, и про-
демонстрировали, что эта комбинирован-
ная микросфера способствует образованию 
тромбов и более эффективна в качестве 
гемостатика по сравнению с пористыми 
микросферами из хитозана по отдельности 
как на модели ампутации хвоста крысы, так 
и на модели кровотечения из печени крысы. 
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Разработанные композиты испытывались 
при имитации различных кровотечений, 
при этом отсутствовали такие клинические 
и биохимические изменения, как гепатоцел-
люлярная токсичность, воспаление, актива-
ция тромбоцитов, потеря веса или лихорадка, 
что является подтверждением биосовмести-
мости ГС из хитозана и каолина.

Заключение
Современные исследования позволяют 

подчеркнуть необходимость использова-
ния повязок на основе хитозана и каолина 

в качестве потенциальной альтернативы 
при оказании первой помощи наряду с дру-
гими лекарственными средствами, такими 
как обезболивающие, противоожоговые, 
антиангинальные и т. д. Очевидно, это 
обусловлено множеством преимуществ 
данных гемостатических средств, в т. ч. вы-
сокой безопасностью и эффективностью. 
Созданные модификации на основе уже 
имеющихся гемостатических материалов 
с большой перспективой внедряются в пра-
ктическую деятельность и подвергаются 
дальнейшему усовершенствованию.
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Применение технологии Ленгмюра для анализа свободных жирных кислот позволяет получать 
монослои, состоящие из монокарбоксилатов бария, а характерное изотопное распределение бария 
позволяет упростить идентификацию соединений, содержащих данный элемент, в масс-спектрах. 
Формирование мономолекулярных плёнок Ленгмюра непосредственно на поверхности матрично-
активированной лазерной десорбцией/ионизацией мишени позволяет сократить и упростить про-
боподготовку, а также повысить чувствительность методики профилирования свободных жирных 
кислот в биологических образцах различной природы.
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The application of Langmuir technology for analyzing free fatty acids makes it possible to obtain monolay-
ers consisting of barium monocarboxylates, while the characteristic isotopic distribution of barium makes 
it possible to simplify the identification of compounds containing this element in mass spectra. The for-
mation of monomolecular Langmuir films directly on the surface of the matrix-assisted laser desorption/
ionization of the target, reduces and simplifies sample preparation, at the same time as increasing the sensi-
tivity of the technique for profiling of free fatty acids in biological samples of different origin.
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Введение
Масс-спектрометрия с матрично-акти-

вированной лазерной десорбцией/иони-
зацией (МАЛДИ-МС) является хорошо 
зарекомендовавшим себя методом для чув-
ствительного, высокопроизводительного 
и экономически эффективного определения 
широкого ряда аналитов, к которым, в част-
ности, относятся липиды [2]. Тем не менее, 
анализ свободных жирных кислот (СЖК) 
методом МАЛДИ-МС зачастую затруднён 
при использовании распространённых ор-
ганических матриц, что определяет акту-
альность разработки новых методик для эф-
фективного определения СЖК с помощью  
этого метода.

В последние годы всё чаще предлагает-
ся формат МАЛДИ-МС-анализа на основе 
проведения одного или нескольких эта-
пов пробоподготовки непосредственно 
на поверхности МАЛДИ-мишени, который 
получил название «лаборатория на ми-

шени», что позволяет сократить время экс-
перимента, снизить затраты на реакти-
вы и уменьшить количество требуемого 
образца. Недавно был предложен подход, 
основанный на формировании монослоёв 
монокарбоксилатов бария непосредст-
венно на поверхности МАЛДИ-мишени 
при использовании технологии Ленгмюра, 
что позволило значительно увеличить чув-
ствительность анализа СЖК в виде их ба-
риевых солей методом МАЛДИ-МС [4]. 
Предложенный подход ввиду высокой чув-
ствительности и экспрессности представ-
ляется перспективным при сравнительном 
анализе большого количества серий биоло-
гических образцов различной природы.

Цель исследования состояла в обо-
бщении известных данных о применении 
технологии Ленгмюра для качественного 
и полуколичественного анализа свободных 
жирных кислот в виде их бариевых солей 
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методом МАЛДИ-МС в монослоях, сфор-
мированных непосредственно на поверх-
ности МАЛДИ-мишени.

Данное исследование является подгото-
вительным этапом по выполнению науч-
но-исследовательской работы по изучению 
метаболического синдрома в условиях све-
тового десинхроноза.

СЖК в организме служат важным источ-
ником энергии, а также могут выступать 
в роли сигнальных молекул в различных 
клеточных процессах, в частности секре-
ции инсулина [3]. Однако содержание их 
внутри организма невелико ввиду того, 
что они являются детергентами, а повы-
шение их концентрации может приводить 
к возникновению токсических эффектов 
[5]. Это позволяет рассматривать СЖК 
как потенциальные биомаркеры при диаг-
ностике различных метаболических забо-
леваний, в т. ч. метаболического синдрома 
в условиях светового десинхроноза.

Введение в состав молекулы атома бария 
(получение соли СЖК) позволяет сдвинуть 
m/z аналита на 137 ед. в область более высо-
ких значений m/z. Кроме того, барий обла-
дает большим ионным радиусом, что опре-
деляет выраженный ионный характер связи 
в его соединениях и имеет характерное изо-
топное распределение, упрощающее иден-
тификацию соединений, имеющих в своём 
составе этот элемент. 

Формирование монослоёв монокарбокси-
латов бария осуществляется в ходе реакции 
на границе раздела водной и органической 
фаз. На первой стадии на ячейку мишени 
из нержавеющей стали с полированной по-
верхностью наносят каплю водной субфа-
зы (водный раствор ацетата бария с добав-
лением матрицы, 2,5-дигидроксибензойной 
кислоты) объёмом 0,6 мкл. Затем на поверх-
ность водной капли наносят равный объём 
н-гексанового экстракта из биологического 
образца, содержащего СЖК, дожидаются 
испарения органической фазы и после на-

носят ещё одну порцию экстракта. После 
полного испарения органической фазы 
на поверхности ячейки МАЛДИ-мишени 
образуются монослои с упорядоченной 
структурой. На последнем этапе пробо-
подготовки образовавшиеся монослои 
обрабатывают с помощью 90% водного 
ацетонитрила для удаления с поверхности 
излишков матрицы и других гидрофиль-
ных примесей. Важно отметить, что обра-
зование монослоя происходит в условиях, 
не приводящих к расщеплению липидов, 
следовательно, связанные жирные кислоты 
не участвуют в формировании монослоя.

Рассматриваемый подход ранее был 
оптимизирован для проведения широ-
коформатных исследований путём вве-
дения процедуры автоматической реги-
страции масс-спектров, что позволило 
повысить воспроизводимость результатов 
[1]. Оптимизированная методика была 
успешно апробирована при исследовании 
хронического отравления крыс ацетатом 
ртути. Было установлено, что в плазме 
крови крыс, подвергшихся интоксикации, 
наблюдались значимые (p<0,05) изменения 
в относительном содержании ряда СЖК. 
Таким образом, оптимизированный подход 
может быть эффективно использован в би-
ологических экспериментах, требующих 
значительное количество как эксперимен-
тальных, так и технических повторов.

Выводы
1. Обобщены данные о методах форми-

рования монослоёв бариевых солей ам-
фифильных соединений на поверхности 
МАЛДИ-мишени за счёт адаптации тех-
нологии Ленгмюра к полусферической 
поверхности водной субфазы для дальней-
шего масс-спектрометрического анализа, 
что позволяет сократить время пробопод-
готовки и увеличить чувствительность ана-
лиза амфифильных соединений методом 
МАЛДИ-МС. 
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2. Нанесение смеси свободных жирных 
кислот в н-гексане приводит к образова-
нию регулярного монослоя монокарбок-
силатов бария, что позволяет проводить 

профилирование свободных жирных кис-
лот методом МАЛДИ-МС с высокой чув-
ствительностью, точностью и воспроизво-
димостью. 
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Введение
Глиобластома является крайне агрессив-

ным и наиболее часто встречающимся ти-
пом опухолей головного мозга. Несмотря 
на огромные усилия, в настоящее время 
не найдено эффективного терапевтического 
режима, позволяющего вылечить пациен-
тов с глиобластомами [1]. Разработка новых 
методов лечения зависит от воспроизводи-
мых и надёжных моделей для доклиниче-
ских, в т. ч. и in vivo, исследований [4].

Целью данного исследования являлось 
изучение опухолеобразующей активности 
клеток глиобластомы человека A172, U251 
и U87 у мышей линии NOD-scid.

Материалы и методы 
Дизайн исследования соответствовал 

биоэтическим требованиям по работе 
с лабораторными животными. Все мани-
пуляции проводили согласно протоколу-
заявке на животных, эксперимент рассмо-
трен и одобрен Институтской комиссией 
по контролю за содержанием и использова-
нием лабораторных животных ФИБХ РАН. 
Исследование было выполнено на самцах 
мышей линии NOD-scid SPF-статуса в воз-
расте 6–9 недель. 

Для моделирования опухолевого про-
цесса в мозге животных использовали три 
клеточные линии глиобластомы человека — 
A172, U251 и U87. Клетки культивировали 
в подходящих ростовых средах при стан-
дартных условиях. Инокуляцию клеток 
проводили следующим образом: в полоса-
тое тело правого полушария головного моз-
га вводили суспензию клеток в дозах, ранее 
описанных в литературе: U87 — 500 тыс. 
клеток/животное [2], A172 — 630 тыс. кле-
ток/животное, U251 — 700 тыс. клеток/
животное [3]. Объём введения составлял 
10 мкл/животное.

В ходе исследования у животных про-
водили клинический осмотр. Животные 
в тяжёлом состоянии были подвергнуты не-

кропсии с последующим макроскопическим 
и гистологическим анализом головного моз-
га. Кроме того, была проведена оценка выжи-
ваемости животных в течение исследования. 
Результат рассчитывали как процент выжи-
ваемости от общего количества животных. 

Результаты исследований
В течение исследования клинический ос-

мотр мышей с привитыми клетками линии 
A172 и U251 не выявил отклонений в со-
стоянии здоровья, выживаемости, макро-
скопических изменений головного мозга 
также не наблюдалось. При этом ксенот-
рансплантация клеточной линии U87 вызы-
вала тяжёлое состояние животных и сниже-
ние выживаемости, которое было выявлено, 
начиная с 19-го дня после прививки у не-
которых мышей, что впоследствии также 
наблюдалось в разные дни и у других жи-
вотных, вплоть до 30-го дня исследования.

При макроскопическом анализе голов-
ного мозга было выявлено значительное 
увеличение правой корковой структуры 
мозга с прорастанием опухоли во внутрен-
ние слои у мышей, которым вводили 3-й 
пассаж клеточной линии U87. У животных, 
которым были инокулированы клетки U87  
6-го пассажа, опухоль распространилась 
в субарахноидальное пространство. Данные 
изменения наблюдались в различной степени 
у всех животных, подвергнутых некропсии. 

Микроскопический анализ образовав-
шейся глиомы выявил два преобладающих 
паттерна роста: субарахноидальное распро-
странение (при введении клеток 6-го пасса-
жа) и внутримозговое (при введении клеток 
3-го пассажа). 

Выводы
1. Показано, что туморогенными свойст-

вами у мышей линии NOD-Scid, получен-
ных из Питомника лабораторных животных 
ФИБХ РАН, в дозах, описанных в литерату-
ре, обладает только клеточная линия глио-
бластомы человека U87. Привить клеточную 
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линию U251 в дозах, описанных в литерату-
ре, животным, выращенным в Питомнике 
лабораторных животных ФИБХ РАН, 
не удалось. Подтверждено отсутствие тумо-
рогенного потенциала у линии А172.

2. Обнаружено изменение характера 
роста опухоли в зависимости от пассажа 
клеточной линии U87. Изучение природы 
данного явления требует дальнейших ис-
следований.
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Введение
Проблема влияния голодания на разные 

показатели обменных процессов в орга-
низме животных и человека продолжает 
привлекать внимание большого числа ис-
следователей [3]. Длительное голодание 
является фактором, определяющим глубо-
кие метаболические и физиологические 
изменения, направленные на компенса-
цию дефицита нутриентов в организме. 
Теоретический интерес изучения полного 
голодания связан с возможностью изуче-
ния на его примере адаптации организма 
к условиям эндогенного питания. С пра-
ктической точки зрения понимание мета-
болических нарушений при длительном 
голодании является актуальным, поскольку 
во многих странах в условиях природных 
и социальных бедствий и конфликтов уве-
личивается количество алиментарно-зави-
симых заболеваний.

Цель работы — изучить основные пара-
метры метаболизма при длительной пище-
вой депривации в эксперименте.

Материалы и методы
Исследования выполнены на 29 крысах-

самцах популяции линий Wistar массой тела 
340–390 г в возрасте 12 мес. Протокол ис-
следования был одобрен локальным коми-
тетом по биомедицинской этике НИИ СП 
им. Н.В. Склифосовского ДЗМ. 

Все животные содержались в лабора-
тории в контролируемых условиях окру-
жающей среды при температуре 20–24°C 
и влажности 45–65%, с режимом осве-
щённости с 8.00 до 20.00 ч — свет, с 20.00 
до 8.00 ч  — сумеречное освещение. Доступ 
к корму и воде до начала экспериментов 
был свободный. За 7 сут до начала экспери-
ментов в тощую кишку устанавливали зонд. 

Крысы (n=21) подвергались пищевой де-
привации (ПД) в течение 9 дней со свобод-
ным доступом к воде. Также была сформи-
рована интактная группа (n=8).

Животных ежедневно взвешивали. Крыс 
выводили из эксперимента летальной до-
зой наркоза по 7 животных на 4-е, 7-е и 10-е 
сут от начала ПД. Выделяли надпочечники 
и тимус для определения их относительных 
масс, а также для биохимического анализа 
производился забор крови. Биохимический 
анализ в сыворотке крови выполнялся 
на биохимическом анализаторе AU 2700 
(«Beckman Coulter», США) с применением 
реактивов фирмы-производителя.

Данные представлялись в виде медианы 
и перцентилей. Для статистического анали-
за использовали непараметрические крите-
рии. Статистически значимыми считались 
различия при p<0,05.

Результаты и их обсуждение
На протяжении ПД у всех крыс было 

выявлено стремительное снижение массы 
тела. Так, к 4-м сут животные теряли 8 (7; 
16) % массы тела, к 7-м — 14 (13; 25) %, 
а к 10-м сут масса тела животных снизилась 
на 24 (20; 25) % от исходной. 

В отношении органов-маркеров стресса 
было выявлено нарастающее к 10-м сут 
повышение относительной массы надпо-
чечников, превышающее в 3 раза уровень 
у интактных крыс (p<0,05). При этом от-
носительная масса тимуса на 4-е и 7-е сут 
ПД оставалась стабильной, а к 10-м сут на-
блюдалось её статистически значимое сни-
жение на 37,5% относительно интактных 
животных. 

При ПД у животных наблюдались зна-
чительные метаболические изменения 
по сравнению с интактной группой (табл.). 
Так, к 7-м сут наблюдалось снижение 
уровня основного метаболита углеводно-
го обмена — глюкозы — в 1,4 раза, однако 
к 10-м сут её уровень возвращался к норме. 
Кроме того, при ПД к 4-м сут наблюдалось 
понижение уровня общего белка на 10% 
(p<0,05), после чего в последующие дни 
ПД его уровень не изменялся. Показатели 
жирового обмена значительно снижались 
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от 4-х к 10-м сут. Так, к 10-м сут наблюда-
лось снижение триглицеридов и холестери-
на в 3,7 и 1,8 раза (p<0,05) соответственно.

Таким образом, длительное голодание 
можно рассматривать как одну из разновид-
ностей стресса, что подтверждается харак-
терными для состояния функционального 
напряжения организма метаболическими 
перестройками, происходящими в ответ 
на лишение его пищи. Наши данные показа-
ли, что длительная ПД у крыс вызывает изме-
нения в органах-маркерах стресса, а именно 
гипертрофию надпочечников и инволюцию 
тимуса. Выявлены метаболические измене-
ния, такие как снижение уровня глюкозы 
в крови до 7-х сут, однако к 10-м сут её уро-
вень возвращался к нормальным значениям, 
что на фоне длительной ПД может быть свя-
зано инициированием глюконеогенеза [2], 
а также с повышением интенсивности фос-
форолиза в ответ на повышение выработ-
ки АКТГ [1]. Наблюдалось переключение 
энергетического метаболизма с углеводного 
на жировой, что сопровождалось сниже-

нием показателей липидного обмена. Это, 
вероятно, связано с окислением жирных 
кислот и индукцией глиоксилатного цикла 
[4]. Данная адаптационная перестройка не-
обходима для поддержания энергии и уров-
ня углеводов, а также сохранения струк-
турных белков организма. Таким образом, 
при голодании наблюдается перераспреде-
ление энергетических субстратов в организ-
ме: глюкоза поступает в глюкозозависимые 
ткани, в частности в ЦНС, а остальные орга-
ны и ткани организма обеспечиваются энер-
гией благодаря мобилизации жиров.

Выводы
1. Пищевая депривация в течение 9 дней 

со свободным доступом к воде сопровожда-
ется потерей 24% массы тела и вызывает 
гипертрофию надпочечников и инволюцию 
тимуса. 

2. При пищевой депривации наблюдается 
стадийное изменение показателей белково-
го, углеводного и жирового обмена, связан-
ное со сменой энергетических субстратов.

Таблица. Изменения основных метаболических показателей в разные сроки пищевой депривации, Ме (Q1; Q3)
Table. Changes in the basic metabolic parameters at different periods of food deprivation, Me (Q1; Q3)

Группы
Показатели обмена

Углеводный обмен Белковый обмен Жировой обмен

Глюкоза Общий белок Триглицериды Холестерин

Интактная группа 9,52 
(8,59; 10,5)

67,2
(65,6; 68,9)

0,89
(0,71; 1,13)

1,93
(1,68; 2,30)

Опытная группа

4-е сут 7,29*
(6,09; 7,89)

61,0*
(60,1; 62,7)

0,37*
(0,32; 0,42)

1,26*
(1,10; 1,37)

7-е сут 6,78*
(5,07; 7,18)

61,7*
(60,1; 63,1)

0,43*
(0,37; 0,55)

0,98*
(0,92; 1,33)

10-е сут 9,81
(6,58; 10,30)

59,6*
(52,6; 70,0)

0,24*
(0,22; 0,24)

1,05*
(0,91; 1,53)

Примечание: * — p<0.05 по сравнению с интактной группой.
Note: * — p<0.05 compared to the intact group.
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ЗАВИСИМОСТЬ АНТИТЕЛЬНОГО ОТВЕТА МОЛОДНЯКА ОВЕЦ  
ОТ СПОСОБА ИММУНИЗАЦИИ РЕКОМБИНАНТНЫМ 
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Несмотря на успехи в создании генно-модифицированных животных с новыми хозяйственно-полез-
ными признаками, иммунобиотехнологические методы представляют собой альтернативный, более 
традиционный и безопасный для здоровья животного способ повышения мясной продуктивности 
сельскохозяйственных животных. Например, животные с нокаутом гена MSTN имеют не только 
чрезмерно развитую мускулатуру, но и серьёзные проблемы со здоровьем и воспроизводством. Бло-
кировка действия эндогенного миостатина иммунными методами в фазе интенсивного роста живот-
ных может оказаться способом, востребованным для эффективного животноводства. В настоящее 
время для иммунизации в качестве антигенов всё чаще используют очищенные рекомбинантные 
белки и пептиды, обладающие низкой собственной иммуногенностью. Эффективность создаваемых 
вакцин зависит не только от используемого антигена, но и адъювантов, способов её введения, вида 
животных и определяется в основном эмпирически. Нами был получен штамм-продуцент рекомби-
нантного миостатина (рМСТ), белок был использован в качестве антигена в композиции с разными 
адъювантами для определения его иммуногенности. С гелем гидроксида алюминия в качестве адъю-
ванта рМСТ был использован в качестве вакцины для иммунизации 4-месячных ягнят. Было показа-
но, что однократная подкожная многоточечная иммунизация в дозировке 1 мг рМСТ/гол. приводила 
к ощутимому иммунному ответу и приросту живой массы. 
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Despite the success in creating genetically modified animals with improved economic characteristics, im-
munological biotechnologies represent an alternative, more conventional and safer, approach to increasing 
the meat productivity of farm animals. For example, animals with a knockout of the MSTN gene have not 
only overly developed muscles, but also serious health and reproduction problems. Blocking the action 
of endogenous myostatin by immune methods in the phase of intensive animal growth may become a high-
tech and safe method for effective animal husbandry. Currently, purified recombinant proteins and peptides 
with a low intrinsic immunogenicity are increasingly used as antigens for immunization. The effectiveness 
of the created vaccines depends not only on the antigen used, but also on the methods of its administration, 
adjuvants, and the type of animals, being determined, as a rule, empirically. We obtained a recombinant 
myostatin (rMST) producing strain; the protein was used as an antigen in a composition with various 
adjuvants to determine its immunogenicity. The obtained rMST, along with aluminum hydroxide gel as 
an adjuvant, was used as a vaccine to immunize four-month-old lambs. It was shown that a single subcu-
taneous multipoint immunization at a dosage of 1 mg rMST per head led to a noticeable immune response 
and an increase in body weight.
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Введение
Мясное животноводство, в т. ч. овце-

водство, — важнейшая отрасль сельского 
хозяйства. Повышение продуктивности 
и улучшение качества мяса — приоритет-
ное направление развития отрасли. Растёт 
доля специализированных мясных по-
род, на молекулярно-генетическом уровне 
ведётся поиск генов и их полиморфизмов, 
связанных с развитием росто-весовых при-
знаков. Белок миостатин (МСТ), продукт 
экспрессии гена MSTN, ингибирует синтез 
белков в мышцах, дифференцировку и про-
лиферацию миоцитов [6]. Определены по-
лиморфизмы гена MSTN, приводящие 
к отсутствию белка или ограничению его 
функциональной активности. Острый ин-
терес вызывает возможность геномного 
редактирования — нокаут гена, позволяю-

щий получать животных с эффектом «двой-
ной мускулатуры». Однако у таких живот-
ных приобретённые качества, как правило, 
сопровождаются уменьшением размеров 
жизненно важных органов (сердца, лёгких, 
почек), хрупкостью костей задних конечно-
стей, у них увеличивается восприимчивость 
к респираторным и прочим заболеваниям, 
нарушаются воспроизводительные функции 
(повышались эмбриональная смертность, 
число абортов и мёртворождений) [5].

В настоящее время активно разрабатыва-
ются способы ингибирования активности 
МСТ на разных уровнях [7], но для пра-
ктического применения в животноводст-
ве, ограниченном жёсткими требованиями 
к применению гормональных препаратов, 
антибиотиков, стероидов, могут оказаться 
предпочтительными иммунобиотехноло-
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гические методы — например, системное 
введение антител против МСТ или воз-
можность использования рекомбинантного 
МСТ (рМСТ) в качестве антигена для ин-
дуцирования аутоантительного ответа про-
тив эндогенного белка [10, 11]. Поскольку 
аминокислотная последовательность МСТ 
идентична у многих видов животных, рМСТ 
в составе вакцин может быть эффективен 
для повышения мясной продуктивности 
сельскохозяйственных животных и птицы. 

С использованием оптимизированной 
для трансляции в бактериальных культурах 
нуклеотидной последовательности, кодиру-
ющей зрелый белок миостатина овцы (Ovis 
aries), нами был создан штамм-продуцент 
E. coli / pET-MSTN, иммуногенность рМСТ 
была подтверждена при вакцинации им 
кроликов и овец с использованием несколь-
ких адъювантов [2, 3]. Слабая или пра-
ктически отсутствующая иммуногенность 
хорошо очищенных рекомбинантных бел-
ков антигенов, аминокислотная последова-
тельность которых идентична эндогенному 
белку, нуждается в усилении адъювантами. 
Иммунный ответ зависит от свойств ан-
тигена, видовых и индивидуальных осо-
бенностей организма, способов и схем 
иммунизации. Оптимизация иммунного 
ответа, как правило, достигается опытным 
путём [1]. Несмотря на относительно низ-
кий, по сравнению с полным и неполным 
адъювантами Фрейнда, антительный ответ, 
для практической работы с рМСТ нами 
в качестве адъюванта был выбран наибо-
лее широко применяемый гель гидроксида 
алюминия [2, 3]. Его адъювантная актив-
ность проявляется в способности адсорби-
ровать антигены, формировать и медленно 
реализовать депо антигенов. В области 
введения адъюванта воспалительные реак-
ции способствуют макрофагальному тран-
спорту антигена к лимфатическим тканям, 
происходит комплекс реакций клеточного 
и гуморального иммунитета с продукцией 
иммуноглобулинов классов E и G [1, 4, 8]. 

В качестве основного метода вакцинации 
обычно применяют внутримышечные инъ-
екции, но адъювантные белковые вакцины, 
вводимые в слизистые оболочки или под-
кожно, индуцируют более выраженный 
гуморальный и клеточный иммунитет [9]: 
выбор способа введения вакцины может 
быть критичным фактором для слабых ан-
тигенов.

Целью нашего исследования была оцен-
ка влияния способа вакцинации рМСТ 
на антительный ответ молодняка овец.

Материалы и методы
Вакцина. Рекомбинантный МСТ в бу-

фере с 8 М мочевиной (5 мг/мл) разводи-
ли стерильным физ. р-ром до концентрации 
2 мг/мл и смешивали с адъювантом — гелем 
гидроокиси алюминия (ГА) (Щёлковский 
биокомбинат, Россия), в объёмном соотно-
шении 1:1. Доза вводимого препарата со-
ставляла 1 мг рМСТ/гол.

Опытные животные. В эксперимен-
те использовали ягнят (баранчики) мери-
носовой породы в возрасте 4 мес. Были 
сформированы три группы — контроль-
ная (К), животных в которой не иммуни-
зировали, и две опытных группы по 8 гол. 
в каждой, по принципу парных аналогов. 
Все животные перед началом эксперимен-
та маркировались с помощью ушных бирок 
с нанесённым соответствующим номером. 
Эксперимент проводили в зимний период. 
Животные содержались в производствен-
ном помещении (загон-ферма) частного ов-
цеводческого комплекса (Московская обл.). 
Кормление осуществлялось по техноло-
гической схеме хозяйства, на основном 
рационе для овец. Вода была в свободном 
доступе.

Способ иммунизации. Вакцину вводили 
внутримышечно животным первой опыт-
ной группы (ВМ — внутримышечное вве-
дение, одноточечно в область холки), под-
кожно ягнятам второй опытной группы 
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(ПК, 3–4 точки в подмышечную область, 
лишённую плотного шёрстного покрова).

Кровь у ягнят брали из яремной вены 
с соблюдением правил асептики и антисеп-
тики в начале опыта, через 14 и 28 сут после 
вакцинации. Кровь собирали в вакуумные 
пробирки PUTH с активатором свёртыва-
ния (SiO2). Сыворотку отделяли от коагу-
лированного сгустка и хранили при –20°С 
до определения титра антител. 

Титр сывороток измеряли с использо-
ванием собственной ИФА тест-системы 
[2, 3], непрямым методом. Анализируемые 
сыворотки (каждый образец в двух парал-
лелях) в двукратных разведениях от 1:200 
до 1:12800 вносили в лунки планшета с им-
мобилизованным рМСТ. В качестве вторых 
антител использовали антитела кролика, 
иммунизированного IgG овцы, меченные 
пероксидазой хрена (конъюгат «кролик- 
анти-овца-ПХ»). Пероксидазную актив-
ность конъюгата, связавшегося с овечьими 
антителами, аффинно захваченными иммо-
билизованным на планшете рМСТ, опреде-
ляли хромогенной реакцией тетраметил-
бензидина с перекисью водорода. Реакцию 
останавливали «стоп-раствором», опти-
ческую плотность измеряли при 450 нм 
(ОП450). Результаты измерений представле-
ны в таблице и на рисунке.

Результаты исследований
Ранее нами в экспериментах на 8-месяч-

ных кроликах и взрослых овцах было по-

казано, что рМСТ обладает достаточной 
иммуногенностью и индуцирует синтез 
антител. У иммунизированных рМСТ овец 
по результатам ИФА ОП450 сывороток 
была в 4–15 раз выше, чем у контроль-
ных. Лучшие результаты были получены 
при использовании полного и неполного 
адъюванта Фрейнда (ПАФ и НАФ), ОП450 
сывороток животных, вакцинированных 
с использованием геля гидроксида алюми-
ния в качестве адъюванта, была в 1,5–2 раза 
ниже (при одинаковых разведениях сыво-
роток). Однако подкожный многоточечный 
способ вакцинации оказался эффективнее 
внутримышечного: при разведении сыво-
роток 1:400 ОП450 были 0,84 и 0,56 соот-
ветственно, что свидетельствует о лучшем 
иммунном ответе при подкожном способе 
введения вакцины [2, 3]. 

Применение ПАФ в экспериментах 
на животных ограничено рамками различ-
ных нормативных документов. Препарат 
используется только при первичной имму-
низации животных [1]. Адъюванты на ос-
нове алюминия находят широкое приме-
нение, используются и одобрены FDA 
(Управление США по надзору за качест-
вом пищевых продуктов и лекарственных 
средств) для применения в вакцинах. 

В нашем эксперименте по результатам 
ИФА, выполненного с использованием 
собственной тест-системы, было показано, 
что оптическая плотность образцов сыво-
роток ягнят контрольной и опытных групп, 

Таблица. Титры антител 4-месячных ягнят контрольной и опытных групп
Table. Antibody titers of four-month-old lambs in the control and experimental groups

Группы Сутки
Разведения сывороток, ОП450

1/200 1/400 1/800 1/1600

К

0 0,136 0,103 0,075 0,055

14 0,106 0,069 0,046 0,042

28 0,116 0,084 0,059 0,020

ВМ
14 0,300 0,251 0,197 0,154

28 0,249 0,195 0,156 0,121

ПК
14 0,551 0,487 0,416 0,334

28 0,477 0,396 0,330 0,247
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Рис. Зависимость иммунного ответа ягнят от спо-
соба иммунизации рМСТ с гелем гидроксида алюминия.
Fig. Dependence of the immune response of lambs on 
the method of immunization of rMST with aluminum 
hydroxide gel.

взятых до иммунизации животных, при раз-
ведении сывороток 1/400–1/200 находилась 
в интервале 0,1–0,14 о.е. В таблице и на ри-
сунке приведены данные по титрам антител 
ягнят контрольной и опытных групп в тече-
ние эксперимента.

Титр антител к миостатину у ягнят 
контрольной группы на протяжении экс-
перимента оставался постоянным, тогда 
как у животных опытных групп, относи-
тельно высокий на 14-е сут, он снижался 
к концу эксперимента, оставаясь в несколь-
ко раз выше, чем у неиммунизированных 
ягнят. ОП450 сывороток ПК иммунизи-
рованных ягнят была в 2 раза выше, чем 
при внутримышечной инъекции, что сви-
детельствует о более высоком содержании 
антител в сыворотке ягнят, иммунизиро-
ванных подкожно. Полученные результаты 
согласуются с другими нашими данными 
о динамике роста ягнят: живая масса ягнят 
с высоким титром антител (подкожное вве-
дение вакцины) через 28 сут после имму-
низации была больше, чем у неиммунизи-
рованных.

Заключение
Современные технологии конструиро-

вания вакцин включают рекомбинантные, 
синтетические и другие препараты со сла-
бой иммуногенностью из-за отсутствия 
или недостаточного содержания в них пато-
ген-ассоциированных структур микроорга-
низмов, необходимых для взаимодействия 
с рецепторами клеток системы врождённо-
го иммунитета, запускающих каскад сиг-
налов для активации иммунных реакций. 
Многочисленные разнообразные адъюван-
ты призваны компенсировать недостаточ-
ную иммуногенность антигенов, однако 
к применению в практике разрешены толь-
ко соли алюминия и водно-масляная эмуль-
сия MF-59 [4]. Считалось, что гидроксид 
алюминия, введённый в организм с антиге-
ном, создаёт депо, откуда антиген медленно 
элиминирует. При этом возникает воспали-
тельный очаг, привлекающий антигенпре-
зентирующие клетки. Установлено, что ги-
дроксид алюминия действует на ключевые 
эффекторы врождённого иммунитета: ден-
дритные клетки, NK, TLRs и продукцию 
цитокинов [4, 8].

Наша вакцина, представляющая собой 
раствор рМСТ в гидрогеле гидроксида 
алюминия, оказалась наиболее эффективна 
при подкожной многоточечной иммуниза-
ции: титр антител был выше и коррелировал 
с ростом ягнят. Титр антител к миостатину, 
относительно высокий на 14-е сут после 
иммунизации, уменьшался к 28-м сут: оп-
тическая плотность образцов, определён-
ная методом ИФА, при одинаковом разве-
дении сывороток снижалась на 15–20%. 
Очевидно, повторная иммунизация живот-
ных в этот период привела бы к росту ан-
тительного ответа и возможной блокировке 
эндогенного миостатина, что с большой ве-
роятностью имело бы последствием уско-
ренный по сравнению с неиммунизирован-
ными животными набор мышечной массы.
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ПОДХОДЫ К ИЗУЧЕНИЮ ОСОБЕННОСТЕЙ ПИЩЕВАРЕНИЯ 
КАБАРГИ СИБИРСКОЙ В УСЛОВИЯХ ПИТОМНИКА

А.М. Зубалий*, М.М. Гусева
ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий» ФМБА России 

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

Для полноценного кормления кабарги в вольерных условиях необходимы данные о переваримости 
питательных веществ корма. В работе проведена косвенная оценка особенностей пищеварения ка-
барги в осенний и зимний периоды. Анализировалось влияние возраста, пола, физиологического 
состояния и сезона на экскрецию питательных веществ. Наиболее чувствительными являются по-
казатели минерального обмена, особенно фосфора. Также нестабильностью отличается экскреция 
клетчатки, жира и протеина. Результаты позволяют судить о переваримости корма и обосновывают 
необходимость балансирующих подкормок для разных половозрастных групп кабарги в вольерных 
условиях.

Ключевые слова: Moschus moschiferus, переваримость, экскреция, органические вещества корма, 
питательные вещества, биохимический состав, рубцовое пищеварение
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In order to ensure adequate nutrition of musk deer in captivity, it is essential to have data on the diges- 
tibility of feed nutrients. In this work, we carry out an indirect assessment of the digestive characteristics 
of captive musk deer in the autumn and winter periods. The influence of age, gender, physiological state, 
and seasonal changes on nutrient excretion is analyzed. The most sensitive parameter was found to be mi- 
neral metabolism, phosphorus metabolism in particular. Other unstable parameters include excretion 
of fiber, fat, and protein. The results obtained provide information on the digestibility of feed and justify 
the need for balancing feedings for different age and sex groups of musk deer kept under farm conditions.
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Введение
Ключевым показателем полноценности 

рациона является сбалансированность пи-
щевых компонентов, соответствующих по-
требностям животных [3, 4]. В связи с тем, 
что рациональное кормление кабарги в во-
льерных условиях недостаточно изучено, 
наша работа по сбору и анализу данных 
и апробации методов кормления кабарги 
является актуальной. 

Для обеспечения полноценности кормле-
ния разных половозрастных групп кабарги 
необходимо учитывать не только количест-
во и питательность кормов, но и перевари-
мость их компонентов. Из-за особенностей 
нервной системы кабарги классические 
балансовые опыты трудно провести [2, 4], 
поэтому биохимический состав экскремен-
тов может служить косвенным показателем 
оценки функциональных особенностей 
ЖКТ кабарги в условиях питомника.

Материалы и методы
Для установления влияния различных 

факторов на экскрецию основных пита-
тельных веществ рациона был произведён 
отбор проб фекалий вольерной кабарги 
различного возраста, пола и физиологиче-
ского состояния в осенний и зимний пе-
риоды в питомнике филиала «Алтайский» 
ФГБУН НЦБМТ ФМБА России (Россия, 
Республика Алтай). Пробы отбирались два-

жды: в осенний период — в сентябре 2023 г. 
(15.09.2023 г.) и в зимний период — в фев-
рале 2024 г. (29.02.2024 г.). Биохимический 
анализ полученных проб проведён в ООО 
«Клиническая ветеринарная лаборатория» 
(Калужская обл.). В табличных данных 
далее приводятся значения массовой доли 
определяемого вещества/элемента в абсо-
лютно сухом веществе (АСВ), в процентах 
в виде M±m. Определялись органические 
вещества (сырой протеин, сырой жир, сы-
рая клетчатка) и минеральные компоненты 
(общий азот, сырая зола, кальций, фосфор). 
Для определения статистической значи-
мости различий использовали U-критерий 
Манна — Уитни. 

Результаты и их обсуждение
Для выявления влияния физиологиче-

ского состояния кабарги на переваримость 
питательных веществ рациона мы выдели-
ли следующие группы животных: самки 
без детёнышей (т. е. яловые в 2023 г.), сам-
ки с детёнышами (т. е. лактирующие в лет-
не-осенний период 2023 г.), все самки и все 
самцы. При сравнении биохимического 
состава фекалий животных этих физиоло-
гических групп статистически значимых 
различий по определяемым показателям 
в осенний период не выявлено.

Для установления влияния фактора се-
зонности на биохимический состав фека-
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лий кабарги, по которому можно косвенно 
судить об уровнях экскреции основных 
веществ рациона, мы сравнивали показате-
ли, полученные от одних и тех же живот-
ных в сентябре 2023 г. и в феврале 2024 г. 
(табл.  1).

Выявлено достоверное снижение мас-
совой доли фосфора в фекалиях кабарги 
в зимний период в сравнении с осенним – 
как у самцов, так и самок. У самок было 
выявлено статистически значимое сезон-
ное увеличение секреции сырого жира 
в зимний период. На этот факт следует 
обратить внимание и продолжить сбор эм-
пирических данных для выявления факто-
ров, влияющих на липидный обмен.

Для выявления возрастных особенно-
стей переваримости корма и экскреции 
основных веществ рациона было проведено 
сравнение показателей биохимического со-
става экскрементов кабарги в феврале 2024 г. 
Были проанализированы данные, получен-
ные в зимний период от взрослых половоз-

релых особей и молодняка 2023 г.р., соответ-
ствующего пола. Установлено, что в зимний 
период различия по биохимическому со-
ставу экскрементов как между взрослыми 
самками и самцами, так и при сравнении 
разновозрастных групп одного пола не до-
стигают статистически значимых уровней. 
Это может косвенно свидетельствовать 
о том, что интенсивность экскреции и пе-
реваримость указанных веществ у молод-
няка кабарги в возрасте 6–7 мес. находится 
на уровне взрослых животных.

Особенности переваривания и экскре-
ции питательных веществ у молодняка 
кабарги в зависимости от пола приведе-
ны в табл. 2. У молодых самцов 2023 г.р., 
рождённых в питомнике, в сравнении мо-
лодыми самками 2023 г.р., рождёнными 
в питомнике, выявлен достоверно больший 
уровень экскреции сырого жира. Липидный 
обмен требует особого внимания, т. к. име-
ет непосредственное влияние на интенсив-
ность стероидогенеза, обеспечивающего 

Таблица 1. Результаты биохимического анализа фекалий самцов и самок кабарги в сезонном аспекте 
Table 1. Results of a biochemical analysis of male and female musk deer feces from the seasonal perspective

Группа n Общий 
азот

Сырой 
протеин

Сырой 
жир

Сырая 
клетчатка

Сырая 
зола Кальций Фосфор

Взрослые самки

Осенний период 6 2,607±
0,0889

16,292±
0,5551

3,380± 
0,3789*

5,075± 
0,2649

16,100± 
0,7081

4,213± 
0,4310

0,658± 
0,0860*

Зимний период 6 2,278±
0,1261

14,278± 
0,7923

4,800± 
0,2811

6,001± 
0,2790

13,427± 
1,1482

4,798± 
0,4869

0,233± 
0,0167

Взрослые самцы

Осенний период 5 2,646±
0,1022

16,538± 
0,6387

4,354± 
0,2132

6,930± 
1,2327

14,490± 
1,4559

3,842± 
0,4951

0,764± 
0,1055*

Зимний период 5 2,316±
0,1232

14,566± 
0,7854

5,320± 
0,6071

5,754± 
0,5517

13,948± 
0,3987

4,494± 
0,5986

0,262± 
0,5986

Примечание: * — значимость по критерию Манна — Уитни при p≤0,01.
Note: * — significance according to the Mann–Whitney criterion at p≤0.01.

Таблица 2. Результаты биохимического анализа фекалий молодняка кабарги в зимний период
Table 2. Results of a biochemical analysis of the feces of young musk deer in winter

Группа n Общий 
азот

Сырой 
протеин

Сырой 
жир

Сырая 
клетчатка

Сырая 
зола Кальций Фосфор

Самки, рождены 
в питомнике 3 2,430± 

0,1155
15,250± 
0,7304

3,873± 
0,2785

6,420± 
0,4416

16,127± 
1,4896

6,633± 
0,2028

0,237± 
0,0176

Самцы, рождены 
в питомнике 3 2,577± 

0,0441
16,170± 
0,2740

4,740± 
0,1646*

5,947± 
0,6563

14,803± 
0,6479

5,867± 
1,0478

0,230± 
0,0208

Примечание: * — значимость по критерию Манна — Уитни при p≤0,05.
Note: * — significance according to the Mann–Whitney criterion at p≤0.05.



52 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 49–53 

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

посредством нормализации эндокринных 
функций организма оптимальное состоя-
ние здоровья, рост и развитие молодняка, 
и, в дальнейшем, воспроизводительные 
функции и секрецию мускуса у взрослых 
животных. Поскольку в этот показатель 
могут вносить свой вклад метаболиты сте-
роидных гормонов, то высока вероятность, 
что он будет зависеть также от индивиду-
альных особенностей нейрогуморальной 
регуляции и стресс-чувствительности жи-
вотных. Этот вопрос требует дальнейшего 
изучения и разработки с применением дру-
гих методических подходов.

Для установления возможного долгос-
рочного влияния условий кормления 
и содержания кабарги на функциональное 
состояние желудочно-кишечного тракта 
проведено сравнение экскреции питатель-
ных веществ взрослых самцов и самок ка-
барги, содержащихся в питомнике более 
года, и особей, изъятых из природы в де-
кабре 2023 г. (табл. 3). На момент отбора 
проб биоматериалов вновь прибывшие жи-
вотные находились в питомнике более 
2 мес., визуальных отклонений в поедании 

корма, поведении и пищеварении у них 
не наблюдалось. Тем не менее, результаты, 
приведённые в табл. 3, показывают опреде-
лённые статистически значимые различия.

Установлено, что экскреция сырой клет-
чатки и фосфора была снижена как у самок, 
так и у самцов, содержавшихся в условиях 
питомника более года, в сравнении с вновь 
прибывшими. Кроме того, у самца, отно-
сительно недавно изъятого из природы, от-
мечалась тенденция к большей экскреции 
протеина и золы, чем у вольерных. Такие 
изменения свидетельствуют о возможной 
нестабильности деятельности рубцовой 
микрофлоры при изменении условий кор-
мления животных.

Выводы
1. Наиболее чувствительными показа-

телями, характеризующими особенности 
пищеварения у кабарги в условиях неволи 
в половозрастном и сезонном аспекте, яв-
ляются показатели минерального обмена — 
прежде всего, фосфора и, возможно, каль-
ция. Также нестабильностью отличается 
экскреция клетчатки, жира и протеина.

Таблица 3. Результаты биохимического анализа фекалий самцов и самок кабарги в зависимости от предыдущих 
условий содержания (зимний период)
Table 3. Results of a biochemical analysis of the feces of male and female musk deer, depending on the previous 
conditions of keeping (winter period)

Группа n Общий 
азот

Сырой 
протеин

Сырой 
жир

Сырая 
клетчатка

Сырая 
зола Кальций Фосфор

Взрослые самки
Содержащиеся 
в вольерах больше 
года

6 2,278± 
0,1261

14,278± 
0,7923

4,800± 
0,2811

6,001± 
0,2790

13,427± 
1,1482

4,798± 
0,4869

0,233± 
0,0167

Изъятые из природы 
в декабре 2023 г. 2 2,460± 

0,2300
15,455± 
1,4550

5,080± 
0,1000

8,095± 
0,1850*

11,700± 
2,1600

4,890± 
1,5100

0,370± 
0,0300*

Взрослые самцы
Содержащиеся 
в вольерах больше 
года

5 2,316± 
0,1232

14,566± 
0,7854

5,320± 
0,6071

5,754± 
0,5517

13,948± 
0,3987

4,494± 
0,5986

0,262± 
0,5986

Изъятые из природы 
в декабре 2023 г. 1 2,725↑ 17,138↑ 5,16 7,23↑ 17,15↑ 5,90 0,49↑

Примечание: * — значимость по критерию Манна — Уитни при p≤0,05 (самки, отловленные в природе, 
в  сравнении с вольерными самками); ↑ — показатели выше, чем M±3m, по половозрастной группе (самец, 
отловленный в природе, в сравнении с вольерными самцами).
Note: * — significance according to the Mann–Whitney criterion at p≤0.05 (wild-caught females compared to captive 
females); ↑ — indicators are higher than M±3m, by age and sex group (wild-caught males compared to captive males).
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2. У особей, которые содержатся в питом-
нике более года и адаптировались к имею-
щимся условиям кормления и содержания, 
наиболее выражено сезонное снижение 
экскреции фосфора, независимо от пола. 

3. У вольерных и недавно изъятых из при-
роды особей кабарги наблюдаются разли-
чия в уровнях экскреции клетчатки.

4. Уровень экскреции сырого жира дос-
товерно повышается у взрослых самок 
в зимний период, а также у молодых сам-
цов в сравнении с молодыми самками. 

Полученные результаты позволяют кос-
венно судить об особенностях переваримо-
сти питательных веществ корма у кабарги 
в условиях питомника. Это может стать 
обоснованием необходимости тех или иных 

балансирующих подкормок для различных 
половозрастных групп вольерной кабарги. 
Следует отметить, что кабарга — это жвач-
ное животное с многокамерным желудком, 
для которой важнейшим компонентом, 
обеспечивающим нормальное состояние 
здоровья и физиологических процессов 
организма, является рубцовое пищеваре-
ние [1, 2, 4]. Наблюдаемые нами колебания 
экскреции различных компонентов корма 
являются отражением нестабильности дея-
тельности рубцовой микрофлоры при из-
менении условий кормления животных [3, 
5, 6]. В связи с этим требуется дальнейшее 
изучение данного вопроса для разработки 
приёмов и методик нормализации пищева-
рения в преджелудках кабарги.
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ИММУНИЗАЦИЯ ЯГНЯТ РЕКОМБИНАНТНЫМ МИОСТАТИНОМ 
ВЛИЯЕТ НА ПОКАЗАТЕЛИ РОСТА
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249013, Российская Федерация, Калужская обл., Боровск, п. Институт 

Иммунобиотехнологические методы повышения мясной продуктивности сельскохозяйственных 
животных могут оказаться востребованными для эффективного животноводства. В настоящее вре-
мя для иммунизации в качестве антигенов всё чаще используют рекомбинантные белки и пептиды. 
Ранее нами был получен штамм-продуцент рекомбинантного миостатина (рМСТ). Белок был нара-
ботан, очищен в денатурирующих условиях и в композиции с гелем гидроксида алюминия рМСТ 
использован в качестве вакцины для иммунизации 4-месячных ягнят. Исследовали влияние способа 
введения вакцины на прирост живой массы ягнят. Было показано, что однократная подкожная мно-
готочечная иммунизация 4-месячных ягнят рМСТ в дозировке 1 мг/гол. с гелем гидроксида алю-
миния в качестве адъюванта эффективнее внутримышечной вакцинации стимулировала прирост 
живой массы. 
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IMMUNIZATION OF LAMBS WITH RECOMBINANT MYOSTATIN 
AFFECTS GROWTH RATES

Olga B. Zhukova, Elena M. Koloskova*
All-Russian Research Institute of Physiology, Biochemistry and Animal Nutrition —  

Branch of the Federal Scientific Centre of Animal Husbandry — All-Russian Institute  
of Animal Husbandry named after Academician L.K. Ernst 

249013, Russian Federation, Kaluga Region, Borovsk, Institut Village

Immuno-biotechnological methods for increasing the meat productivity of farm animals may be in demand 
for effective animal husbandry. Currently, recombinant proteins and peptides are increasingly used as an-
tigens for immunization purposes. Previously, we obtained a strain-producer of recombinant myostatin. 
The protein was developed, purified under denaturing conditions and, in a composition with aluminum 
hydroxide gel, rMST was used as a vaccine for immunization of four-month-old lambs. The effect of the 
vaccine administration method on the live weight gain of lambs was investigated. It was shown that one-
time subcutaneous multipoint immunization of four-month-old lambs with rMST at a dosage of 1 mg/head 
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in aluminum hydroxide gel as an adjuvant was more effective than intramuscular vaccination in stimulating 
body weight gain.
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Введение
Белок миостатин (МСТ), продукт экс-

прессии гена MSTN, является одним из от-
рицательных регуляторов роста скелетных 
мышц: ингибирует синтез белков в мыш-
цах, дифференцировку и пролиферацию 
миоцитов [3]. В настоящее время активно 
разрабатываются способы блокирования 
активности МСТ на разных уровнях [6], 
один из которых — системное введение 
антител против него. С другой стороны, 
оценивается возможность использования 
рекомбинантного МСТ (рМСТ) для инду-
цирования синтеза специфических антител 
(аутоантител) против эндогенного белка [8].

Аминокислотная последовательность 
МСТ идентична у многих видов живот-
ных. Рекомбинантный МСТ как иммуноген 
в составе вакцин может быть использован 
для повышения мясной продуктивности 
сельскохозяйственных животных (крупный 
и мелкий рогатый скот, свиньи, лошади, 
кролики), птицы. 

Эффективные, безопасные и недорогие 
блокаторы действия МСТ могли бы быть 
востребованы в мясном животноводстве. 
В научно-исследовательских эксперимен-
тах свою эффективность показали рекомби-
нантный рецептор ACVR2B, являющийся 
рецептором и к МСТ [4], рекомбинантные 
нанотела к МСТ [7]. Более дешёвый и при-
влекательный вариант — рМСТ в качестве 
вакцины для образования антител к нему 
самим организмом [9]. 

Ранее нами был создан штамм-проду-
цент E. coli / pET-MSTN с высоким уровнем 
экспрессии рМСТ, показана иммуноген-
ность белка при иммунизации им кроликов 
и овец [1, 2]. 

Целью исследования была оценка влия-
ния способа вакцинации рМСТ на привесы 
молодняка овец.

Материалы и методы
Вакцина. рМСТ в буфере с 8 М мочеви-

ной (5 мг/мл) разводили стерильным физ.  
р-ром до концентрации 2 мг/мл и сме-
шивали с адъювантом — гелем гидроо-
киси алюминия (Щёлковский биокомби-
нат, Россия) — в объёмном соотношении 
1:1. Доза вводимого препарата составляла  
1 мг рМСТ/гол.

Опытные животные. В эксперименте 
использовали ягнят (баранчики) мериносо-
вой породы в возрасте 4 мес. Были сфор-
мированы три группы: контрольная (К — 
не иммунизировали) и две опытных группы 
по 8 гол. в каждой, по принципу парных 
аналогов. Всех животных перед началом 
эксперимента маркировали с помощью 
ушных бирок с нанесённым соответству-
ющим номером. Эксперимент проводили 
в зимний период. Животные содержались 
в производственном помещении (загон-
ферма) частного овцеводческого комплекса 
(Московская обл.). Кормление осуществля-
лось по технологической схеме хозяйства, 
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на основном рационе для овец. Вода была 
в свободном доступе.

Способ иммунизации. Вакцину вводили 
внутримышечно животным первой опыт-
ной группы (ВМ — внутримышечное вве-
дение, одноточечно в область холки), под-
кожно животным второй опытной группы 
(ПК, 3–4 точки в подмышечную область, 
лишённую плотного шёрстного покрова).

Взвешивание ягнят проводили перед вве-
дением вакцины, и далее через 14 и 28 сут 
после вакцинации. 

Статистическую обработку результа- 
тов выполняли с использованием пакета ста-
тистического анализа данных программы Mic-
rosoft Office Excel 2010. Достоверность разли-
чий оценивали по t-критерию Стьюдента. 

Результаты и их обсуждение
В предыдущих наших исследованиях 

в экспериментах на кроликах и овцах было 
показано, что рМСТ обладает достаточной 
иммуногенностью и индуцирует синтез 
специфических аутоантител к миостатину. 
При иммунизации кроликов калифорний-
ской породы рМСТ мы наблюдали при-
рост массы тела и среднесуточный прирост 
выше, чем у животных контрольной группы 
[1, 2]. Кроме того, по использованной в на-
стоящей работе схеме нами были иммуни-
зированы баранчики 6-месячного возраста. 
В результате однократная внутримышечная 
одноточечная вакцинация оказалась неэф-
фективной, но при подкожной вакцинации 

средний привес за 28 сут эксперимента у ба-
ранчиков опытной группы был достоверно 
выше по сравнению с животными контроль-
ной группы (неопубликованные данные). 

В другом эксперименте, при иммуниза-
ции мышей в возрасте 2 и 4 недели этой же 
вакциной, была показана зависимость при-
роста живой массы от возраста: более мо-
лодые мышата росли быстрее (неопубли-
кованные данные). Это наблюдение легло 
в основу проведения эксперимента на 4-ме-
сячных ягнятах. Результаты взвешивания 
баранчиков представлены в таблице.

Из полученных результатов следует, 
что при внутримышечном введении вакци-
ны у баранчиков средний привес за 28 сут 
после иммунизации был выше, чем у неим-
мунизированных ягнят. Подкожная вакци-
нация привела к достоверно более высоко-
му приросту живой массы уже на 14-е сут 
после вакцинации. 

Заключение
Однократная иммунизация 4-месячных 

ягнят рМСТ в дозировке 1 мг/гол. с гелем 
гидроксида алюминия в качестве адъю-
ванта оказалась достаточно эффективной 
при подкожной многоточечной иммуниза-
ции: привесы ягнят уже через две недели 
после иммунизации были достоверно выше, 
чем у контрольных животных, что совпало 
с классическим профилем образования анти-
тельного ответа на введение антигена. Даже 
при внутримышечном способе вакцинации 

Таблица. Динамика массы тела ягнят опытных групп при разных вариантах иммунизации (M±m, n=8)
Table. Dynamics of lamb body weight in experimental groups with different immunization options (M±m, n=8)

Масса животных, кг
Группы

К ВМ ПК
Начало опыта, кг 34,7±1,06 33,4±1,56 34,8± 1,22

Через 14 сут, кг 36,8±1,06 35,7±1,60 37,7±1,21

Через 28 сут, кг 38,5±1,32 37,7±1,77 40,0±1,34

Средний привес за 14 сут, кг 2,1±0,33 2,3±0,19 3,0±0,38*

Средний привес за 28 сут, кг 3,8±0,54 4,3±0,47 5,3±0,30*
Примечание: * — р<0,05 относительно контрольной группы.
Note: * — p<0.05 relative to the control group.
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у 4-месячных ягнят наблюдали тенденцию 
к повышению скорости привесов по сравне-
нию с неиммунизированными животными.

Несмотря на полученные результаты, 
остаётся ряд вопросов и предположений, 
которые необходимо решить в дальнейшей 
работе в разрабатываемом направлении им-
мунобиотехнологического способа повы-
шения продуктивности сельскохозяйствен-
ных животных. Самые очевидные из них:

– В каком возрасте нужно делать первую 
иммунизацию животных для достижения 
максимального эффекта? 

– Как часто необходимо иммунизировать 
животных рМСТ для достижения макси-
мального эффекта?

– Не приведёт ли блокировка эндогенного 
миостатина аутоантителами к повышению 
уровня экспрессии с целью компенсации 
естественного уровня этого миокина? 

Ответы на эти вопросы позволят нам 
разрабатывать приемлемые в широком 
практическом диапазоне иммунобиотех-
нологические методы повышения мясной 
продуктивности сельскохозяйственных 
животных.
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СОЗДАНИЕ СИНЕРГИЧЕСКОГО СИНБИОТИКА  
НА ОСНОВЕ КОНСОРЦИУМА ШТАММОВ ЛАКТОБАЦИЛЛ 

LIMOSILACTOBACILLUS FERMENTUM 3872, 
LIGILACTOBACILLUS SALIVARIUS 7247 И ПРЕБИОТИКА 

АКТИГЕН ДЛЯ ПРОФИЛАКТИКИ САЛЬМОНЕЛЛЁЗА  
У ЧЕЛОВЕКА И СЕЛЬСКОХОЗЯЙСТВЕННЫХ ЖИВОТНЫХ
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Salmonella enteritidis (SE) относится к нозокомиальным инфекциям, колонизирует кишечник кур 
и свиней, что приводит к загрязнению пищевых продуктов и увеличивает риск передачи возбуди-
теля человеку по пищевой цепочке. Штаммы SE с множественной лекарственной устойчивостью 
(МЛУ) особенно опасны для новорождённых детей и молодняка сельскохозяйственных животных. 
Разработка и практическое использование синергических синбиотиков является новым профилак-
тическим направлением, ограничивающим распространение сальмонеллёзной инфекции. В составе 
синергического синбиотика сочетаются пробиотики и пребиотики, которые функционируют опти-
мально. Роль синбиотиков в профилактике SE не изучена. Целью исследования явилось создание 
синергического синбиотика, обладающего бактерицидной активностью и антиадгезивными свой-
ствами в отношении сальмонелл. В результате проведённых исследований создан инновационный 
синергический синбиотик, в состав которого входит консорциум пробиотических штаммов лакто-
бацилл L. fermentum 3872 и L. salivarius 7247, а также пребиотик Актиген, представляющий собой 
фрагмент клеточной стенки S. cerevisiae. В опытах in vitro впервые установлено, что консорциум 
обладает выраженным бактерицидным действием на МЛУ SE. Культуральная жидкость консорци-
ума совместно с пребиотиком Актиген проявляет синергизм антиадгезивной активности в отноше-
нии МЛУ SE. Полученные результаты будут использованы для разработки протокола доклиниче-
ских испытаний эффективности создаваемого синбиотика в опытах in vivo на экспериментальных 
животных.

Ключевые слова: пробиотики, пребиотики, синбиотики, Salmonella, адгезия
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CREATION OF A SYNERGISTIC SYMBIOTIC BASED  
ON THE CONSORTIUM OF LACTOBACILLI 

LIMOSILACTOBACILLUS FERMENTUM 3872, 
LIGILACTOBACILLUS SALIVARIUS 7247, AND THE ACTIGEN 
PREBIOTIC FOR SALMONELLOSIS PREVENTION IN HUMANS  

AND FARM ANIMALS

Ashot M. Manoyan1,*, Andrey V. Machulin2, Tigran T. Papazyan3, Olga E. Ivanova1, 
Alexander N. Panin1

1 All-Russian State Center for Animal Feed and Drug Standardization and Quality 
123022, Russian Federation, Moscow, Zwenigorodskoe Highway, 5
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for Biological Research of the Russian Academy of Sciences 

142290, Russian Federation, Moscow Region, Pushchino, Nauki Ave., 5
3 OOO “Alltech” 
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Salmonella enteritidis (SE), referred to nosocomial infections, colonizes the intestines of chickens and pigs. 
This leads to food contamination and increased risk of pathogen transmission to humans along the food 
chain. Multidrug-resistant (MDR) SE strains are particularly dangerous for newborn children and young 
farm animals. The antibiotics traditionally used for the treatment of salmonellosis disturb the balance 
of  the intestinal microbiota. The development and use of synergistic synbiotics is a promising preventive 
direction in limiting the spread of salmonella infection. Synergistic synbiotics combine prebiotics and pro-
biotics, which thus function optimally. The role of synbiotics in the prevention of SE remains to be elucida- 
ted. The  aim of this study was to create a synergistic synbiotic with bactericidal activity and anti-adhesive 
properties against salmonella. As a result of the conducted research, an innovative synergistic synbiotic was 
created. This preparation comprises a consortium of probiotic strains of lactobacilli L. fermentum 3872 +  
L. salivarius 7247 and the Actigen prebiotic (a fragment of the cell wall of S. cerevisiae). In vitro expe- 
riments revealed that the consortium has a pronounced bactericidal effect on MDR SE. The culture fluid 
of the consortium, together with the Actigen prebiotic, is active and exhibits synergistic anti-adhesive pro- 
perties against MDR SE. Further studies will apply the results obtained for developing a protocol for precli- 
nical studies of the created symbiotic in vivo on experimental animals. 
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Введение
Salmonella enterica — вид грамотрицатель-

ных бактерий, содержащий более 2600 раз-
личных сероваров, дифференцированных 
по антигенной презентации [3]. Серовары 
S. enteritidis (SE) и S. typhimurium (ST) явля-
ются наиболее распространёнными патоге-
нами пищевого происхождения и считаются 
социально значимыми зооантропонозными 
инфекциями [1]. Сальмонеллёз, вызывае-
мый сероварами SE и ST, относят к веду-
щим бактериальным инфекциям в мире [8], 
от которых страдают более 93 млн людей 
ежегодно [7]. К концу 20-го века SE занял 
экологическую нишу, в которой ранее оби-
тал S. enterica серовар Gallinarum у домаш-
ней птицы. Это привело к существенному 
увеличению в мире числа крупных вспы-
шек сальмонеллёза, а также к росту смерт-
ности у домашней птицы и людей [6]. SE 
относится к нозокомиальным инфекциям. 
У цыплят-бройлеров и новорождённых де-
тей в возрасте 2–6 недель SE вызывает не-
кротизирующий энтероколит [4].

Традиционно в качестве стратегии борьбы 
с сальмонеллёзными инфекциями исполь-
зуются антибиотики. Однако применение 
антибиотиков не только способствовало 
развитию множественной лекарственной 
устойчивости (МЛУ) к антибиотикам среди 
сероваров сальмонелл, но и нарушало ба-
ланс нормальной кишечной микробиоты [5]. 
Новой альтернативой антибиотикам являют-
ся синергические синбиотики, однако их роль 
в профилактике сальмонеллёза не изучена. 

Целью исследования явилось создание 
синергического синбиотика, обладающего 
бактерицидной активностью и антиадге-
зивными свойствами, для профилактики 
сальмонеллёза у человека и сельскохозяй-
ственных животных.

Материалы и методы
Антагонистическую активность консор-

циума штаммов лактобацилл Limosilacto-

Рис. Бактерицидное действие консорциума штаммов 
лактобацилл (LF3872 + LS7247) к SE патогену.
Fig. Bactericidal effect of a consortium of lactobacilli 
strains (LF3872 + LS7247) against the SE pathogen.

bacillus fermentum 3872 (LF3872) + Ligi-
lactobacillus salivarius 7247 (LS7247) 
в отношении SE патогена определяли ме-
тодом совместного культивирования [2]. 
Для изучения способности синбиотика 
ингибировать адгезию SE к энтероцитам 
использовали иммортализованную линию 
эпителиальных клеток Caco-2 тонкого ки-
шечника человека в качестве модельной си-
стемы in vitro.

Результаты и их обсуждение
Бактерицидная активность консорци-

ума штаммов лактобацилл (LF3872 + 
LS7247)

Результаты совместного культивирования 
SE с консорциумом штаммов лактобацилл 
(LF3872 + LS7247) и отдельными штамма-
ми, входящими в его состав, показаны на ри-
сунке. При совместном культивировании 
SE с консорциумом лактобацилл в течение 
4 ч количество живых клеток патогена сни-
зилось с 3,0 до 2,4±0,2 log КОЕ/мл. Общее 
количество живых клеток консорциума 
лактобацилл в течение 4-часового совмест-
ного культивирования с SE увеличилось 
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с 5,4  до 7,2±0,2 log КОЕ/мл. Через 6 ч сов-
местного культивировании с SE количество 
живых клеток консорциума лактобацилл 
увеличилось до 7,9±0,2 log КОЕ/мл. Число 
живых SE, при совместном культивирова-
нии с консорциумом лактобацилл в тече-
ние 6 ч, резко сократилось (<10 КОЕ/мл), 
в то время как в монокультуре число живых 
SE клеток выросло до 6,8±0,4 log КОЕ/мл. 
Подобное ингибирование роста SE клеток 
наблюдалось при совместном культиви-
ровании со штаммом лактобацилл LF3872 
через 8 ч и при совместном культивиро-
вании патогена со штаммом лактобацилл 
LS7247 через 10 ч. Таким образом, консор-
циумом штаммов лактобацилл (LF3872 + 
LS7247) обладает высокой бактерицидной 
активностью к МЛУ SE.

Синергизм антиадгезивных свойств 
пребиотика Актиген и КЖ консорциума 
(LF3872 + LS7247) 

Лиофилизированная культуральная жид-
кость (ЛКЖ) консорциума штаммов лак-

тобацилл (LF3872 + LS7247) и пребиотик 
Актиген проявляли синергизм в ингибиро-
вании адгезии МЛУ SE к Caco-2 энтероци-
там (табл.). Таким образом, создаваемый 
препарат относится к синергическим син-
биотикам.

Выводы 
Консорциум пробиотических штаммов 

лактобацилл (LF3872 + LS7247) обладает 
высокой антагонистической активностью 
к МЛУ SE. Смесь КЖ консорциума штам-
мов лактобацилл и пребиотика Актиген про-
являет синергизм антиадгезивных свойств 
в отношении МЛУ SE. Исследования 
in vitro показали, что на основе консорци-
ума штаммов (LF3872 + LS7247) и преби-
отика Актиген целесообразно создание ин-
новационного синергического синбиотика 
для человека и кормовой добавки для сель-
скохозяйственных животных с целью про-
филактики кишечных заболеваний, вызы-
ваемых МЛУ SE.

Таблица. Синергизм действия ЛКЖ консорциума штаммов лактобацилл (LF3872+ LS7247) и пребиотика Акти-
ген в ингибировании адгезии МЛУ SE к Caco-2 энтероцитам
Table. Synergism of the action of LCL of consortium of lactobacilli strains (LF3872+ LS7247) and the prebiotic Actigen 
in inhibiting the adhesion of MDR SE to Caco-2 enterocytes

Тест-культура, штамм ЗФР, Контроль ЛКЖ1 Актиген2 ЛКЖ + Актиген3

S. enteritidis ATCC 13076 31,4±1,6 6,2±0,7** 4,8±0,5** 0,54±0,03***

S. enteritidis ATCC 4931 33,5±1,8 7,5±0,9** 5,3±0,6** 0,69±0,04***

S. enteritidis IIE Egg 6215 30,7±1,3 6,4±0,5** 5,7±0,4** 0,81±0,05***

S. enteritidis IIE Egg 6218 32,5±1,7 6,9±0,7** 4,6±0,5** 0,57±0,03***

S. enteritidis IIE Egg 6219 34,3±1,9 6,8±0,4** 5,9±0,8** 0,62±0,05***

S. enteritidis IIE Egg 6235 30,8±1,4 7,3±1,0** 6,1±0,4** 0,58±0,04***

Примечание: контроль — штаммы SE, предварительно инкубированные в ЗФР (забуференном физ. р-ре). 1 — 
лиофилизированная культуральная жидкость (ЛКЖ) консорциума штаммов (LF3872 + LS7247) (40 мкг/мл); 
2 — пребиотик Актиген (40 мкг/мл); 3 — смесь ЛКЖ (лиофилизированной культуральной жидкости) (20 мкг/
мл) и пребиотика (20 мкг/мл). ** — снижение адгезии на Caco-2 энтероцитах штаммов SE, предварительно 
инкубированных с ЛКЖ (40 мкг/мл), а также предварительно инкубированных с пребиотиком Актиген (40 мкг/
мл), по отношению к контролю (p<0,01); *** — снижение адгезии на Caco-2 энтероцитах штаммов SE, 
предварительно инкубированных со смесью, содержащей ЛКЖ консорциума штаммов (20 мкг/мл) и пребиотик 
Актиген (20 мкг/мл), по отношению к контролю (p<0,001).
Note: контроль — SE strains pre-incubated in physiologic buffered saline. 1 — lyophilized culture fluid (LCF) 
of the strain consortium (LF3872 + LS7247) (40 μg/ml); 2 — prebiotic Actigen (40 μg/ml); 3 — mixture of LCF  
(20 μg/ml) and prebiotic (20 μg/ml). ** — decreased adhesion to Caco-2 enterocytes of SE strains pre-incubated with LCF  
(40 μg/ml), as well as pre-incubated with prebiotic Actigen (40 μg/ml), relative to the control (p<0.01); *** — decreased 
adhesion to Caco-2 enterocytes of SE strains pre-incubated with a mixture containing the LCL of the consortium of strains  
(20 μg/ml) and the prebiotic Actigen (20 μg/ml), relative to the control (p<0.001).
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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ МОДЕЛИ ДЛЯ СКРИНИНГА 
МЕДИКАМЕНТОЗНЫХ СРЕДСТВ ПЕРВОЙ ПОМОЩИ  

ПРИ СУДОРОЖНОМ СИНДРОМЕ  
НЕУСТАНОВЛЕННОЙ ЭТИОЛОГИИ

А.С. Мелехова*, Ю.Ю. Ивницкий, К.А. Краснов, А.В. Бельская
ФГБУ «Научно-клинический центр токсикологии им. академика С.Н. Голикова ФМБА России» 

192019, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Бехтерева, 1

Разработаны три экспериментальные модели, пригодные для скрининга медикаментозных средств 
первой помощи при судорогах неустановленной этиологии. В качестве судорожных воздействий 
предложены подъём крыс в барокамере на «высоту» 12 км, внутрибрюшинное введение им 50% 
р-ра камфоры в N-метилпирролидоне в объёме 2 мл/кг или ацетата аммония в дозе 770 мг/кг в вод-
ном р-ре. В качестве необходимых и достаточных критериев оценки эффективности тестируемых 
препаратов предложены латентное время судорог и летальность. Разработанные модели позволяют 
оценивать эффективность потенциальных антиконвульсантов в режиме экстренной профилактики 
или купирования судорог. В силу универсальности механизмов нейротоксичности применённых су-
дорожных агентов данные экспериментальные модели пригодны для идентификации антиконвуль-
сантов, эффективных при судорожном синдроме неустановленной этиологии.

Ключевые слова: аммония ацетат, гипобарическая гипоксия, камфора, первая помощь, судорож-
ный синдром, экспериментальные модели
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AID MEDICATIONS FOR CONVULSIVE SYNDROME  
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Three experimental models suitable for screening first aid medications for seizures of obscure etiology are 
developed. Hypobaric exposure in a pressure chamber at an “altitude” of 12 km, intraperitoneal adminis-
tration of a 50% N-methylpyrrolidone solution of camphor in a volume of 2 ml/kg, or an aqueous solution 
of ammonium acetate in a dose of 770 mg/kg were used to induce convulsions in rats. Seizure latency time 
and lethality are proposed as necessary and sufficient criteria for assessing the effectiveness of tested phar-
maceuticals. The developed models make it possible to evaluate the efficacy of potential anticonvulsants 
in the mode of emergency prevention or seizure relief. Due to the versatility of the neurotoxicity pathways 
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of the convulsive agents, these experimental models are suitable for identifying anticonvulsants that are 
effective in convulsive syndrome of obscure etiology. 
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Введение
Стремительность развития судорожного 

синдрома (СС) при травмах и острых отрав-
лениях определяет потребность в антикон-
вульсантах, применяемых до вмешатель-
ства медицинского персонала. В перечне 
мероприятий первой помощи, предписан-
ных Приказом Минздравсоцразвития РФ 
№ 477н от 04.05.2012 г., устранение СС 
не значится ввиду отсутствия таких пре-
паратов. Они должны быть эффективными 
безотносительно природы конвульсанта, 
устранять судороги при введении как до, так 
и после его воздействия, предотвращать 
гибель пострадавшего до оказания ему 
первой врачебной помощи. Действующие 
рекомендации по доклиническому иссле-
дованию антиконвульсантов нацелены 
на поиск антиэпилептических средств [1], 
назначение которых — плановая профи-
лактика, а не купирование или экстренная 
профилактика судорог. Влияние таких пре-
паратов на летальное действие модельного 
конвульсанта второстепенно, в то время 
как для средств первой помощи оно важ-
но. Но при скрининге антиэпилептических 
средств используют преимущественно мы-
шей, введение которым препаратов в объё-
ме, биоэквивалентном таковому для челове-
ка, затруднительно. Поэтому действующие 
рекомендации не пригодны для скрининга 
средств первой помощи при СС.

Цель работы — разработка эксперимен-
тальных моделей, пригодных для скринин-
га медикаментозных средств первой помо-
щи при СС неустановленной этиологии. 

Материалы и методы 
Использовали самцов инбредных крыс-

альбиносов в возрасте 3 мес. массой 
200–220 г, источник — ФГУП «Питомник 
лабораторных животных «Рапполово» 
(Ленинградская обл.), получавших корм 
для крыс и питьевую воду ad libitum.

Для моделирования острой гипобариче-
ской гипоксии крыс последовательно поме-
щали в барокамеру ёмкостью 50 л «Suszarka 
proznowa typ SPR» (Польша) и снижали 
барометрическое давление до значения, от-
вечающего заданной «высоте» над уровнем 
барозала, со скоростью «подъёма» 100 м/с. 
После начала судорог барометрическое 
давление нормализовали в течение 1 мин. 
Камфору («Ленреактив», Россия) раство-
ряли в N-метилпирролидоне (500 г/л), вво-
дили внутрибрюшинно (в. б.) и дозировали 
изменением объёма. Аммоний уксуснокис-
лый (чда) («Ленреактив», Россия) вводили 
в. б. в виде водного р-ра в объёме 5 мл/кг 
и дозировали изменением концентрации. 
Латентное время судорог или гибели пред-
ставляли как среднее значение и его ошиб-
ку (M±m). 
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Результаты и их обсуждение 
Латентное время клонико-тонических су-

дорог с преобладанием тонического компо-
нента сокращалось с «высотой» барокамер-
ного «подъёма» (рис. 1). 

Валидность данной модели определя-
ется наличием СС в клинической картине 
острой гипобарической гипоксии [2] и ги-
поксии — при СС [3]. Введение антикон-
вульсантов перед «подъёмом» на «высоту» 

Рис. 1. Зависимость латентного времени судорог 
от  «высоты подъёма» крыс в барокамере (M±m; n=4).
Fig. 1. Dependence of the latent time of seizures 
on the “altitude” of rats in a pressure chamber (M±m; n=4).

Рис. 2. Линии трендов дозовой зависимости латентного времени судорог и летальности у крыс после введения 
камфоры (M±m; n=8).
Fig. 2. Trend lines of dose dependence of seizure latency time and lethality in rats after camphor administration  
(M±m; n=8).

12 км с измерением в качестве показателей 
их эффективности латентного времени су-
дорог и выживаемости — модель экстрен-
ной профилактики СС. 

Введение камфоры вело к развитию 
через несколько минут тремора и клонико-
тонических судорог с преобладанием кло-
нического компонента, продолжавшихся 
до 4 сут. При дозе 1 г/кг большинство жи-
вотных погибло в течение 2 ч и почти все  — 
в течение 4 сут (рис. 2); эта доза рекомен-
дуется для моделирования СС. В отличие 
от медленно резорбирующегося масляного 
р-ра камфоры, рекомендованного в качест-
ве судорожного агента [1], введение её р-ра 
в N-метилпирролидоне позволяло чётко 
регистрировать начало судорог. Камфора 
прямо активирует возбудимые мембраны 
нейронов, что обеспечивает валидность 
результатов тестирования потенциальных 
средств купирования СС неустановленной 
этиологии.

Введение крысам аммония ацетата вы-
зывало через несколько минут экзоф-
тальм, атаксию и клонико-тонические су-
дороги с периодическим опистотонусом. 
Летальные исходы отмечались не ранее 
20 мин и не позднее суток после инъек-
ции. При дозе 770 мг/кг, рекомендуемой 
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для моделирования СС в целях скрининга 
антиконвульсантов, гибли более половины 
животных (рис. 3). Наличие не менее чем 
шести механизмов нейротоксичности ам-
миака обеспечивает валидность данной 
экспериментальной модели.

Заключение 
Разработаны экспериментальные модели 

для скрининга медикаментозных средств пер-
вой помощи при судорожном синдроме неуста-
новленной этиологии, применяемых с целью 
его экстренной профилактики и купирования.

Рис. 3. Линии трендов дозовой зависимости латентного времени развития судорог и летальности у крыс после 
внутрибрюшинного введения аммония ацетата (M±m; n=10).
Fig. 3. Trend lines of dose dependence of the seizure latency time and lethality in rats after intraperitoneal administration 
of ammonium acetate (M±m; n=10).
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И ПОЧЕК CHINCHILLA LANIGERA НА ФОНЕ ПРИМЕНЕНИЯ ВОДЫ, 

ОБОГАЩЁННОЙ МОЛЕКУЛЯРНЫМ ВОДОРОДОМ
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В статье представлены результаты применения в рационе малой длиннохвостой шиншиллы воды, 
обогащённой молекулярным водородом. Эксперимент был проведён на двух группах шиншилл — 
контрольной (n=10) и опытной (n=10). Долгосрочный научный опыт проводился в течение трёх лет. 
В начале, в середине и конце эксперимента у особей изымались печень и почки для определения 
токсического воздействия молекулярного водорода путём проведения морфометрии почечных ка-
пиллярных клубочков, характеристики сосудистого русла, определения площади гепатоцитов, их 
ядерно-цитоплазматического соотношения, а также стромального и паренхиматозного компонен-
тов печени. Установлено, что в результате долгосрочного применения воды, обогащённой молеку-
лярным водородом, площадь почечных клубочков животных опытной группы снизилась на 27% 
(p<0,01). Также наблюдалось увеличение паренхиматозного компонента печени и объёма цитоплаз-
мы в гепатоцитах (p<0,01). Таким образом, включение в рацион животных воды, обогащённой моле-
кулярным водородом, благоприятно влияет на состояние почечных клубочков, сосудистой системы 
и не оказывает токсического влияния на печень.

Ключевые слова: Chinchilla lanigera, водородный антиоксидант, почки, печень
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The article presents the results of including hydrogen-rich water in the diet of Chinchilla lanigera (long-
tailed chinchilla). The experiment was carried out on two groups of chinchillas: control (n=10) and ex-
perimental (n=10). The long-term scientific experiment covered the period of three years. At the begin-
ning, in to determine the toxic effects of molecular hydrogen. To that end, laboratory investigations were 
conducted to assess the morphometry of the renal capillary glomeruli, characterizing the vascular bed, 
and to  determine the area of hepatocytes, their nuclear-cytoplasmic ratio, as well as the stromal and pa-
renchymal components of the liver. The long-term use of hydrogen-rich water was shown to contribute 
to a decrease in the area of the renal glomeruli of animals in the experimental group by 27% (p<0.01). 
In addition, an increase in the parenchymal component of the liver and the volume of cytoplasm in hepato-
cytes (p<0.01) was observed. It is concluded that the inclusion of hydrogen-rich water in the diet of animals 
has a beneficial effect on the condition of the renal glomeruli and vascular system and has no toxic effect 
on the liver.
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Введение
Известно, что печень и почки участ-

вуют в регуляции практически всех ос-
новных путей метаболизма. Нарушение 
функционирования этих органов приводит 
к возникновению различных заболеваний. 
Немаловажную роль в этом процессе игра-
ет неблагоприятное воздействие факторов 
внешней и внутренней среды, приводя-
щее к острым и хроническим стрессовым 
состояниям, снижающим продуктивность 
у животных [6] и показатели здоровья у че-
ловека [1]. Многие научные труды, связан-
ные с адаптацией к стрессовым ситуациям, 
приспособлением к экстремальным усло-
виям и влиянием на здоровье человека, по-
священы поиску путей снижения негатив-
ного воздействия стресса [7].

В связи с этим особое внимание уделяет-
ся исследованиям в сфере разработки эф-
фективных препаратов, помогающих свес-
ти к минимуму отрицательные последствия 
стрессов. Профилактика стрессов основана 
на применении препаратов разных фарма-
кологических групп, в т. ч. содержащих 
антиоксиданты различного происхождения 
и химического состава. Поэтому в медици-
не становится перспективным применение 
молекулярного водорода, обладающего 
рядом преимуществ, в т. ч. отсутствием 
побочных эффектов, антиоксидантными, 
противовоспалительными, противодейст-
вующими гибели клеток и стимулирующи-
ми энергетический метаболизм свойствами 
[2, 10]. Не нарушая физиологические про-
цессы организма, молекулярный водород 
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легко диффундирует в клетки, не повре-
ждая их основные жизненно важные эле-
менты, и купирует избыточную свободно-
радикальную активность [4, 9].

Однако, несмотря на положительный 
эффект биологически активных добавок, 
некоторые вещества, обладающие кумуля-
тивными свойствами (например, витамины 
А, Е и D), при долгосрочном употреблении 
могут вызывать противоположное дейст-
вие вплоть до интоксикации [8]. Поэтому 
целью нашей работы стало исследование 
воздействие воды, обогащённой молеку-
лярным водородом, на печень и почки ма-
лой длиннохвостой шиншиллы в долгос-
рочном эксперименте. 

Материалы и методы 
Для проведения эксперимента было 

отобрано 20 самцов Chinchilla lanigera 
двухмесячного возраста со средней жи-
вой массой 270 г. Группы животных, уча-
ствовавших в эксперименте, формирова-
лись методом пар-аналогов по 10 особей. 
Сформированные группы были рассаже-
ны в индивидуальные клетки. Условия 
содержания животных соответствовали 
зоотехническим нормам: температура 
окружающей среды составляла 18–20°С, 
влажность — 30–40%. Кормление произво-
дилось гранулированным полнорационным 
комбикормом для шиншилл со свободным 
доступом к корму. Поение в обеих группах 

осуществлялось автоматизированной си-
стемой. К системе поения опытной груп-
пы был подключён аппарат для генерации 
молекулярного водорода Lourdes HS-81. 
Содержание и обращение с животными в на-
учном эксперименте соответствовали тре-
бованиям международных правил надлежа-
щей лабораторной практики, Федерального 
закона «О защите животных от жестокого 
обращения» от 01.09.1997 г. [5]. Протокол 
эксперимента был одобрен биоэтической 
комиссией ФГБУН НЦБМТ ФМБА России.

В возрасте 36 мес. трёх средних по массе 
шиншилл из группы подвергали эвтаназии, 
извлекали почки и печень, взвешивали, го-
товили гистологические препараты по стан-
дартным методикам (фиксация в 10%-ном 
р-ре формалина, заливка в парафин, из-
готовление срезов толщиной 10–15 мкм 
при помощи микротома, окраска гематок-
силином и эозином). Готовые препараты 
микроскопировались: в почках подсчиты-
валось количество капиллярных клубочков 
в 30 полях зрения от группы, диаметр ка-
пиллярного клубочка (не менее 100 изме-
рений от группы), площадь капиллярного 
клубочка. В печени измерялась площадь 
гепатоцита (не менее 50 измерений от груп-
пы), площадь ядра клетки, объём цитоплаз-
мы, объём ядра, ядерно-цитоплазматиче-
ское соотношение, а также соотношение 
стромы и паренхимы органа. Полученные 
данные обрабатывались статистически.

Таблица 1. Морфологические показатели печени Chinchilla lanigera, M±m 
Table 1. Morphological parameters of the Chinchilla lanigera liver, M±m

Группа 
Показатель

Масса Площадь, мкм2 Объём, мкм3

ЯЦС
г % клетки ядро цитоплазма ядро

Контрольная 12,9±0,25 2,7±0,19 154±7,3 26±0,3 1525±101,8 97±1,6 0,065±0,003

Опытная 12,7±1,20 2,7±0,23 177±4,7* 27±1,3 1886±81,4** 110±8,7 0,061±0,007
Примечание: * — разница между группами достоверна при р<0,05; ** — разница между группами достоверна 
при р<0,01; ЯЦС — ядерно-цитоплазматическое соотношение.
Note: * — difference between the groups is significant at p<0.05; ** — difference between the groups is significant 
at p<0.01; ЯЦС — nuclear-cytoplasmic ratio.
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Результаты и их обсуждение
В возрасте 36 мес. у самцов контрольной 

группы живая масса при взвешивании со-
ставила 462 г, а в опытной — 527 г, что дос-
товерно выше на 12% (р<0,05). Абсолютная 
и относительная масса печени в обеих груп-
пах различалась незначительно (табл.  1). 
Площадь гепатоцитов печени животных 
опытной группы была достоверно больше 
(р<0,05), чем в контрольной, на 13% (рис. 1). 
Объём цитоплазмы клеток также был выше 
на 19% ((р<0,01), ядра — на 12% (но недосто-
верно). Ядерно-цитоплазматическое соотно-
шения (ЯЦС) гепатоцитов печени особей 
контрольной группы было несколько выше 
за счёт меньшего объёма ядра и цитоплазмы. 

Содержание стромы в печени контрольной 
группе составило 18,3%, а паренхимы — 
81,8%, тогда как в опытной группе этот 
показатель был в пределах 17,3% стромы 
и 82,8% паренхимы соответственно.

При изучении морфометрических по-
казателей почек выявлено, что абсолют-
ная масса органов в исследуемых группах 
в среднем составляла 3,2–3,3 г, а относи-
тельная — 0,6–0,7% (табл. 2). Структура 
почек представлена корковым и мозго-
вым веществом. Корковые и мозговые ча-
сти нечётко разграничены между собой. 
В структуре корковой части на протяжении 
всего среза визуализируются почечные ка-
нальцы, которые образуют почечный ла-

Таблица 2. Морфологические показатели почек Chinchilla lanigera, M±m
Table 2. Morphological parameters of Chinchilla lanigera kidneys, M±m 

Группа 

Показатель

Масса Капиллярные клубочки

г % кол-во в поле зрения, шт. диаметр, мкм площадь, 
мм2

Контрольная 3,2±0,04 0,7±0,04 10,1±0,41 63±1,3 3,0±0,07

Опытная 3,3±0,23 0,6±0,04 10,3±0,90 54±1,1** 2,2±0,06**

Примечание: ** — разница между группами достоверна при р<0,01.
Note: ** — difference between the groups is significant at p<0.01.

Рис. 1. Гистоструктура печени Chinchilla lanigera: А — контрольная группа, Б — опытная группа. Ув. 25×10. 
Окраска: гематоксилин и эозин.
Fig. 1. Histological parameters of the Chinchilla lanigera liver: A — control group, Б — experimental group. Magn. 
25×10; hematoxylin and eosin staining

А Б
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биринт, и почечные тельца округлой фор-
мы с хорошо просматриваемыми капсулой, 
просветом и ядрами. Количество капилляр-
ных клубочков в поле зрения в обеих груп-
пах составило в среднем 10 шт. При этом 
средний диаметр капиллярного клубочка 
в опытной группе был достоверно меньше 
на 17% (p<0,01), а его площадь — на 27% 
(p<0,01) (рис. 2).

Таким образом, длительное введение 
воды, обогащённой молекулярным водо-
родом, усиливало кровоток в почечных 
клубочках шиншилл опытной группы, тем 
самым увеличивая их фильтрационную 
способность. В печени наблюдалось уве-
личение объёма ядра и цитоплазмы гепато-
цитов, что позволяет предположить о более 
активно протекающих процессах синтеза 
и депонирования различных веществ, не-
обходимых для поддержания оптимально-
го функционирования органа. Поскольку 
в печени и почках экспериментальных жи-
вотных не было выявлено патологических 
изменений, связанных с дистрофическими 
или воспалительными процессами, можно 
констатировать, что включение в рацион 
шиншилл воды, обогащённой молекуляр-
ным водородом, не оказывает токсического 
воздействия на организм.

Выводы
1. После длительного введения в рацион 

малой длиннохвостой шиншиллы воды, обо-
гащённой молекулярным водородом, в пече-
ни не выявляются признаки воспалительного 
процесса, сосуды не расширены, отсутствует 
венозный застой, гепатоциты крупные с чёт-
ко контурированным ядром и объёмистой 
цитоплазмой, что говорит об интенсивно-
сти идущих в них синтетических процес-
сов и положительном влиянии на обмен 
веществ и состояние организма животного 
в целом. Установлено, что в результате дол-
госрочного применения воды, обогащённой 
молекулярным водородом, площадь почеч-
ных клубочков животных опытной группы 
снизилась на 27% (p<0,01). 

2. В почках шиншилл опытной группы 
не выявляются воспалительные процессы, ка-
пиллярные клубочки почечных телец имеют 
округло-овальную форму, компактны, крове-
наполнены, спавшиеся и угловатые клубочки 
отсутствуют. Дистрофических изменений 
и почечной недостаточности не наблюдается. 
Установлено, что в результате долгосрочного 
применения воды, обогащённой молекуляр-
ным водородом, наблюдалось увеличение 
объёма цитоплазмы в гепатоцитах (p<0,01) 
и паренхиматозного компонента печени.

Рис. 2. Гистоструктура почек Chinchilla lanigera: А — контрольная группа, Б — опытная группа. Ув. 25×10. 
Окраска: гематоксилин и эозин.
Fig. 2. Histostructure of Chinchilla lanigera, kidneys: A — control group, Б — experimental group. Magn. 25×10. 
Hematoxylin and eosin staining.
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РОЛЬ ТЕХНОЛОГИЧЕСКИХ ИННОВАЦИЙ  
В СОЗДАНИИ НОВЫХ ЛЕКАРСТВЕННЫХ СРЕДСТВ  

НА ОСНОВЕ МУСКУСА КАБАРГИ
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Мускус представляет собой высушенный секрет препуциальной железы кабарги, широко применя-
емый с середины IV века в качестве биостимулятора в традиционной арабской, индийской, тибет-
ской и китайской медицине. В настоящее время осуществляется переход к доказательной медици-
не, в рамках которой идёт изучение связи состава мускуса с его фармакологическими свойствами. 
Мускус представляет собой многокомпонентную систему, состоящую из веществ разного класса, 
на содержание и относительные количества которых непосредственно влияет технология извлече-
ния мускуса. Разработка нового метода — электроимпульсной экстракции — существенно повыси-
ла выход экстракта и повлияла на состав мускуса за счёт повышения относительного содержания 
пептидно-белковой фракции, что обеспечило появление новых свойств мускуса, а именно свойства 
повышать физическую работоспособность при одновременном повышении безопасности физиче-
ской нагрузки за счёт подавления состояния воспаления и окислительного стресса, связанных с  экс-
тремальной нагрузкой. В целом, прогресс в разработке новых лекарственных средств на основе 
мускуса кабарги связан с технологическими инновациями в этой области. 

Ключевые слова: Moschus moschiferus, мускусная железа, газовая хроматография, биологически 
активные вещества (БАВ), протеомный анализ, липосомальная форма, доклинические исследова-
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Musk is a dried secretion of the preputial gland of musk deer, widely used since the middle of the 4th 
century as a biostimulant in traditional Arabic, Indian, Tibetan, and Chinese medicine. Currently, within 
the transition to evidence-based medicine, relationships between the composition of musk and its pharma-
cological properties is being studied. Musk is a multicomponent system consisting of substances of dif-
ferent classes, the content and relative amounts of which are directly affected by the technology of musk 
extraction. The development of a new method – electropulse extraction – significantly increased the yield 
of the extract and affected the composition of musk by increasing the relative content of the peptide-protein 
fraction. This ensured the emergence of new properties of musk, namely the property to increase physi-
cal performance while increasing the safety of physical activity by suppressing the state of inflammation 
and oxidative stress associated with extreme stress. In general, progress in the development of new deer 
musk-based drugs is associated with technological innovations in this industry. 
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Введение
Мускус представляет собой высушенный 

секрет препуциальной железы мускусно-
го мешка, расположенного между пупком 
и половыми органами половозрелых сам-
цов кабарги, небольшого парнокопытного 
оленевидного животного из семейства ка-
барговых (лат. Moschidae) [9]. Латинское 
название семейства происходит от древ-
негреч. «Μόσχος» — мускус. В России 
обитает кабарга сибирская (лат. Moschus 
moschiferus), ареал которой захватывает тер-
ритории Алтая, междуречья Лены и Енисея 
в Восточной Сибири, Забайкалья, Дальнего 
Востока и острова Сахалин. С середины 
IV века мускус кабарги считается одним 
из наиболее ценных природных биостиму-
ляторов в арабской, индийской, тибетской 
и китайской медицине. Из-за хищнической 
добычи мускуса популяция кабарги в мире 
многократно сократилась, что привело к по-
явлению мер государственной защиты. Так, 
в Китае, являющемся главным потребите-

лем лекарственного мускуса, кабарга зане-
сена в первую категорию Государственного 
списка ключевых охраняемых объектов ди-
кой природы, и единственным легальным 
источником получения мускуса является 
сельскохозяйственное разведение кабарги. 
Использование натурального мускуса огра-
ничено только четырьмя патентованными 
средствами (таблетки Angong Niuhuang Pill, 
Liushen Pill, Babao Dan и Pien Tze Huang), 
и создан искусственный мускус, за разра-
ботку которого была присуждена Первая 
Национальная премия Китая за прогресс 
в области науки и технологий в 2015 г. [11]. 
В России сельскохозяйственное разведение 
кабарги в условиях естественной среды 
обитания проводится на базе питомника 
филиала «Алтайский» Научного центра би-
омедицинских технологий ФМБА России 
(Республика Алтай).

Мускус кабарги традиционно исполь-
зовался в составе многокомпонентных 
препаратов для поддержания жизнедея-
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тельности и активного долголетия с ши-
рочайшим заявленным спектром примене-
ния — от заживления ран и язв до лечения 
инфекционных, онкологических и невроло-
гических заболеваний. В настоящее время 
подходы к применению мускуса измени-
лись. Мускус рассматривается как ценное 
фармацевтическое сырьё для лекарствен-
ных препаратов, разрабатываемых уже 
на принципах доказательной медицины, 
когда эффективность и безопасность му-
скуса и его компонентов оценивается, ис-
ходя из имеющихся научных доказательств. 
Уже в рамках новых подходов к настоя-
щему времени показано, что мускус и его 
компоненты проявляют противовоспали-
тельную и противоопухолевую активность, 
а также обладают свойствами нейропротек-
тора и кардиопротектора [11]. Основными 
направлениями в создании препаратов 
с использованием мускуса стали болез-
ни сосудов, ишемическая болезнь сердца 
и ишемический инсульт. В глобальном 
реестре клинических испытаний (https://
clinicaltrials.gov) зарегистрировано восемь 
исследований таблетированных препаратов 
мускуса для лечения ишемического инсуль-
та (NCT00817609), ишемической болез-
ни сердца (NCT01897805, NCT04897126, 
NCT04984954, NCT03072121, NCT04026 
724, NCT04022031), шейной радикулопа-
тии (NCT03219515) и одно исследование 
наружного средства для лечения геморроя 
(NCT01881282). В Китайском реестре кли-
нических испытаний (http://www.chictr.org.
cn) зарегистрировано пятнадцать исследо-
ваний таблетированных препаратов муску-
са, направленных на лечение сердечно-со-
судистых заболеваний (ChiCTR2000035167, 
ChiCTR2000032429, ChiCTR1900025810, Chi 
CTR-IPC-17010823, ChiCTR-IPR-16009785, 
ChiCTR-IPR-16008950, ChiCTR-IPR-150060 
20, ChiCTR2000041451, ChiCTR1900027946, 
ChiCTR-TRC-10001237, ChiCTRTRC-120035 
13, ChiCTR2000034817, ChiCTR2000037470). 
В России идёт клиническое исследова-

ние III фазы таблетированного препарата 
«Мускулив» по показанию лечения эрек-
тильной дисфункции у мужчин. 

Почти исключительным путём введения 
препаратов мускуса кабарги остаётся тради-
ционное пероральное введение таблетиро-
ванных лекарственных форм, что не позво-
ляет в полной мере использовать лечебный 
потенциал мускуса из-за метаболизма би-
ологически активной пептидно-белковой 
фракции мускуса в желудочно-кишечном 
тракте и при первом пассаже через печень.

Перспективы в создании новых лекарст-
венных средств на основе мускуса кабарги 
связаны с улучшением технологии извле-
чения мускуса как ценного фармацевтиче-
ского сырья, с изучением состава мускуса 
и выявлением фармакологических актив-
ностей отдельных компонентов мускуса, 
а также разработкой новых лекарственных 
форм, повышающих биодоступность от-
дельных компонентов мускуса. 

Научный центр биомедицинских техно-
логий Федерального медико-биологиче-
ского агентства (НЦБМТ ФМБА России) 
является единственным научным центром 
в России, который занимается всем ком-
плексом работ, необходимых для реализа-
ции полного технологического цикла созда-
ния и получения лекарственных препаратов 
на основе мускуса кабарги. В настоящей 
работе суммированы основные подходы 
и результаты НЦБМТ ФМБА России, отно-
сящиеся к созданию технологии получения 
лекарственных препаратов на основе му-
скуса кабарги.

Получение сырья мускуса кабарги
Получение сырья мускуса кабарги орга-

низовано на базе питомника для разведения 
кабарги в условиях естественной среды 
обитания (филиал «Алтайский» НЦБМТ 
ФМБА России, Республика Алтай), рассчи-
танного на содержание более 200 особей 
кабарги. Для получения высококачествен-
ного сырья мускуса разработаны методы 
атравматичного отлова животных [10], 
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транспортировки и передержки кабарги, 
временной её иммобилизации, а также при-
жизненного отбора мускуса, проведён зоо-
технический анализ функциональных пара-
метров вольерного содержания кабарги [1], 
изучены пищевые предпочтения кабарги 
[3]. Проведено изучение влияния рациона 
питания животных на содержание биоло-
гически активных веществ в мускусе [4, 7]. 

Технологии извлечения мускуса 
из препуциальной железы кабарги
Для экстракции биологически актив-

ных веществ мускуса кабарги из препуци-
альной железы в НЦБМТ ФМБА России 
разработаны два основных метода. 
Традиционная ультразвуковая экстракция 
позволяет извлекать до 50% по массе би-
ологически активных веществ. В качестве 
нового метода в НЦБМТ ФМБА России 
была разработана электроимпульсная 
экстракция, что позволило значительно 
увеличить выход биологически актив-
ных фракций мускуса (до 80% по массе), 
и в настоящий момент является методом 
выбора для получения экстрактов муску-
са кабарги. В дополнение к увеличению 
выхода экстракта электроимпульсная экс-
тракция даёт возможность более полного 
извлечения пептидной фракции мускуса, 
что является достоинством этого нового 
метода. Несмотря на то, что пептидная 
фракция мускуса ранее не рассматривалась 
в качестве полезной составляющей муску-
са, исследования НЦБМТ ФМБА России 
показали, что использование этой фракции 
позволяет существенно расширить спектр 
применения препаратов мускуса по новым 
показаниям, неизвестным из практики тра-
диционного применения мускуса кабарги.

Состав мускуса кабарги
Мускус кабарги — это многокомпонент-

ная композиция биологически активных ве-
ществ, представленная в основном четырь-
мя классами соединений:

• алифатическими и ароматическими кис-
лотами, эфирами и восками;

• липидами;
• стероидными соединениями;
• небольшими белками и пептидами [5].
Анализ летучей фракции мускуса после 

дериватизации с использованием газовой 
хроматографии с ион-селективным детек-
тором показал, что в состав этой фракции 
входят 93 вещества, причём жирные кис-
лоты и их производные составляют основу 
летучей фракции (52%); на втором месте — 
стероидные соединения, преимущественно 
андростероны (7%) и производные цикли-
ческих углеводородов (7%), далее следуют 
кетоны и альдегиды (4,5%), эйкозаноиды 
и простаноиды (3,8%), многоатомные спир-
ты (2,3%), минорные фракции производных 
фенола, фенотиазина, пирролидина, пири-
мидина и фумаровой кислоты. Мажорные 
компоненты этой летучей фракции мускуса 
кабарги представлены на рис. 1.

Сравнительный анализ образцов мускуса 
кабарги сибирской, полученных от живот-
ных питомника «Алтайский», с образцами 
мускуса кабарги китайской (Gold) пока-
зал, что между этими образцами имеются 
существенные отличия в составе. Мускус 
кабарги китайской содержит меньше ком-
понентов (29 вместо 93) и не содержит 
андростанов, обнаруженных в мускусе 
животных из питомника «Алтайский». Это 
указывает на возможные различия в спек-
тре фармакологической активности этих 
мускусов и предопределяет различие в по-
казаниях к применению лекарственных пре-
паратов, сделанных на их основе. Причина 
выявленных различий может быть связана 
не только с внутривидовыми различиями 
в метаболизме секрета препуциальной же-
лезы кабарги, но, по-видимому, в значи-
тельной мере определяется техническими 
условиями, такими как питание и содержа-
ние кабарги, способ извлечения и фракцио-
нирования мускуса препуциальной железы, 
что в целом указывает на ключевую роль 
технологии получения фармацевтического 
сырья на основе мускуса кабарги.
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Рис. 1. Мажорные компоненты мускуса кабарги [5].
Fig. 1. Major components of musk deer musk [5].

Отличительной особенностью мускуса 
кабарги сибирской, полученного в филиале 
«Алтайский» НЦБМТ ФМБА России, явля-
ется наличие стероидной фракции, богатой 
андростанами (рис. 2).

Мускус кабарги сибирской, полученный 
в филиале «Алтайский» НЦБМТ ФМБА 
России, содержит пептидно-белковую 
фракцию [6]. Протеомный анализ фракции 
показал наличие 66 компонентов, имеющих 
структурное сходство с известными белка-
ми и пептидами, для которых определена их 
функциональная активность, включая фер-
ментативную, гидролизную, оксидоредук-
тазную, трансферазную, регуляторную ак-
тивность (препроноцицептин) и др. (рис. 3).

Клинические исследования 
препарата «Мускулив»
Опираясь на полученные данные о соста-

ве мускуса кабарги сибирской, была изго-
товлена субстанция мускуса и разработана 
таблетированная лекарственная форма пре-
парата «Мускулив» для лечения эректиль-
ной дисфункции. Субстанция была полу-
чена методом ультразвуковой экстракции 
сырья препуциальной железы, полученного 
от животных, содержащихся в питомни-
ке «Алтайский» НЦБМТ ФМБА России, 
с последующей лиофилизацией экстрак-
та. Безопасность применения препарата 
«Мускулив» на здоровых добровольцах была 
продемонстрирована результатами I фазы 
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Рис. 2. Профиль андростанов в составе стероидной фракции мускуса кабарги сибирской [5].
Fig. 2. Profile of androstanes in the steroid fraction of Siberian musk deer musk [5].

Рис. 3. Группы белков из экстрактов мускуса кабарги [6].
Fig. 3. Groups of proteins from musk deer musk extracts [6].
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клинических исследований. Результаты 
двойного слепого плацебо-контролируемо-
го рандомизированного клинического ис-
следования II фазы показали эффективность 
препарата «Мускулив» в лечении эрек-
тильной дисфункции. Исследование про-
водилось в четырёх клинических центрах. 
Первичной конечной точкой эффективно-
сти препарата была доля пациентов, прини-
мавших препарат «Мускулив» и достигших 
нормы эректильной функции по индексу 
МИЭФ (≥25 баллов) по сравнению с плаце-
бо. Дизайн исследования предусматривал 
участие 135 пациентов, разделённых мето-
дом рандомизации на три группы, по 45 че-
ловек в каждой: 

• 1-я группа (n=45): Мускулив, по 1 табл. 
в течение 28 дней;

• 2-я группа (n=45): Мускулив, по 1 табл. 
в течение 14 дней, затем плацебо, по 1 табл. 
в течение последующих 14 дней;

• 3-я группа (n=45): Плацебо, по 1 табл. 
в течение 28 дней.

Было установлено, что препарат 
«Мускулив» (табл., 150 мг), при приёме 
одной таблетки в течение 28 дней пока-
зывает статистически значимое повыше-

Рис. 4. Доля пациентов, принимавших плацебо или Му-
скулив и достигших нормы эректильной функции по 
индексу МИЭФ (≥25 баллов).
Fig. 4. The proportion of patients taking placebo 
or Musculiv and those having achieved normal erectile 
function according to the IIEF index (≥25 points).

ние в 5,3 раза доли пациентов с полным 
восстановлением функции по сравнению 
с плацебо (p=0,0014, точный критерий 
Фишера, рис. 4).

На основе результатов II фазы клиниче-
ского исследования препарата «Мускулив» 
было принято решение о проведении 
III фазы исследования — многоцентро-
вое рандомизированное сравнительное 
проспективное плацебо-контролируемое 
исследование по изучению эффективности 
и безопасности препарата Мускулив, таб-
летки 150 мг, при лечении пациентов с эрек-
тильной дисфункцией, в котором принима-
ют участие 250 пациентов.

Новые подходы к разработке 
препаратов мускуса кабарги, 
обогащённых пептидами и белками
Исторически мускус кабарги применял-

ся и сейчас применяется в составе препа-
ратов для перорального введения. Однако 
обнаружение в составе мускуса кабарги 
сибирской пептидно-белковой фракции, со-
держание которой особенно увеличивается 
при использовании нового метода электро-
импульсной экстракции мускуса, требует 
изменения способа введения мускуса в ор-
ганизм человека. Пероральное введение ве-
ществ с пептидной связью ограничивает их 
биодоступность из-за быстрого гидролиза 
специализированными пептидазами стенки 
кишки и метаболизма в печени при первом 
проходе. Для увеличения биодоступности 
пептидной фракции мускуса в НЦБМТ 
ФМБА России используется два основных 
технологических приёма. Мускус стабили-
зируется в составе липосом, обеспечива-
ющих улучшение параметров всасывания 
пептидных компонентов мускуса через сли-
зистые полости рта, и вместо перорально-
го введения используется трансмукозаль-
ное введение препарата (сублингвальное, 
буккальное или транспалатинальное). 
Сочетание этих приёмов позволяет увели-
чить биодоступность пептидной фракции 
мускуса и начать использование мускуса 
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кабарги по новым показаниям, вытекаю-
щим из потенциальной активности отдель-
ных пептидных компонентов мускуса. 

Особенности влияния мускуса кабарги 
на физическую работоспособность
Наличие в составе мускуса кабарги пеп-

тидных регуляторов определённых классов 
[6] указывает на обоснованность прове-
дения исследований препаратов мускуса 
для повышения физической работоспо-
собности. С этой целью был разработан 
препарат мускуса кабарги, стабилизиро-
ванный в липосомах для увеличения би-
одоступности пептидной фракции му-
скуса при трансмукозальном введении. 
Исследование работоспособности проводи-
лось на крысах Wistar с использованием ки-
незогидродинамической модели плавания. 
Крысы получали транспалатинально липо-
сомированный экстракт мускуса кабарги — 
ЛМК (n=20) или плацебо (n=20) в течение 
14 сут. [2]. Определяли работоспособность 
животных в тесте плавания до отказа (дни: 
0-й («до»), 7-й, 14-й, 21-й) относительно 
контроля: среднее время плавания, среднее 
количество заплывов и общее расстояние. 
Результаты представлены на рис. 5.

Особенностью этого препарата мускуса 
является то, что характерный эффект ра-
боты до отказа, а именно возникновение 
провоспалительного состояния, не наблю-
дается в случае использования мускуса 
кабарги, что отличает его от других пре-
паратов. Эффект воспаления при рабо-
те до отказа изучался на минипигах [8]. 
Минипиги получали в течение 7 дней пла-
цебо или липосомированный мускус кабар-
ги транспалатинально, на следующий день 
выполнялся тест работы до отказа и изме-
рялись уровни нейтрофилов в крови и экс-
прессия мРНК гена NFE2L2, кодирующего 
фактор NRF2, отвечающий за экспрессию 
и биосинтез пула ферментов-антиоксидан-
тов (рис. 6).

В контрольной группе работа до отказа 
вызвала провоспалительное состояние, ха-

Рис. 5. Влияние липосомального препарата мускуса 
кабарги при курсовом 14-дневном транспалатиналь-
ном введении на показатели работоспособности и вы-
носливости крыс в кинезогидродинамической модели 
плавания. * — p<0,05.
Fig. 5. Effect of liposomal preparation of musk deer 
musk with a 14-day course of transpalatine administra-
tion on the indices of performance and endurance of rats 
in a kinesohydrodynamic swimming model. * — p<0.05.

рактеризующееся повышением уровня ней-
трофилов в крови и пониженной экспресси-
ей NRF2, что соответствует возникновению 
провоспалительного состояния с предра-
сположенностью к возникновению окис-
лительного стресса. В группе животных, 
принимавших мускус кабарги, напротив, 
работа до отказа не привела к повышению 
нейтрофилов (F1,6=7,987; р=0,0301; двух-
факторный анализ ANOVA с повторными 
измерениями) и снижению экспрессии 
мРНК NFE2L2 (F1,6=16,74; р=0,0064; двух-
факторный анализ ANOVA с повторными 
измерениями) в сравнении с контролем, 
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Рис. 6. Влияние липосомального препарата мускуса кабарги при курсовом 7-дневном транспалатинальном вве-
дении на уровни нейтрофилов в крови (А) и экспрессию мРНК гена, кодирующего фактор NRF2 (B), до и на 0-й, 
30-й и 60-й минуте после окончания физической нагрузки в тесте работы до отказа. 
Fig. 6. Effect of liposomal preparation of musk deer musk with a 7-day course of transpalatine administration on the lev-
els of neutrophils in the blood (A) and the expression of mRNA of the gene encoding the NRF2 factor (B) before and at 0, 
30, and 60 min after the end of physical exercise in a work-to-failure test.

что указывает на выраженный защитный 
эффект мускуса при физической работе. 
Таким образом, трансмукозальный при-
ём липосомированного мускуса кабарги, 
с одной стороны, повышает работоспособ-
ность животных и, в то же время, препят-
ствует возникновению провоспалитель-
ного состояния, что снижает риски травм 
и повреждений воспалительного характера, 
например, тендинопатий. Препаратов с та-
ким профилем действия на рынке средств 
повышения работоспособности не сущест-
вует, что говорит об уникальных свойствах 
мускуса кабарги. 

Перспективы разработки 
лекарственных препаратов 
на основе мускуса кабарги
Прогресс в области разработки лекарст-

венных средств на основе мускуса кабар-
ги связан с переходом от традиционной 
практики применения мускуса кабарги 
к применению, основанному на принципах 
доказательной медицины. Анализ состава 
мускуса кабарги из разных источников по-
казывает наличие существенных различий, 
что не может быть объяснено различия-
ми между животными из разных ареалов, 
но связано с несовершенством технологии 
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получения препаратов мускуса. Переход 
от обычной ультразвуковой экстракции му-
скуса из сырья препуциальной железы к но-
вому методу электроимпульсной экстракции 
обеспечивает не только повышение выхода 
биологически активных веществ, но и ме-
няет состав извлекаемых фракций, что пре-
допределяет появление новых свойств му-
скуса и появление соответствующих новых 
показаний к его применению. Яркой иллю-
страцией влияния технологических усовер-
шенствований на появление новых свойств 
мускуса кабарги служат результаты исследо-
вания физической работоспособности пре-
паратов мускуса, которые показали наличие 
необычных свойств мускуса с обогащённой 
пептидной фракцией, полученной методом 

электроимпульсной экстракции. Этот пре-
парат мускуса не только значимо повышал 
физическую работоспособность, но и сни-
жал негативные факторы физической на-
грузки в условиях работы до отказа, такие 
как индуцированное нагрузкой провоспали-
тельное состояние и предрасположенность 
к окислительному стрессу. Это уникаль-
ное сочетание свойств мускуса неизвестно 
ни для какого другого препарата. В целом, 
прогресс в области создания новых лекарст-
венных средств на основе мускуса кабарги 
связан с внедрением новых технологических 
приёмов извлечения и фракционирования 
мускуса, позволяющим расширение приме-
нения препаратов мускуса по новым, неиз-
вестным ранее показаниям. 
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Выбор оптимального режима общей анестезии является актуальной проблемой при проведении 
электрофизиологических исследований на лабораторных животных. В настоящей работе проведена 
сравнительная оценка влияния двух часто используемых в доклинической практике общих анесте-
тиков — хлоралгидрата (ХГ) и трибромэтанола (ТБЭ) — на показатели функции нейромышечного 
аппарата у беспородных мышей. Установлено, что ХГ и ТБЭ оказывают различное влияние на про-
водимость периферических нервов и восстановление сократимости скелетной мышцы после утом-
ления электростимуляцией. 
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COMPARATIVE ANALYSIS OF EFFECTS  
OF CHLORAL HYDRATE AND TRIBROMOETHANOL  

ON ELECTRONEUROMYOGRAPHIC PARAMETERS IN MICE
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Selection of an optimal general anesthesia regimen is an essential prerequisite for the conduction of elec-
trophysiological tests in laboratory animals. In this work, we compared the effects of two general anes-
thetic drugs commonly used in preclinical studies, i.e., chloral hydrate (CH) and tribromoethanol (TBE), 
on the parameters of neuromuscular function in outbred mice. CH and TBE were found to distinctly af-
fect peripheral nerve conductivity and skeletal muscle contractility recovery following electrical stimula-
tion-induced fatigue.
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Введение
Общая анестезия и анальгезия являются 

необходимым условием при проведении 
большинства электрофизиологических ис-
следований на мелких лабораторных жи-
вотных. Используемые при этом препараты 
оказывают существенное влияние на полу-
чаемые результаты путём изменения спон-
танной и вызванной электрической ак-
тивности головного мозга, проводимости 
нервных волокон, сократимости скелетной 
мускулатуры, дыхательной и сердечной 
функции, оксигенации крови, температуры 
тела и других параметров [3]. Таким обра-
зом, выбор способа и режима анестезии 
является важнейшим аспектом дизайна экс-
периментов, включающих электрофизиоло-
гические исследования in vivo.

Хлоралгидрат (2,2,2-трихлорэтандиол-1,1;  
ХГ) и 2,2,2-трибромэтанол (Авертин®; 
ТБЭ) — галогенированные производные 
спиртов, широко используемые для проведе-
ния общей анестезии у грызунов путём инъ-
екционного (внутрибрюшинного, реже —  
внутривенного) введения. Их преимущест-
вами являются быстрота индукции и доста-
точная глубина наркоза, доступность и про-
стота в использовании [3]. В настоящей 
работе приведены результаты сравнитель-
ной оценки влияния ХГ и ТБЭ в стан-
дартных режимах введения на некоторые 
электронейромиографические (ЭНМГ) по-
казатели у беспородных мышей. 

Материалы и методы
Исследование проводили в соответствии 

с Базельской декларацией и Правилами 

надлежащей лабораторной практики 
Евразийского экономического союза в сфе-
ре обращения лекарственных средств по-
сле одобрения биоэтической комиссией 
ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава России. 
Эксперименты были выполнены на 10 взро-
слых (4 мес.) белых беспородных мышах-
самках массой 22–30 г, полученных из ФГУП 
НИЦ «Курчатовский институт» — питом-
ник лабораторных животных «Рапполово» 
(Ленинградская обл.) одной партией и про-
шедших карантин в течение 14 дней.

Перед проведением первого ЭНМГ-
исследования мышей наркотизировали 
ХГ («MilliporeSigma», США; 400 мг/кг 
внутрибрюшинно). Исследование про-
водили методом стимуляционной ЭНМГ 
с помощью 4-канального электронейроми-
ографа Нейро-МВП-4 и программы Нейро-
МВП.NETω 3.7.3.7 (ООО «Нейрософт», 
Россия). Регистрировали моторные от-
веты (М-ответы) икроножной мышцы 
m. gastrocnemius на стимуляцию седалищно-
го нерва n.   ischiadicus слева и двуглавой мыш-
цы плеча m. biceps brachii на стимуляцию 
мышечно-кожного нерва n. musculocutaneus 
справа [4]. Стимуляцию нервов осущес-
твляли при прямоугольной форме стиму-
ла и длительности 0,1 мс в диапазоне сил 
тока от 1 до 10 мА с последовательным 
увеличением с шагом 1 мА до достижения 
супрамаксимальной величины. Измеряли 
значения максимальной амплитуды (мВ) 
и площади (мВ×мс), средней латентности 
и длительности М-ответа (мс), а также сил 
тока, вызывавших М-ответы с минималь-
ной и максимальной амплитудами (мА).
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Измерение скорости проведения импуль-
са (СПИ) (м/с) по левому n. ischiadicus 
проводили в соответствии с методикой [5]. 
Анализ декрементов амплитуды М-ответов 
при ритмической стимуляции нерва, 
а также восстановления сократимости 
m. gastrocnemius после электростимуляци-
онного утомления проводили в соответст-
вии с опубликованными ранее протоколами 
[1, 2]. Через 1 неделю повторяли ЭНМГ-
исследование с предварительной нарко-
тизацией ТБЭ («MilliporeSigma», США; 
500 мг/кг внутрибрюшинно).

Статистическую обработку данных про-
водили с помощью пакета программно-
го обеспечения Prism 10.2.0 («GraphPad 
Software», США). Нормальность распреде-
ления количественных признаков проверя-
ли с помощью критерия Шапиро — Уилка. 
При нормальном распределении количе-
ственных признаков значимость различий 
оценивали с помощью критерия Стьюдента 
для парных выборок, при распределении, 
отличном от нормального, — с помощью 

критерия знаковых рангов Уилкоксона. 
Порог статистической значимости устанав-
ливали на уровне p<0,05. Числовые данные 
на графиках представлены в виде средних 
арифметических; планки погрешностей от-
ражают стандартные ошибки средних.

Результаты исследований
При использовании в качестве ане-

стетика ХГ или ТБЭ не было обнару-
жено значимых различий параметров 
М-ответов m. gastrocnemius. При нарко-
тизации ТБЭ полученные значения СПИ 
по n. ischiadicus значительно превышали 
таковые при использовании ХГ (p<0,01) 
(рис.). Единственным значимым различи-
ем при проведении ритмической стимуля-
ции было более высокое среднее значение 
инкремента амплитуды 10-го М-ответа 
при использовании ТБЭ, нежели ХГ (ча-
стота стимуляции 1 Гц; p<0,05), однако оба 
значения при этом находились в границах 
физиологического диапазона, что позволяет 
данное изменение считать несущественным.

Рис. Скорость проведения импульса (СПИ) по седалищному нерву (А) и динамика восстановления амплитуды 
М-ответа икроножной мышцы после её электростимуляционного утомления (Б) при использовании в качестве 
анестетика хлоралгидрата (ХГ) или 2,2,2-трибромэтанола (ТБЭ). * — p<0,05; ** — p<0,01.
Fig. Sciatic nerve conduction (СПИ) velocity (A) and M-wave amplitude recovery rates following electrical stimulation- 
induced fatigue of the gastrocnemius muscle (Б) using either chloral hydrate (ХГ) or 2,2,2-tribromoethanol (ТБЭ) 
for anaesthesia. * — p<0.05; ** — p<0.01.



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

92 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 89–93 

При использовании ТБЭ падение ампли-
туды М-ответа мышцы в результате элек-
тростимуляционного утомления составляло 
18,73% против 27,57% при анестезии ХГ 
(p<0,05). В период восстановления после 
утомления амплитуда М-ответа возрастала 
с одинаковой динамикой для обоих препара-
тов, в связи с чем её значения при использо-
вании ТБЭ во всех контрольных точках пре-
вышали таковые при введении ХГ (p<0,01). 
Характерным для ТБЭ, но не ХГ эффектом 
было превышение амплитуды, измеренной 
через 5 мин после окончания периода утом-
ления, фоновой в среднем на 7,2% (рис.).

Выводы
ХГ и ТБЭ не отличаются между собой 

по влиянию на параметры моторных от-
ветов скелетных мышц при стимуляции 
одиночными стимулами и ритмической 
стимуляции, но оказывают различное вли-
яние на СПИ по периферическим нервам 
и восстановление сократимости мышц по-
сле электростимуляционного утомления. 
Возможности и особенности применения 
ХГ и ТБЭ в качестве общих анестетиков 
при проведении ЭНМГ-исследований тре-
буют дальнейшего изучения.
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МОДИФИКАЦИЯ ПОКАЗАТЕЛЕЙ СЕРДЕЧНО-СОСУДИСТОЙ 
СИСТЕМЫ КРЫС В МОДЕЛИ ИШЕМИИ-РЕПЕРФУЗИИ  
С ПОМОЩЬЮ ЭЛЕКТРОМАГНИТНОГО ИЗЛУЧЕНИЯ  

КРАЙНЕ ВЫСОКОЙ ЧАСТОТЫ

M.Ю. Раваева1,*, И.В. Чeрeтaeв1, Е.Н. Чуян1, М.В. Нагорская 1, П.А. Галенко-Ярошевский2, 
А.В. Зеленская2, И.С. Миронюк1, Э.Р. Джелдубаева1

1 ФГАОУ ВО «Крымский федеральный университет им. В.И. Вернадского» 
295007, Российская Федерация, Республика Крым, Симферополь, просп. Академика Вернадского, 4

2 ФГБОУ ВО «Кубанский государственный медицинский университет» Минздрава России 
350063, Российская Федерация, Краснодарский край, Краснодар, ул. им. Митрофана Седина, 4

В статье представлены результаты исследования показателей сердечно-сосудистой системы (CCC) 
у крыс при моделировании ишемии-реперфузии и действии электромагнитного излучения крайне 
высокой частоты (ЭМИ КВЧ).
Цель исследования — выявить изменения показателей сердечно-сосудистой системы крыс в усло-
виях ишемии-реперфузии и постишемического периода при превентивном воздействии ЭМИ КВЧ. 
Эксперимент проводили на 30 половозрелых крысах-самцах популяции линий Wistar массой 200–
220 г, которые содержались в условиях вивария с естественным свето-темновым циклом. Методом 
модифицированной блочной рандомизации животных разделили на 3 группы по 10 крыс в каждой: 
1-я группа — ложнооперированные (ЛО), которым проводилось оперативное вмешательство в со-
ответствии с планом операции, но без окклюзии левой общей сонной артерии (ОСА); 2-я группа 

— истинно оперированные (ИО), которым проводилось оперативное вмешательство, и в соответ-
ствии с планом операции производилась окклюзия левой общей сонной артерии; 3-я группа (КВЧ) 
подвергалась превентивному 10-кратному действию низкоинтенсивного ЭМИ КВЧ с последующим 
моделированием ишемии-реперфузии (на 10-е сут, спустя 60 мин после 10-го сеанса КВЧ-воздейст-
вия) и окклюзией ОСА.
Показано, что при моделировании ишемии-реперфузии головного мозга наблюдается напряжение 
физиологических резервов ССС и организма: происходит повышение системного АД, ЧСС, увели-
чение симпатических влияний на ССС, увеличение энергетических затрат и потребления кислорода 
кардиомиоцитами. Восстановление показателей ССС до уровня ЛО наблюдается к 3-м сут пости-
шемического периода.
Обнаружено, что превентивное 10-кратное КВЧ-воздействие нивелирует действие ишемии, отра-
жающееся в снижении всех показателей ССС, увеличивает адаптационные возможности организма, 
ускоряет восстановление в постишемическом периоде, а его физиологические резервы быстрее при-
спосабливаются к ишемическому повреждению.

Ключевые слова: сердечно-сосудистая система, ишемия-реперфузия, электромагнитное излучение 
крайне высокой частоты
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MODIFICATION OF  RAT CARDIOVASCULAR SYSTEM 
PARAMETERS IN AN ISCHEMIA-REPERFUSION MODEL USING 

EXTREMELY HIGH FREQUENCY ELECTROMAGNETIC RADIATION

Marina Y. Ravaeva1,*, Igor V. Cheretaev1, Elena N. Chuyan1, Mariya V. Nagorskaya1,  
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The article presents the results of studying the parameters of the cardiovascular system (CVS) in rats un-
der conditions of ischemic-reperfusion simulation and exposure to electromagnetic radiation of extremely 
high frequency (EHF EMR). The aim was to identify changes in CVS parameters in rats during the post- 
ischemic period following preventive EHF exposure. 
The experiment was carried out on 30 mature male Wistar rats weighing between 200 and 220 g, which 
were housed in a vivarium under a natural light-dark schedule. Using a modified block randomization 
method, the animals were split into three groups with 10 rats in each: group 1 included sham-operat-
ed (SO) animals, which underwent surgery according to the operation plan but without occlusion of 
the left carotid artery; group 2 included truly operated animals who underwent surgery and had the left 
common carotid occluded (CCO) in accordance with the plan; and group 3 (EHF) included animals 
that underwent preventive 10-fold action of low-intensity EHF EMR followed by ischemia-reperfusion 
modelling (on the 10th day, after 60 min after the 10th session of  EHF exposure) and OCA occlusion. 
It is shown that the modelled ischemia-reperfusion of the brain is associated with a strain of the phys-
iological reserves of the CVS and the body as a whole. Thus, an increase in systemic blood pressure, 
heart rate, sympathetic effects on the CVS, energy costs, and oxygen consumption by cardiomyocytes 
is observed. Recovery of CVS indicators to the level of SO is observed on the 3rd day after ischemia. 
It was found that preventive 10-fold exposure to EHF mitigates the effect of ischemia, which is re-
flected in a decrease in all CVS indicators (except for PP). This increases adaptive capabilities of the 
body and accelerates recovery in post-ischemia, as well as promotes faster adaptation of  physiolo- 
gical reserves to ischemic damage.
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Введение
В наших исследованиях [11–13] показана 

способность низкоинтенсивного электро-
магнитного излучения крайне высокой ча-
стоты (ЭМИ КВЧ) изменять как сосудистые 
(эндотелиальные, нейрогенные и миоген-
ные), так и внесосудистые (дыхательные 
и пульсовые) компоненты регуляции ми-
кроциркуляции (МЦ). Кроме этого, выра-
женное вазотропное действие ЭМИ КВЧ 
оказывает и при действии стресс-факторов 
разной интенсивности: при остром стрессе 
10-кратное действие ЭМИ КВЧ уменьшало 
выраженность проявлений гиперемии, ха-
рактерных для острого стресса на протя-
жении 48 ч после действия стресс-фактора 
[7], а при хроническом — нивелировало 
вазоконстрикцию, снижало выраженность 
нарушений притока и оттока крови в МЦ 
русле, вызванных стрессом [10, 11]. 

Вероятно, что и при стрессе, сопровожда-
ющем сосудистую катастрофу при модели-
ровании ишемии-реперфузии, ЭМИ КВЧ 
будет оказывать вазопротекторное действие, 
причём не только на уровне МЦ, но и на си-
стемном уровне. Оценка работы сердечно-
сосудистой системы остаётся приорите-
том научных исследований в физиологии 
и медицине и не ограничивается измере-
ниями артериального давления и пульса. 
Существует ряд индексов и коэффициентов, 
которые оценивают функциональные воз-
можности жизнеобеспечивающих систем 
(дыхательной и сердечно-сосудистой). 

Цель работы — выявить изменения по-
казателей сердечно-сосудистой системы 
крыс в условиях ишемии-реперфузии и по-
стишемического периода при превентив-
ном воздействии ЭМИ КВЧ. 

Материалы и методы
Экспериментальная часть работы вы-

полнена на кафедре физиологии человека 
и животных и биофизики в Центре кол-
лективного пользования научным оборудо-

ванием «Экспериментальная физиология 
и биофизика» Института биохимических 
технологий, экологии и фармации КФУ 
им. В.И. Вернадского.

Экспериментальные животные
Эксперимент проводили на 30 половоз-

релых крысах-самцах популяции линий 
Wistar массой 220–250 г (ФГУП «Питомник 
лабораторных животных «Рапполово», 
Ленинградская обл.), прошедших каран-
тин не менее 14 дней. Животные содержа-
лись в условиях вивария с естественным 
свето-темновым циклом при температуре 
18–22°С на подстиле на основе початков 
кукурузы (ООО «Зилубаг», Россия), со сво-
бодным доступом к воде и полноценно-
му гранулированному корму ЛБК-120 
(ЗАО «Тосненский комбикормовый завод», 
Россия). Исследование было выполнено 
в соответствии с «Правилами проведения 
работ с использованием эксперименталь-
ных животных» и ГОСТ Р 53434-2009 
от 02.12.2009 г., правилами лаборатор-
ной практики при проведении доклини-
ческих исследований и одобрено реше-
нием Этического комитета ФГАОУ ВО 
«Крымский федеральный университет 
им. В.И. Вернадского».

Дизайн исследований
Для эксперимента были отобраны жи-

вотные одинакового возраста, харак-
теризующиеся средней двигательной 
активностью и низкой эмоционально-
стью в тесте «Открытое поле», которые 
составляют большинство в популяции. 
Для проведения отбора использовали 70 
половозрелых крыс-самцов Wistar массой 
180–200 г. При процедуре отбора животных 
в «Открытом поле» их поведение тестиро-
вали в течение 5 мин в инфракрасном мо-
ниторе активности IR Actimeter («PanLab 
Harvard Apparatus», Испания) с программ-
ным обеспечением Actitrack 2.7.13 («PanLab 
Harvard Apparatus», Испания), используя 
показатели общей пройденной дистанции, 
локомоторной активности, средней скоро-
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сти перемещений, временных интервалов, 
проведённых в состоянии полного покоя 
(фризинг), и в состоянии медленных и быс-
трых движений, груминга и числа болюсов. 
Таким образом, было отобрано 30 живот-
ных. Через 2 недели после отбора животных 
выполняли эксперимент по оценке действия 
10-кратного ЭМИ КВЧ на показатели ССС. 

Такой отбор позволил сформировать од-
нородные группы животных с близкими 
конституционными особенностями, одно-
направленно реагирующими на действие 
того или иного фактора, и значительно 
уменьшить количество животных, исполь-
зуемых в эксперименте. 

За 1 сут до проведения эксперимента 
отобранных животных рандомизировали 
методом модифицированной блочной ран-
домизации. В одном блоке рандомизации 
использовали 6 индивидуальных клеток, 
в которые в случайном порядке рассажи-
вали экспериментальных самцов крыс 
и присваивали им номера. Таким образом, 
для формирования трёх групп по 10 крыс 
необходимо было выполнить 5 заполне-
ний клеток. В программе «Microsoft Office 
Excel 2019» с помощью генератора случай-
ных чисел формировали 5 столбцов с номе-
рами клеток, соответствующие процедурам 
заполнения. Затем делили полученную таб-
лицу на строки. Одной группе из 10 живот-
ных соответствовало две строки из таблицы 
с номерами индивидуальных клеток, полу-
ченных в ходе пяти заполнений с помощью 
генератора случайных чисел.

После предварительного отбора живот-
ных разделили на три группы по 10 крыс 
в каждой. Животные первой группы — 
ложнооперированные (ЛО), которым 
проводилось оперативное вмешатель-
ство в соответствии с планом операции, 
но без окклюзии левой общей сонной ар-
терии (ОСА). Животные второй группы — 
истинно оперированные (ИО), которым 
проводилось оперативное вмешательство, 
и в соответствии с планом операции про-

изводилась окклюзия левой общей сонной 
артерии. Животные третьей группы (КВЧ) 
подвергались превентивному 10-кратному 
действию низкоинтенсивного ЭМИ КВЧ 
с последующим (на 10-е сут, спустя 60 мин 
после 10-го сеанса КВЧ-воздействия) моде-
лированием ишемии-реперфузии и, соот-
ветственно, окклюзией ОСА. 

КВЧ-воздействие на животных проводи-
лось 10-кратно, в течение 30 мин ежедневно 
в утреннее время путём наложения на за-
тылочно-воротниковую область волновода 
аппарата КВЧ-терапии «КВЧ-НД» (рабочая 
длина волны — 7,1 мм, плотность потока 
мощности облучения — 4–6 мВт/см2; про-
изводство: ООО «Научно-коммерческая 
фирма РЭСЛА», Россия; Декларация со-
ответствия № РОСС Ru. МЕ67.Д00227; 
Регистрационное удостоверение № ФСР 
2007/00763 от 18.09.2007 г.).

При моделировании ишемии-реперфузии 
животных подвергали искусственной оста-
новке нормального кровообращения в со-
судистом русле шейных артерий, что до-
стигалось путём пережатия левой общей 
сонной артерии (ОСА) с помощью метал-
лической клипсы (ПТО «Медтехника», 
Россия). Хирургическое вмешательство 
проводилось при введении внутрибрюшин-
но анестетиков: Телазол 0,3 мг («Zoetis», 
США), Медитин 0,8 мг (ООО «АПИ-САН», 
Россия). Реализацию действия анестезии 
оценивали по ослабеванию или отсутствию 
ответной реакции на болевой раздражитель 
в виде механического повреждения тканей 
лапы и депрессии нормального рефлекса 
роговой оболочки глаза. В первый час по-
слеоперационного периода животным вво-
дили 0,2 мл Диклофенак («Хемофарм АД», 
Сербия). 

Регистрация систолического артериального 
давления (САД, мм рт. ст.), диастолическо-
го артериального давления (ДАД, мм рт. ст.) 
и частоты сердечных сокращений (ЧСС, 
уд./мин) осуществлялась через 30 мин по-
сле наложения клипсы на ОСА — период 
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ишемии; через 30 мин после снятия клип-
сы — период реперфузии; а также на 2-е, 
3-и и 7-е сут после моделирования ише-
мии — постишемический период. 

Показатели АД и ЧСС у крыс регистри-
ровались с помощью системы неинвазивно-
го измерения давления у мелких лаборатор-
ных животных NIBP200A («Biopac Systems, 
Inc.», США). Датчик для измерения АД  
(мм рт. ст.) и ЧСС (уд./мин) надевался 
на хвост крысы. Запись и обработка данных 
производилась на компьютере с помощью 
программы «Acq Knowledge 4.2 for MP150».

Полученные результаты использовались 
для расчётов следующих индексов: 

Вегетативный индекс Кердо вычисляли 
по формуле: 

ВИК = (1 – ДАД/ЧСС)×100%  (1),
где ВИК — вегетативный индекс Кердо, 
усл. ед.; ДАД — диастолическое артери-
альное давление, мм рт. ст.; ЧСС — частота 
сердечных сокращений, уд./мин.

Индекс Робинсона вычисляли по формуле: 
ИР = ЧСС×САД / 100  (2),

где ЧСС — частота сердечных сокращений, 
уд./мин; САД — систолическое артериаль-
ное давление, мм рт. ст.

Коэффициент экономичности кровообра-
щения:

КЭК = (САД – ДАД) × ЧСС  (3),
где КЭК — коэффициент экономичности 
кровообращения, усл. ед.; САД — систо-
лическое артериальное давление, мм рт. ст.; 
ДАД — диастолическое артериальное дав-
ление; ЧСС — частота сердечных сокраще-
ний, уд./мин. 

Пульсовое давление:
ПД = САД – ДАД  (4),

где ПД — пульсовое давление, мм рт. ст., 
САД — систолическое артериальное дав-
ление, мм рт. ст., ДАД — диастолическое 
артериальное давление.

Среднее динамическое давление:
СДД = ДАД – ПД / 3  (5),

где СДД — среднее динамическое давление, 
мм рт. ст., ДАД — диастолическое артери-

альное давление, ПД — пульсовое давле-
ние, мм рт. ст.

Статистическая обработка результатов 
проводилась с использованием пакета 
«GraphPad Prizm 9.0». Поскольку распре-
деление экспериментальных значений 
в группах отличалось от нормального, 
то оценку достоверности межгрупповых 
различий проводили с помощью U-теста 
Манна — Уитни. Данные представлены 
в виде медианы, верхнего и нижнего квар-
тилей. В описании динамики результатов 
использовались %, которые рассчитыва-
лись по средним арифметическим значени-
ям соответствующих групп.

Результаты и их обсуждение
Результаты настоящего исследования 

показали, что моделирование ишемии 
приводило к изменению показателей ССС 
(табл. 1). Так, через 30 мин ишемии у живот-
ных группы ИО наблюдалось повышение 
САД на 25,6% (р<0,05), ДАД — на 38,6% 
(р<0,05), ЧСС — на 66,3% (р<0,05) по от-
ношению к таковым в группе ЛО. При ре-
перфузии данные показатели оставались 
выше, чем у группы ЛО, причём САД 
и ДАД не достоверно, а ЧСС — на 28,3% 
(р<0,05).

Расчёт индексов функционирования ССС 
показал, что при ишемии увеличилось СДД 
на 50,2% (р<0,05), ИР — на 108,7% (р<0,05), 
КЭК — на 57,5% (р<0,05), ВИК – на 6,7% 
(р<0,05) по сравнению с ЛО. При репер-
фузии данные показатели незначительно 
снизились, однако оставались достоверно 
высокими по сравнению с таковыми в груп-
пе ЛО: ИР превышал показатели в группе 
ЛО на 66,8% (р<0,05), СДД — на 30,4% 
(р<0,05), а КЭК — на 53,8% (р<0,05). 

В постишемическом периоде САД и ДАД 
незначительно превышали таковые в груп-
пе ЛО, а ЧСС оставалась высокой на про-
тяжении 2-х сут (на 24%, р<0,05), однако 
на 3-и и 7-е сут приближалась к значениям 
у ложнооперированных животных. 
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Из расчётных показателей только ИР дос-
товерно увеличивался на 33,1% (р<0,05) 
на 2-е сут постишемического периода. 

Таким образом, при ишемии-реперфузии 
наблюдалось повышение САД, ДАД, ЧСС, 
СДД, ИР, ВИК, КЭК. В постишемическом 
периоде ЧСС и ИР превышали значения 
в группе ЛО на 2-е сут постишемического 
периода.

Известно [1], что во время оперативно-
го вмешательства или развития ишемии 
головного мозга наблюдается повышение 
АД. Причины артериальной гипертензии 
в остром периоде ишемического инсульта 
связывают с активацией нейроэндокрин-
ных и нейрогенных механизмов регуля-
ции АД, ишемией стволовых структур 
мозга, госпитальным стрессом и срывом 
ауторегуляции мозгового кровообращения 
[1]. Таким образом, гипертензия — адап-
тивный ответ системы кровообращения 
на локальную церебральную ишемию. 
Однако повышение системного давления 
линейно не связано с внутримозговой ге-
модинамикой. Множество факторов, таких 
как ауторегуляция мозгового кровотока, 
ишемическая ангиопатия, отёк мозга, со-
стояние микроциркуляции, оказывают вли-
яние на кровоснабжение тканей в области 
ишемического очага. Но именно АД служит 
наиболее доступным и легко контролируе-
мым маркером гемодинамических наруше-
ний в остром периоде инсульта.

СДД представляет собой давление, 
при котором в отсутствие пульсовых ко-
лебаний наблюдается такой же гемодина-
мический эффект, как и при естественном 
колеблющемся давлении крови. Давление 
в артериях во время диастолы желудочков 
не падает до нуля, оно поддерживается 
благодаря упругости артериальных стенок, 
растянутых во время систолы. Высокие 
показатели СДД на протяжении 7 сут по-
стишемического периода свидетельствуют 
о неспособности организма удерживать 
среднее динамическое давление, что являет-

ся одним из ранних признаков нарушения 
деятельности аппарата кровообращения. 
Увеличение СДД на фоне незначительного 
роста ПД, полученное в настоящем иссле-
довании, свидетельствует об ослаблении 
функции сердечно-сосудистой системы 
организма.

ИР, или двойное произведение, характе-
ризует систолическую работу сердца, явля-
ясь показателем регуляторных процессов 
в миокарде, и позволяет оценивать уровень 
обменно-энергетических процессов в ми-
окарде и резервные возможности гемоди-
намики. Резкое увеличение ИР в 1-е сут 
на 102,2% (р<0,0001) на фоне увеличения 
КЭК говорит о снижении аэробных воз-
можностей миокарда, нарушениях об-
менных процессов в миокарде и, в целом, 
о нарушениях регуляции деятельности сер-
дечно-сосудистой системы [2, 5, 8]. 

ИР оставался высоким на протяжении 
всего постишемического периода, что свиде-
тельствует о низких резервных возможностях 
системы кровообращения в целом за счёт 
увеличения работы сердечной мышцы. 

ВИК достоверно повышался в течение 
30-минутной ишемии, а затем на протяже-
нии всего времени исследования наблю-
далась его стабилизация на уровне ЛО. 
ВИК — один из наиболее распространён-
ных показателей функционального со-
стояния вегетативной нервной системы, от-
ражающий соотношение возбудимости её 
симпатического и парасимпатического от-
делов. Его повышение при ишемии свиде-
тельствует о сдвиге в сторону доминирова-
ния симпатического компонента регуляции 
[4], однако при реперфузии и в постишеми-
ческом периоде наблюдалось его восста-
новление до уровня ЛО. 

КЭК характеризует затраты организма 
на передвижение крови в сосудистом ру-
сле, показывает, какое количество (объём) 
крови выталкивается из левого желудочка 
во время систолы. Значительное увеличе-
ние КЭК при ишемии-реперфузии свиде-
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тельствует об увеличении энергетических 
затрат при сокращении сердца и расходо-
вании функциональных резервов сердечно-
сосудистой системы. К 7-м сут наблюдает-
ся незначительное снижение показателей 
КЭК, что свидетельствует о некотором вос-
становлении энергетического баланса. 

В целом, вышеописанные процессы при-
водят к аугментации САД за счёт более бы-
строго возвращения отражённой пульсовой 
волны к сердцу в связи с увеличенной жёст-
костью артерий, и эта волна накладывается 
на систолическую фазу давления в сосуде, 
повышая его, что и наблюдалось в наших 
исследованиях.

Такое изменение гемодинамики имеет 
последствия — возрастает постнагрузка 
на левый желудочек, и повышенное САД 
начинает оказывать повреждающее дей-
ствие в периферических органах и тканях, 
в первую очередь в веществе головного 
мозга. Поскольку сосудистая сеть голов-
ного мозга имеет низкое сопротивление, 
это делает его уязвимым к повышенному 
гидростатическому давлению крови в ди-
астолу и создаёт предпосылки к возникно-
вению дополнительных эпизодов ишемии 
и клинически может усугублять проявле-
ния ишемии. Именно такая взаимосвязь 
системной и церебральной гемодинамики 
обуславливает гипотензивную терапевтиче-
скую стратегию при развитии ишемии и де-
лает актуальным поиск средств, способных 
оказывать противоишемическое действие 
и обладать гипотензивным эффектом. 

Таким образом, при моделировании ише-
мии-реперфузии происходит увеличение 
симпатических влияний на ССС, увеличе-
ние энергетических затрат и потребления 
кислорода кардиомиоцитами. Частичное 
восстановление показателей ССС до уров-
ня ЛО наблюдается на 3-и сут постишеми-
ческого периода.

Изменение показателей сердечно- 
сосудистой системы крыс в условиях ише-
мии-реперфузии при действии ЭМИ КВЧ 

При моделировании ишемии у группы 
крыс, получавших превентивное 10-крат-
ное КВЧ-воздействие, наблюдалось сни-
жение ДАД на 25,4% (р<0,05), ЧСС — 
на 39,5% (р<0,05) по сравнению с таковыми 
группы ИО. Во время реперфузии проис-
ходило снижение САД на 18,7% (р<0,05), 
ДАД — на 21% (р<0,05), а ЧСС — на 26,7% 
(р<0,05) по сравнению с таковыми в груп-
пе ИО. САД на протяжении всего времени 
исследования были ниже таковых в группе 
ИО (табл. 1). 

Расчёт индексов функционирования ССС 
у группы КВЧ показал, что СДД во вре-
мя ишемии снижалось на 31,3% (р<0,05), 
а во время реперфузии — на 23,3% 
(р<0,05) по сравнению с группой ИО 
(табл. 1), ИР снижался на 50,5% (р<0,05) 
и 40% (р<0,05), а КЭК снижался 
на 34,8% (р<0,05) и 34,9% (р<0,05) 
по сравнению с таковыми в группе ИО.

Таким образом, превентивное 10-кратное 
КВЧ-воздействие у крыс во время моде-
лирования ишемии-реперфузии приводит 
к изменению реакции организма на повре-
ждение, снижая системное АД, вызывая 
урежение ЧСС, снижая тонус магистраль-
ных сосудов (снижение СДД), уменьшая 
потребление кислорода сердцем и снижая 
энергетические затраты организма на про-
движение крови в сосудистом русле (сни-
жение ИР и КЭК). 

В постишемическом периоде (табл. 2) 
у крыс наблюдалось снижение АД на про-
тяжении всего времени исследования. Так, 
САД на 3-и и 7-е сут снижался на 18,5% 
(р<0,05), 10,5% (р<0,05), а ДАД на 3-и сут 
снижался на 17,6% (р<0,05), на 7-е сут — 
на 21% (р<0,05) по отношению к таковым 
в группе ИО. ЧСС снижалась на 2-е сут 
на 16,5% (р<0,05) по отношению к таковым 
в группе ИО.

Расчётные показатели также изменя-
лись. Так, СДД снижалось на 2-е, 3-и и 7-е 
сут на 17,3% (р<0,05), на 16,8% (р<0,05) 
и на 29,2% (р<0,05) соответственно по от-
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ношению к таковым в группе ИО. ИР так-
же снижался на 29,3% (р<0,05) и на 20% 
(р<0,05) на 2-е и 7-е сут соответственно 
по отношению к таковым в группе ИО. 
ВИК увеличился на 7,4% (р<0,05), а сни-
зился на 3-и сут на 20,5% (р<0,05) по отно-
шению к таковым в группе ИО.

Таким образом, в постишемическом пе-
риоде крысы, которым превентивно ока-
зывалось КВЧ-воздействие, демонстри-
ровали более высокие функциональные 
возможности жизнеобеспечивающей си-
стемы — сердечно-сосудистой системы 
по сравнению с животными с моделиро-
ванной ишемией.

Снижение САД, ДАД, ЧСС свидетель-
ствует об уменьшении АД, подъём кото-
рого всегда сопровождает развитие со-
судистых катастроф, таких как ишемия 
головного мозга. Снижение ИР и СДД 
отражают восстановление энергетическо-
го потенциала организма, уменьшение по-
требления кислорода сердечной мышцей 
и усиление функции сердечно-сосудистой 
системы. Снижение ИР на фоне измене-
ния ВИК и КЭК может свидетельствовать 
о нормализации не только обменных про-
цессов в кардиомиоцитах, но и иннерва-
ции сердечной мышцы, что может прояв-
ляться в нормализации её проводимости 
и, как следствие, увеличении сердечного 
выброса и снижении ЧСС. 

Таким образом, превентивное КВЧ-
воздействие нивелировало действие ише-
мии, что отражалось в снижении всех по-
казателей ССС. 

В пользу этого свидетельствуют и резуль-
таты сравнительного анализа показателей 
у животных в группе ЛО и КВЧ. Так, ана-
лиз показал отсутствие статистической зна-
чимости различий показателей САД, ДАД 
и ЧСС на протяжении как моделирования 
ишемии-реперфузии, так и в постишеми-
ческом периоде. При этом, на 2-е сут про-
исходит снижение ПД на 29,1% (р<0,05) 
по сравнению с ЛО, что свидетельствует 

об увеличении эластических свойств ма-
гистральных артерий (прежде всего, корня 
и восходящего отдела аорты) и улучшении 
функции эндотелия [6], а также снижение 
КЭК (на 2-е сут на 26,1%, р<0,05) и ИР 
(на 7-е сут, 15,1%, р<0,05), что отражает 
снижение энергетических затрат и потре-
бления кислорода миокардом, т. е. раз-
вивается адаптивная реакция, ведущая 
к повышению устойчивости к гипоксии 
и стабилизации уровня энергообеспечения 
при ишемических повреждениях [3]. 

В целом, уровни ПД, КЭК и ИР указыва-
ют на высокие функциональные возможно-
сти сердечно-сосудистой системы живот-
ных группы КВЧ не только по сравнению 
с животными, подвергнутыми ишемии-
реперфузии, но и ложнооперированными, 
без ишемии. Возможно, это обусловлено 
нормализацией регуляторных систем, 
под контролем которых находится ССС, 
таких как гуморальная регуляция и цент-
ральная и вегетативная нервная система, 
и, соответственно, развитием неспецифи-
ческой резистентности, которая лимитиру-
ет развитие стресс-реакции на ишемиче-
ское повреждение. Действительно, наши 
предыдущие исследования показали [9], 
что при действии ЭМИ КВЧ на интактных 
животных, а также крыс, подвергнутых 
действию стресса «иммунной» и «не им-
мунной» природы, выявлены существен-
ные изменения, происходящие во всех зве-
ньях нейроиммуноэндокринной системы. 
Эти изменения способствуют подавлению 
чрезмерной активности симпато-адрена-
ловой системы, одного из важнейших зве-
ньев стресс-реализующей системы и ак-
тивизации стресс-лимитирующих систем, 
увеличению иммунореактивности, неспеци-
фической резистентности, антиоксидантных 
свойств организма, возникновению Р-эффекта 
нейтрофилов и лимфоцитов, нормализации 
системы гемостаза, коррекции поведенче-
ских нарушений и десинхронозов, увеличе-



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

104 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 94–106 

нию функциональной асимметрии нервной, 
иммунной и эндокринной систем. 

Полученные результаты убедительно 
свидетельствуют о развитии в организме 
животных под влиянием КВЧ-излучения 
устойчивой, обладающей защитными эф-
фектами к последующим повреждающим 
стресс-факторам адаптации. Явление защит-
ных эффектов перекрёстной адаптации к ЭМИ 
КВЧ открывает перспективу применения это-
го физического фактора при лечении ишемии 
у человека и возможность практического ис-
пользования низкоинтенсивного ЭМИ КВЧ 
в качестве способа повышения естественной 
(физиологической) резистентности организма 
к воздействию ишемии, представляющего со-
бой профилактический подход к защите паци-
ента при заболеваниях сердечно-сосудистой 
системы, например, при ишемических пора-
жениях головного мозга.

Выводы
1.  При моделировании ишемии-репер-

фузии головного мозга наблюдалось на-
пряжение физиологических резервов сер-
дечно-сосудистой системы и организма 
в целом: повышение системного артериаль-
ного давления, частоты сердечных сокра-
щений, увеличение симпатических влияний 
на сердечно-сосудистую систему, увеличение 
энергетических затрат и потребления кисло-
рода кардиомиоцитами. Восстановление по-
казателей ССС до уровня ЛО происходило 
к 3-м сут постишемического периода.

2.  Превентивное 10-кратное КВЧ-воздей-
ствие нивелировало действие ишемии, 
что отражалось в модификации всех по-
казателей сердечно-сосудистой системы, 
увеличении адаптационных резервов орга-
низма и ускорении восстановления в пости-
шемическом периоде. 
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При прогрессирующем развитии сахарного диабета 2-го типа (СД2) у мышей db/db выявлено три 
стадии нарушения метаболизма углеводов и окислительно-восстановительных процессов (ОВП). 
Установлено, что уже в I стадии у мышей db/db снижалось содержание эритроцитов, гемоглобина 
и лейкоцитов. Во II и особенно в III стадиях происходило повышение тромбоцитов, %-содержания 
нейтрофилов, моноцитов, эозинофилов и снижение лимфоцитов. В костном мозге у мышей db/db 
уже в I, но особенно в III стадии определялось снижение доли живых и повышение количества по-
вреждённых клеток, преимущественно за счёт апонекротических клеток. Таким образом, по мере 
прогрессирования СД2 и выраженного снижения эффективности ОВП, особенно на III стадии, в ор-
ганизме тормозятся процессы кроветворения и усиливаются нарушения в соотношении клеточных 
популяций нейтрофилы/лимфоциты, что свидетельствует о развитии тяжёлой гипоксии, активации 
системной воспалительной реакции и торможении репаративных процессов, создающих условия 
для развития опасных осложнений.
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CHANGES IN TISSUE OXIDATIVE METABOLISM PREDICT  
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AND BONE MARROW CELLS IN A MOUSE MODEL  
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The progressive development of diabetes mellitus (DM2) in db/db mice is associated with three stages 
of impaired carbohydrate metabolism and redox processes. In db/db mice, the content of erythrocytes, 
hemoglobin, and leukocytes was found to decrease already in stage I of DM2. In the II and, in particular, 
III  stages, an increase in platelets, percentage of neutrophils, monocytes, and eosinophils was observed, 
along with a decrease in lymphocytes. In the bone marrow of db/db mice, a decrease in the proportion 
of living cells and an increase in the number of damaged cells were determined already in stage I, but 
especially in stage III, mainly due to aponecrotic cells. Therefore, along with the progression of DM2 
and a marked decrease in the effectiveness of redox processes, particularly in stage III, hematopoiesis 
processes are inhibited and disturbances in the ratio of neutrophil/lymphocyte cell populations increase. 
This indicates the development of severe hypoxia, activation of a systemic inflammatory reaction, and in-
hibition of reparative processes that create conditions for the development of dangerous complications.
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Введение
Сахарный диабет 2-го типа (СД2) пред-

ставляет собой хроническое мультифак-
торное заболевание, ранним клиническим 
проявлением которого является посте-
пенно прогрессирующая гипергликемия. 
Проблема взаимовлияния при СД2 гипер-

гликемии, окислительного метаболизма 
в тканях и состояния клеток крови и кост-
ного мозга (КМ) остаётся недостаточно из-
ученной.

Цель работы — изучить влияние про-
грессирующих нарушений углеводного 



109БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 107–112

Степанова О.И., Клёсов Р.А., Семёнов Х.Х., Алчинова И.Б., Черепов А.Б.,  
Метёлкин А.А., Карганов М.Ю., Никольская А.О., Онищенко Н.А., Басок Ю.Б.  

«Динамика изменения окислительного метаболизма в тканях прогнозирует тяжесть нарушения  
в системе клеток крови и клеток костного мозга у мышей с моделью сахарного диабета 2-го типа»

и окислительного метаболизма в тканях 
на динамику изменения состояния клеток 
крови и КМ у мышей с СД2. 

Материалы и методы
Динамику нарушений метаболизма в тка-

нях организма и состояния клеток крови 
и КМ при СД2 изучали на гомозиготных 
мышах C57BL/KsJYLeprdb/+(B/Ks-Leprdb/+) – 
(db/db) (n=40). Контролем служили фено-
типически здоровые гетерозиготные мыши 
той же линии (B/Ks-Leprdb/+) – (db/+m) 
(n=16). В динамике измеряли содержа-
ние глюкозы в крови, гликозилированно-
го гемоглобина (НbA1c%) в эритроцитах 
и массу тела, а также проводилась оценка 
состояния окислительно-восстановитель-
ных процессов (ОВП) в тканях организма, 
неинвазивно с помощью аппарата ЛАЗМА-
СТ (Россия), который измеряет микроцир-
куляцию крови и лимфы в тканях хвоста, 
определяли уровень активности митохон-
дриальных коферментов — НАДН, ФАД 
и показатель окислительного метаболизма 
(ПОМ) [1]. Для исследования клеток крови 
забирали её в пробирки с КЗЭДТА, а оцен-
ку гематологических показателей прово-
дили на автоматическом гематологическом 
анализаторе DYMIND VET DF50 (Китай). 
Данные представляли как средний резуль-
тат из трёх промеров. 

Клетки костного мозга (ККМ) выделяли 
у мышей с использованием стандартного 
протокола [2]. Для оценки выраженности 
апоптоза ККМ использовали детекцию 
фосфатидилсерина на внешней мембране 
клеток с помощью меченого аннексина V. 
Количество аннексин-положительных кле-
ток оценивали по стандартному протоколу 
с последующей проточной цитометрией [3]. 
Для определения целостности клеточной 
мембраны использовали йодистый пропи-
дий. Образцы анализировали на проточ-
ном цитометре BD FACSCalibur («Becton 
Dickson», США), для каждого образца на-
капливалось от 15 000 до 25 000 событий. 

Анализ результатов проводили с учётом 
рекомендаций, изложенных в работе [3], 
но не без установки таргетного гейта.

Результаты и их обсуждение
Измерение показателей — глюкозы 

и HbA1c — выявило, что нарушение угле-
водного обмена прогрессирует и отлича-
ется от показателей контрольной группы 
(db/+m). Сравнение возрастных измене-
ний выявило, что у мышей db/db быстро 
развивалось ожирение, типичное при СД2. 
Однако начиная с 5–6 до 8 мес. у мышей 
db/db развивалась быстрая потеря веса, 
при этом уровень глюкозы и HbA1c в кро-
ви продолжал увеличиваться. У мышей  
db/db наблюдались клинические признаки, 
такие как полидипсия, полифагия и поли-
урия, которые были выраженными со 2-го 
мес. после рождения. При динамическом 
измерении микроциркуляторно-тканевых 
показателей, характеризующих состояние 
ОВП, у мышей db/db и мышей db/+m было 
установлено, что на сроке жизни 1,5 мес. 
амплитуды концентрации коферментов 
НАДН, ФАД и ПОМ выявленные различия 
показателей состояния ОВП при сравнении 
с контролями были недостоверны. Эта I 
стадия развития СД2 была названа перио-
дом адаптации.

Формирование у мышей db/db первых кли-
нических признаков дезадаптации обнару-
живается в возрасте 2,0–2,5 мес., когда кон-
статируется значительное повышение веса, 
уровня гликемии (до 18,70±3,83 ммоль/л) 
и появление полиурии. На этом сроке пока-
затели микроциркуляции снижаются, а ам-
плитуды коферментов достоверно повыша-
ются (НАДН=1,16±0,47; ФАД=1,51±0,44) 
и достоверно понижается ПОМ (6,26±2,36), 
что указывает на снижение ОВП в организме 
и развитие тканевой гипоксии. С возрастом 
у животных до 4,5 мес. продолжает повы-
шаться уровень глюкозы в крови и HbA1c 
(глюкозотоксичность), нарастают полиурия 
и полифагия, прогрессирует тяжесть нару-
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шения физиологических функций и ОВП 
в организме, но ещё не проявляются ослож-
нения. Эта II стадия была названа стадией 
прогрессирующей дезадаптации. В возра-
сте 5,0–6,5–8 мес. у мышей db/db гипер-
гликемия достигает 27,40±2,09 ммоль/л 
(норма — 5,70±0,65 ммоль/л; р<0,05), 
HbA1c — 8,9±1,25% (норма — 3,9±0,57%; 
р<0,05); отмечаются высокие уровни 
коферментов: НАДН=1,42±0,75 (нор-
ма — 0,65±0,01; р<0,05), ФАД=1,51±0,33 
(норма — 0,97±0,02; р<0,05) и крайне 
низкий уровень ПОМ=3,97±1,39 (норма — 
10,91±2,04; р<0,05). На этом же сроке у 30% 
животных в состоянии крайней степени 
тяжести возникала мацерация кожи (в об-
ласти холки), которая становилась обшир-
ной незаживающей раной и оставалась 
у животного вплоть до его гибели. На этом 
сроке аппаратом ЛАЗМА-СТ было выявле-
но появление пиков пигмента липофусцина 
у 40% животных и пиков пигмента порфи-
рина у 5% животных, которые являются 
маркерами развивающейся в организме де-
компенсации, что позволило нам признать 
описанное состояние на сроке с 5,0–6,5 
до 8 мес. III стадией развития СД2 — ста-
дией декомпенсации.

Выявив три стадии метаболических на-
рушений при СД2, приступили к изуче-
нию состояния клеток крови и КМ в эти 
периоды. Получены результаты исследо-
вания состояния эритроцитов и тромбоци-
тов у мышей db/+m (контроль) и у мышей  
db/db на разных стадиях прогрессирования 
СД2. На ранних сроках жизни мышей db/db 
(1,5–2,0 мес. — стадия адаптации) в их кро-
ви отмечается низкое содержание эритро-
цитов и сниженное содержание в эритроци-
тах гемоглобина по сравнению с контролем 
db/+m. Повышение эритроцитов на стадии 
декомпенсации является следствием сгуще-
ния крови на фоне развившейся полиурии. 
На раннем сроке жизни мышей db/db наме-
тилась тенденция к повышению среднего 
объёма эритроцита, ширины распределе-

ния эритроцитов (стандартное отклонение) 
и тромбоцитов, а также к снижению сред-
ней концентрации гемоглобина в эритро-
ците. Эта тенденция сохранялась на этапах 
дезадаптации и декомпенсации, которые 
свидетельствуют о развивающихся струк-
турных изменениях эритроцитов.

При исследовании тромбоцитов выявле-
но резкое увеличение количества этих кле-
ток в крови на этапе декомпенсации ОВП 
и метаболизма у мышей db/db. При иссле-
довании содержания лейкоцитов в крови 
было выявлено более низкое содержание 
общего количества лейкоцитов на ранних 
сроках жизни мышей db/db (1,5–2,0 мес.) 
по сравнению с контролем — 5,22×109/л 
против 9,92×109/л. С возрастом мышей  
db/db снижение содержания клеток белой 
крови прогрессировало, на фоне происхо-
дящего повышения процентного содержа-
ния нейтрофилов, моноцитов и эозинофи-
лов, а также снижения лимфоцитов. Эти 
изменения усиливались при декомпенса-
ции. Повышение содержания тромбоци-
тов, нейтрофилов, моноцитов и эозинофи-
лов на фоне прогрессирующего снижения 
содержания лимфоцитов, и повышение 
отношения процентного содержания ней-
трофилов к лимфоцитам свидетельствуют 
об усиливающейся активации при СД2 сис-
темной воспалительной реакции и торможе-
нии репаративных процессов, создающих 
условия для развития микро- и макрососу-
дистых осложнений.

Выявленные изменения в крови побудили 
нас изучить у мышей db/db состояние КМ, 
осуществляющего процессы кроветворе-
ния в организме. Цитометрическое иссле-
дование состояния ККМ показало картину 
распределения: живых ~66,1% и гибнущих 
ККМ ~33,85% мышей на I стадии СД2, ко-
торая не отличается от контрольных мышей 
db/+m. На II стадии развития СД2 у мышей 
db/db происходит заметное увеличение 
доли клеток меченных аннексином V AF488 

~20,3%, т. е. начинает преобладать апопто-
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тический путь гибели ККМ. Массированная 
гибель ККМ у мышей db/db с СД2 наблю-
дается в III стадии: клеточная гибель скорее 
идёт по апонекротическому пути, т. к. пул 
клеток, окрашенных аннексином V AF488 
и иодидом пропидия, составляет ~44,4% 
от общего количества. При этом пул не-
повреждённых клеток составляет менее 

~30,6%, и пул клеток, которые составля-
ют объёмную некротическую популяцию, 
детектируемую цитометром, — ~17,2%. 
При прогрессировании метаболических 
нарушений и снижении эффективности 
ОВП в костном мозге также неуклонно 
нарастает угнетение процессов кроветво-
рения, постепенно формирующих в орга-
низме различные осложнения и состояние 
необратимости.

Выводы
1. Прогрессирующее развитие СД2 про-

исходит на фоне усиливающейся гликемии, 
увеличения содержания гликозилированно-
го гемоглобина в эритроцитах, повышения 
массы тела на I и II стадии и снижения мас-
сы тела на III стадии. Эти изменения кли-

нических показателей происходят на фоне 
постепенного снижения эффективности по-
казателей ОВП (повышение амплитуд ко-
ферментов НАДН, ФАД и снижение ПОМ), 
особенно выраженном на III стадии.

2. При пилотном исследовании состояния 
клеток крови у мышей с СД2 уже на I стадии 
отмечается снижение содержания эритроци-
тов, гемоглобина и лейкоцитов, которое со-
храняется на II и III стадии. На II и особенно 
на III стадии наступает резкое повышение 
количества тромбоцитов и процентного со-
держания нейтрофилов, моноцитов, эози-
нофилов, снижение лимфоцитов, а также 
повышение отношения нейтрофилы/лимфо-
циты, которое свидетельствуют о развитии 
системной воспалительной реакции.

3. В образцах костного мозга мышей  
db/db на I и II стадии сохраняется тенден-
ция к поддержанию исходных значений 
живых и повреждённых клеток; на III ста-
дии — отмечается снижение живых кле-
ток до 30,6% и повышение повреждённых 
до 69,39%, преимущественно за счёт клеток 
в состоянии апонекроза (44,4%) и некроза 
(17,2%).
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Исследования выполнены на 10 крысах-самцах Wistar. В экспериментах установлены различные 
адаптационные реакции объёмной скорости кровотока в желудке и тощей кишке голодных и сытых 
животных на стресс-воздействие — гипотермию. В период максимального охлаждения тела (ниже 
32°C) у голодных и сытых животных объёмная скорость кровотока в желудке существенно не из-
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Введение
Хорошо известно, что основной функ-

цией системы кровообращения являет-
ся своевременная доставка тканям крови 
в объёме, адекватном их метаболическим 
потребностям. В этом процессе участвуют 
сердце, выполняющее роль насоса (гене-
ратора давления), и огромное количество 
сосудов, по которым непрерывно циркули-
рует кровь. Роль крупных сосудов сводит-
ся к доставке крови органам и её своевре-
менному оттоку. Внутриорганные сосуды 
регулируют скорость кровотока в органе 
и перераспределение крови между участка-
ми с различной интенсивностью обменных 
процессов. 

В некоторых органах существует адапта-
ционный механизм к изменениям кровотока, 
связанный с развитием артериальных кол-
латералей. Так, абсолютная достаточность 
коллатералей может достигаться либо с по-
мощью двойного кровоснабжения (печень 
и лёгкие), либо при параллельно — дуго-
вом типе кровообращения (головной мозг), 
либо, наконец, при обильных коллатералях 
(тонкий кишечник) [3].

Гибернация — искусственно создава-
емая и управляемая гипотермия, явля-
ется способом защиты органов и тканей 
от стремительно развивающейся гипоксии. 
Возможность уменьшить потребление кис-
лорода тканями появляется за счёт того, 
что в организме значительно замедляются 
метаболические процессы. Общая анесте-
зия традиционно связывается с потерей 
нормальных терморегуляторных меха-
низмов. Препараты для анестезии влияют 
на нормальную терморегуляцию путём 
снижения уровня основного метаболизма 
и угнетения гипоталамических регулирую-
щих механизмов [1, 2].

При различных исходных функциональ-
ных состояниях органов желудочно-кишеч-
ного тракта (ЖКТ) изменение кровотока 
в желудке и тонкой кишке в ответ на гипо-
термию может сильно отличаться. Данных 
литературы по этому вопросу недостаточно.

Цель работы — оценить изменения объ-
ёмной скорости кровотока в желудке и тон-
кой кишке методом ультразвуковой флуоме-
трии у голодных и сытых крыс в условиях 
искусственной гипотермии.

Материалы и методы
Исследования выполнены на 10 крысах-

самцах популяции линий Wistar массой 
тела 380–450 г в возрасте 12 мес. Протокол 
исследования был одобрен локальным ко-
митетом по биомедицинской этике НИИ 
СП им. Н.В. Склифосовского ДЗМ. 

Все животные содержались в лабора-
тории в контролируемых условиях окру-
жающей среды при температуре 20–24°C 
и влажности 45–65%, с режимом осве-
щенности с 8.00 до 20.00 ч — свет, с 20.00 
до 8.00 ч — сумеречное освещение. Доступ 
к корму и воде до начала экспериментов 
был свободный.

Исследовано две группы животных. 
В первой группе эксперименты выполняли 
после 18-часовой депривации, у крыс вто-
рой группы (n=5) корм был снят непосред-
ственно перед началом экспериментов.

После введения наркоза крысы помеща-
лись на подогреваемый столик. В качест-
ве наркоза использовалась смесь золетила 
100 с 2% ксилой в соотношении 1:2, доза 
смеси составляла 0,6 мл/кг. Выполняли сре-
динную лапаротомию, выделяли и брали 
на держалки заднюю желудочную артерию 
и одну из ветвей передней брыжеечной  
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артерии, питающую начальный участок то-
щей кишки. 

На первом этапе измеряли фоновую тем-
пературу тела (ректально).

На втором этапе крыс снимали с подогре-
ваемого столика и помещали на лаборатор-
ный стол, создавая таким образом гипотер-
мию. Окончанием второго этапа считалось 
понижение температуры тела ниже 32°С.

На третьем этапе крысу помещали на по-
догреваемый столик. Окончанием третьего 
этапа считалось восстановление темпера-
туры тела до фоновых значений.

На всех этапах эксперимента последо-
вательно устанавливали датчики на выде-
ленные артерии, в них измерялся кровоток 
на протяжении 7–8 мин на каждой артерии. 
Объёмную скорость кровотока измеряли 
с помощью ультразвукового флоуметра 
Transonic T400.

Полученные данные представлялись 
в виде медианы и перцентилей. Для ста-
тистического анализа использовали непа-
раметрические критерии. Статистически 
значимыми считались различия при p<0,05.

Результаты исследований
У крыс первой группы при осмотре ор-

ганов ЖКТ в желудке и двенадцатиперст-
ной кишке было небольшое количество 
жидкого содержимого, петли тощей кишки 
спавшиеся. Фоновая температура тела со-
ставляла 36,6 (35,2; 36,6)°C. Исходные зна-
чения кровотока в кишке были выше, чем 
в желудке и составляли 1,29 (1,21; 1,60) 
и 1,03 (0,91; 1,04) мл/мин соответственно. 
Через 40–90 мин после индукции гипотер-
мии температура тела становилась <32°C. 
Наблюдалась тенденция к снижению уров-
ня кровотока в эти сроки в брыжеечной ар-
терии до 0,72 (0,49; 0,92) мл/мин (p>0,05). 
При этом в желудочной артерии скорость 
кровотока не изменялась и составляла 1,05 
(1,01; 1,06) мл/мин (p>0,05). После переме-
щения животного на подогреваемый сто-
лик наблюдалось постепенное повышение 

температуры тела до исходных значений. 
Время восстановления температуры тела 
составило 110–180 мин. Значения скорости 
кровотока в желудочной и брыжеечной ар-
терии достигали уровня фоновых значений.

У крыс второй группы при осмотре орга-
нов ЖКТ в желудке было плотное содержи-
мое, в двенадцатиперстной кишке  — жид-
кий химус в большом количестве. Петли 
тощей кишки средней наполненности. 
Фоновая температура тела составляла 36,4 
(36,2; 36,9)°C. Исходные значения крово-
тока в желудке были выше, чем в кишке 
и составляли 1,25 (1,13; 1,25) и 1,01 (0,97; 
1,06) мл/мин соответственно. Через 40–
90 мин после индукции гипотермии темпе-
ратура тела снижалась до значений <32°C. 
Наблюдалось значительное повышение 
уровня кровотока в эти сроки в брыжеечной 
артерии до 2,56 (2,48; 2,62) мл/мин (p<0,05) 
по сравнению с исходными значениями. 
При этом в желудочной артерии крово-
ток снизился незначительно — 1,09 (0,95; 
1,14) мл/мин (p>0,05). После перемещения 
животного на подогреваемый столик на-
блюдалось постепенное повышение темпе-
ратуры тела до исходных значений. Время 
восстановления температуры тела состави-
ло около 140 мин. Значения кровотока в же-
лудочной артерии не отличались от фона, 
а в брыжеечной артерии значения крово-
тока были намного выше исходных и со-
ставляли 2,17 (1,10; 3,18) мл/мин (p<0,05). 
Интересно отметить, что в период восста-
новления температуры тела наблюдались 
активные сокращения гладких мышц тощей 
кишки, которые в свою очередь вызывали 
активное перемешивание и постепенное 
перемещение химуса по исследуемой петле 
тощей кишки, что сопровождалось повы-
шением кровотока в брыжеечной артерии. 

Выводы
1. Выявлены различные адаптацион-

ные реакции объёмной скорости крово-
тока в желудке и тощей кишке голодных  
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и сытых животных на стресс-воздейст-
вие — гипотермию.

2. Показатель объёмной скорости кро-
вотока в тощей кишке является очень чув-
ствительным к гипотермии по сравнению 
с желудком. В период максимального охла-

ждения тела (ниже 32°C) у голодных и сы-
тых животных объёмная скорость кровото-
ка в желудке существенно не изменяется. 
В тощей кишке скорость кровотока у голод-
ных животных имеет тенденцию к замедле-
нию, а у сытых — значительно возрастает.
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ПЕРСПЕКТИВНЫЕ ВОПРОСЫ ОЦЕНКИ ФИЗИКО-ХИМИЧЕСКИХ 
ПОКАЗАТЕЛЕЙ КАЧЕСТВА ИММУНОБИОЛОГИЧЕСКИХ 

ЛЕКАРСТВЕННЫХ ПРЕПАРАТОВ В УСЛОВИЯХ 
ФОРМИРОВАНИЯ РЕГУЛЯТОРНОЙ СИСТЕМЫ ЕАЭС

О.Б. Устинникова*, И.М. Щербаченко, О.Н. Колесникова, Д.Д. Макарищева,  
Ю.Е. Исакина, О.Б. Рунова

ФГБУ «Научный центр экспертизы средств медицинского применения» Минздрава России 
127051, Российская Федерация, Москва, Петровский б-р, 8/2

Обзор посвящён рассмотрению проблемных вопросов гармонизации фармакопейных подходов 
к оценке основных физико-химических показателей качества иммунобиологических лекарствен-
ных препаратов в условиях формирования регуляторной системы Евро-Азиатского экономического 
союза и выполнения задач по обеспечению независимости фармацевтического рынка Российской 
Федерации. В качестве основных физико-химических показателей качества, для оценки которых 
пре-дусмотрены отечественные и международные фармакопейные методики, были выбраны наи-
более значимые показатели: «Белок», «Электрофоретическая однородность», «Молекулярные па-
раметры», характеризующие препараты иммуноглобулинов человека, и показатели «Тиомерсал», 
«Фенол», «Алюминий», характеризующие качество вакцин и анатоксинов.
Проблемным аспектом гармонизации вышеуказанных методических подходов к оценке того или 
иного показателя являются исторически сложившиеся различия в требованиях и рекомендациях 
Государственной фармакопеи Российской Федерации и Европейской фармакопеи, признанной в ка-
честве базовой при разработке гармонизированных требований фармакопеи Евро-Азиатского эконо-
мического союза. Данные различия касаются методик, норм по конкретному показателю и подходов 
к их метрологическому обеспечению (использованию соответствующих контрольных/стандартных 
образцов). В ходе исследования был проведён сравнительный анализ данных различий; отмечена 
тенденция перехода большинства производителей на применение методик с использованием вы-
сокотехнологичного лабораторного оборудования, ориентированного на методы высокоэффектив-
ной жидкостной и/или газовой хроматографии, атомно-абсорбционной спектрометрии; приведена 
информация о разработке данных методик и наличии соответствующих стандартных образцов. 
В результате сравнительного анализа сделаны выводы об актуальности разработки и аттестации 
фармакопейных стандартных образцов для гармонизированных методик определения белка, элек-
трофоретической однородности и молекулярных параметров. Показаны подходы к расширению 
области применения имеющихся фармакопейных стандартных образцов с учётом использования 
новых высокотехнологичных методик контроля качества вакцин и анатоксинов по количественному 
содержанию консервантов и адъювантов. Отмечена ориентированность российской лабораторной 
фармацевтической практики на специфику иммунобиологических препаратов и использование фар-
макопейных стандартных образцов, обеспечивающих организацию внутрилабораторного контроля 
качества испытаний и согласованность результатов разных лабораторий.

Ключевые слова: иммунобиологические лекарственные препараты, стандартные образцы, физико-
химические показатели качества 
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ISSUES OF PHYSICOCHEMICAL QUALITY ASSESSMENT  
OF IMMUNOBIOLOGICAL MEDICINAL PRODUCTS  

IN THE CONTEXT OF FORMATION OF A REGULATORY SYSTEM  
IN THE EURASIAN ECONOMIC UNION 

Olga B. Ustinnikova*, Irina M. Shcherbachenko, Oksana N. Kolesnikova,  
Daria D. Makarishcheva, Julia E. Isakina, Olga B. Rounova

Scientific Centre for Expertise Evaluation of Medicinal Products of the Ministry of Health Care of Russia 
127051, Russian Federation, Moscow, Petrovsky Boulevard, 8/2

In this study, we consider problematic issues associated with harmonization of pharmacopoeial approaches 
to the assessment of the main physicochemical indicators of immunobiological medicinal products in the 
context of formation of a regulatory system of the Euro-Asian Economic Union (EAEU) with the pur-
pose of ensuring the independence of the pharmaceutical market of the Russian Federation. Among the 
selected quality indicators of human immunoglobulin preparations, which are used in national and interna-
tional pharmacopoeial standards, were selected the following: “Protein”, “Electrophoretic homogeneity”, 
and “Molecular parameters”. “Thiomersal”, “Phenol”, and “Aluminum” were selected to assess the quality 
of vaccines and anatoxins.
The harmonization of the above methodological approaches to the assessment of a particular indicator 
is hampered by the historically evolved differences in the requirements and recommendations of the State 
Pharmacopoeia of the Russian Federation and the European Pharmacopoeia, recognized as the basis 
for the development of harmonized requirements of the EAEU pharmacopoeia. These differences relate 
to methodologies, standards for a particular indicator, and approaches to their metrological support (use 
of  appropriate reference materials). In the course of the study, a comparative analysis of these differences 
was carried out. The tendency of most manufacturers to switch to the use of high-tech laboratory equip-
ment based on high-performance liquid and/or gas chromatography and atomic absorption spectrometry 
is noted. Information on the development of these methods and the availability of appropriate reference 
materials is provided. The conducted comparative analysis indicates the relevance of the development and 
certification of pharmacopoeial reference materials for harmonized methods of determination of protein, 
electrophoretic homogeneity, and molecular parameters. Approaches to extending the application range 
of available pharmacopoeial reference materials are shown, taking into account the potential of improved 
methods of quality control of vaccines and anatoxins by quantitative content of preservatives and adju-
vants. The Russian laboratory pharmaceutical practice is focused on the specifics of immunobiological 
preparations and the use of pharmacopoeial reference materials that enable intra- and inter-laboratory 
quality testing.
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Введение
Иммунобиологические лекарственные 

препараты — вакцины, анатоксины, анти-
токсические сыворотки, а также препараты 
иммуноглобулинов, полученные из плаз-
мы крови человека, сегодня востребова-
ны на фармацевтическом рынке, несмотря 
на развитие современных технологий полу-
чения терапевтических белков. На протяже-
нии нескольких десятилетий данные препа-
раты являются незаменимыми для лечения 
и профилактики тяжёлых патологических 
состояний, входят в «Перечень жизненно 
необходимых и важнейших лекарствен-
ных препаратов для медицинского приме-
нения» (распоряжение Правительства РФ 
№ 2406-р от 12.10.2019 г.) и формируют 
«Национальный календарь профилактиче-
ских прививок» и «Национальный кален-
дарь профилактических прививок по эпиде-
мическим показаниям» (Приказ Минздрава 
России № 1122н от 06.12.2021 г.). 

Ввод в гражданский оборот иммуноби-
ологических лекарственных препаратов 
(ИЛП) регламентирован постановлени-
ем Правительства РФ «О порядке ввода 
в гражданский оборот лекарственных пре-
паратов для медицинского применения», 
согласно которому предполагается выдача 
заключения о соответствии каждой серии 
или партии ИЛП требованиям, установлен-
ным при его государственной регистрации 
(Постановление № 1510 от 26.11.2019 г.).

Основным источником нормативно-регу-
ляторных требований к качеству ИЛП явля-
ется Государственная фармакопея РФ (ГФ 
РФ), в которой изложены фармакопейные 
статьи, содержащие требования к обяза-

тельной номенклатуре показателей качества 
препаратов, методам их контроля, нормам 
и используемым стандартным образцам. 

Переход к наднациональной регуляторной 
системе ЕАЭС в области обращения лекарст-
венных средств во многом обусловлен поло-
жениями фармакопеи ЕАЭС, которая в части 
требований к ИЛП в настоящее время толь-
ко формируется. В основу формирования 
фармакопеи ЕАЭС заложен принцип гар-
монизации требований стран-членов Союза. 
Согласно решению Коллегии Евразийской 
экономической комиссии «О концепции гар-
монизации фармакопей государств – членов 
Евразийского экономического союза» в каче-
стве базовой признана Европейская фарма-
копея (ЕPh) (Решение № 119 от 22.09.2015 г.). 

Кроме того, согласно Стратегии 
«Фарма-2030», положениям постановления 
Правительства РФ и приказу Минздрава 
России, курс на обеспечение независимости 
фармацевтического рынка РФ в условиях 
санкционной политики диктует необходи-
мость разработки национальных фармако-
пейных стандартных образцов, являющихся 
полноценной заменой используемым ранее 
международным образцам (распоряжение 
Правительства РФ № 1495-р от 07.06.2023 г.; 
Постановление № 440 от 23.03.2022 г.; при-
каз № 202 от 20.03.2020 г.). 

Цель исследования — анализ существу-
ющей системы оценки физико-химических 
показателей качества иммунобиологиче-
ских лекарственных препаратов в условиях 
формирования гармонизированных требо-
ваний фармакопеи ЕАЭС и обеспечения не-
зависимости фармацевтического рынка РФ. 
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Система оценки физико-химических 
показателей качества ИЛП, сформирован-
ная одновременно с введением в практику 
здравоохранения ИЛП, постоянно разви-
вается. Данная система представляет со-
бой комплекс нормативно-регуляторных 
документов, включая, с одной стороны, 
фармакопейные требования, и с другой — 
совокупность методик и соответствующих 
стандартных образцов. 

Номенклатура физико-химических пока-
зателей качества индивидуальна для каж-
дого типа препаратов и регламентирована 
фармакопейными требованиями. При этом 
для ряда основных показателей, играю-
щих ключевую роль в обеспечении без-
опасности и эффективности ИЛП, регла-
ментированы фармакопейные методики, 
изложенные в ГФ РФ в форме общих фар-
макопейных статей и/или в Европейской 
фармакопее в форме монографий.

К числу основных физико-химических 
показателей качества, для оценки которых 
предусмотрены фармакопейные методики, 
относятся: «Белок», «Электрофоретическая 
однородность», «Молекулярные парамет-
ры», «Тиомерсал», «Фенол», «Алюминий».

Проблемным аспектом гармонизации 
методических подходов к оценке того 
или иного показателя являются различия 
в методиках, изложенных в ГФ РФ и ЕPh, 
и в подходах к их метрологическому обес-
печению (использование соответствующих 
контрольных/стандартных образцов).

Препараты иммуноглобулинов человека
Препараты иммуноглобулинов человека 

(ИГЧ), полученные из плазмы крови че-
ловека, незаменимы в терапии первичных 
и вторичных иммунодефицитных состоя-
ний, аутоиммунных заболеваний, а также 
широко используются для профилактики 
и лечения целого ряда вирусных и бактери-
альных инфекций [6, 11, 14, 16–19, 21]. 

Согласно международным и отечествен-
ным фармакопейным требованиям, одни-
ми из обязательных физико-химических 

показателей качества, обеспечивающих 
безопасность и эффективность препаратов 
ИГЧ, являются «Электрофоретическая од-
нородность», «Молекулярные параметры» 
и «Белок». Данные показатели нормируют 
общее содержание целевого белка и его 
состав: допустимое суммарное содержа-
ние нецелевых белков сыворотки крови 
человека — альбумина, α-, β-глобулинов 
и молекулярно-массовое распределе-
ние белков и пептидов, составляющих 
γ-глобулиновую целевую фракцию (ГФ РФ 
XIV ОФС.1.8.1.0003.15, ФС.3.3.2.0007.15, 
ФС.3.3.2.0008.15; EPh 11.6. Monographs 
04/2024:0918, 04/2024:0338, 04/2024:2788).

Нормы содержания белка в препаратах 
ИГЧ, установленные ГФ РФ, могут быть 
различны в зависимости от типа иммуно-
глобулина и в целом охватывают диапазон 
от 4,5 до 16%. Требования ЕPh также нор-
мируют содержание белка в зависимости 
от типа препарата и охватывают диапазон 
от 3 до 22%. 

В соответствии с требованиями ГФ РФ 
определение показателя качества «Белок» 
в препаратах ИГЧ проводят колориме-
трическим методом с биуретовым реакти-
вом в соответствии с ОФС.1.8.2.0010.18 
«Количественное определение белка коло-
риметрическим методом с биуретовым ре-
активом в препаратах крови человека и жи-
вотных». Методика предполагает наличие 
стандартного образца (СО), аттестованная 
характеристика которого представлена 
в виде номинальной величины, позволя-
ющей проводить расчёт количественного 
содержания белка в испытуемом образце 
относительно стандартного. В качестве СО 
большинство отечественных производите-
лей используют фармакопейный стандарт-
ный образец (ФСО) содержания белка в им-
муноглобулине (ФСО.3.1.00340) [6]. 

Согласно требованиям ЕPh, определение 
белка в препаратах ИГЧ рекомендуется 
проводить с помощью минерализации сер-
ной кислотой с последующим расчётом ко-
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личественного содержания белка по содер-
жанию азота (ЕPh 11.6, monograph 2.5.9). 
Большинство зарубежных производителей 
препаратов ИГЧ, зарегистрированных в РФ, 
используют метод Кьельдаля с примене-
нием автоматических анализаторов азота. 
Стандартный образец для расчёта коли-
чественного содержания белка в данных 
методиках не требуется, поскольку расчёт 
ведётся по раствору сульфата (хлорида) ам-
мония, приготовленного по точной навеске 
или количеству титранта. 

При формировании требований фарма-
копеи ЕАЭС к определению белка в пре-
паратах ИГЧ предполагается использова-
ние метода Кьельдаля. При использовании 
данного метода необходимо учитывать 
требования к компетентности испытатель-
ных и калибровочных лабораторий в ча-
сти оценки неопределённости измерений 
(ГОСТ ISO/IEC 17025-2019), а также обес-
печения внутрилабораторного контроля ка-
чества (РМГ 76-2014). Кроме того, для дан-
ного показателя необходимо обеспечить 
согласованность результатов, полученных 
в контрольно-аналитических лабораториях 
производителей и сторонних лабораториях, 
проводящих экспертную оценку или оцен-
ку соответствия качества. В качестве ме-
трологического инструмента, обеспечива-
ющего ВКК и согласованность результатов, 
целесообразно разработать и аттестовать 
ФСО, с присвоением аттестованной харак-
теристики в виде установленного диапазо-
на величин (ФСО правильности). 

В соответствии с ГФ РФ определение по-
казателя «Электрофоретическая однород-
ность» проводят по методике, указанной 
в ОФС.1.8.2.0009.15 «Определение одно-
родности лекарственных препаратов из сы-
воротки крови человека и животных мето-
дом электрофореза на плёнках их ацетата 
целлюлозы». Согласно данной ОФС (общей 
фармакопейной статье), для препаратов 
иммуноглобулинов для внутримышечного 
и внутривенного введения требование к со-

держанию целевого белка составляет не ме-
нее 95% от общего белка. Учёт результатов 
электрофоретического разделения предус-
матривает, что «…идентификацию белко-
вых фракций проводят путём сравнения 
электрофореграммы испытуемых образцов 
с электрофореграммой контрольной сыво-
ротки для контроля качества электрофоре-
тического разделения белковых фракций». 
В качестве контрольной сыворотки ранее 
в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава России 
был аттестован ФСО.3.1.00443, предназна-
ченный для оценки пригодности системы 
при определении электрофоретической 
однородности/подлинности препаратов 
из сыворотки крови человека методом элек-
трофореза на мембранах из ацетата целлю-
лозы с дальнейшим денситометрическим 
определением белковых фракций. В каче-
стве исходного материала для аттестации 
использовали нормальную сыворотку кро-
ви человека для диагностических целей, 
полученную из плазмы человека путём 
центрифугирования с 1% р-ром кальция 
хлорида. Аттестованная характеристика 
составляла: альбумины — 46,58–59,18%; 
α1-глобулин — 3,06–6,08%; α2-глобулин — 
6,44–9,64%; β-глобулин — 10,40–13,84%; 
γ-глобулин — 18,39–26,35%. Аналогичный 
международный (европейский) стандарт-
ный образец отсутствует.

На сегодняшний день большинство оте-
чественных производителей препаратов 
иммуноглобулинов используют оборудо-
вание УЭФ-01-«Астра» и набор реагентов 
«КлиниТест-ЭФ», в состав которого входит 
контрольная сыворотка. Учёт результатов 
при использовании данной контрольной 
сыворотки аналогичен результату, получа-
емому при использовании ФСО.3.1.00443: 
возможность идентификации каждого 
из 5 компонентов сыворотки (альбумина, 
α1-глобулина, α2-глобулина, β-глобулина, 
γ-глобулина) в нормируемом диапазоне со-
гласно сертификату на конкретную серию 
контрольной сыворотки. В связи с этим 
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ФСО.3.1.00443 в настоящее время не про-
ходит переаттестацию и/или аттестацию 
новой серии.

Согласно требованиям EPh, показатель, 
характеризующий чистоту γ-глобулиновой 
фракции от посторонних сывороточных 
белков, носит название «Protein composi-
tion» и определяется методом зонально-
го электрофореза, где в качестве носите-
ля могут быть использованы агарозный 
гель или ацетатцеллюлозные пластины. 
Требования к содержанию примесных бел-
ков следующие: «На электрофореграмме 
испытуемого раствора не более 10% бел-
ков должны иметь подвижность, отличную 
от подвижности основной полосы» (для им-
муноглобулинов для внутримышечного вве-
дения) и «На электрофореграмме испытуе-
мого раствора не более 5% белков должны 
иметь подвижность, отличную от подвиж-
ности основной полосы» (для иммуногло-
булинов для внутривенного введения). 

В качестве контрольного р-ра в моногра-
фии ЕPh, так же как и в ГФ РФ, предпо-
лагается использование сыворотки крови 
человека. При этом требование к контроль-
ной сыворотке иное и состоит в иденти-
фикации полосы альбумина на расстоянии 
не менее 30 мм от линии старта. Кроме 
того, в качестве р-ра сравнения предпола-
гается использование стандартного образца 
иммуноглобулина человека для электрофо-
реза BRP (Human immunoglobulin for elec-
trophoresis, biological reference preparation 
(BRP), H1000000, EDQM) [7]. Выполнение 
требования к стандартному р-ру гаранти-
рует пригодность системы: на электрофо-
реграмме, полученной с использованием 
стандартного р-ра, содержание белка в ос-
новной полосе должно находиться в пре-
делах, указанных в инструкции, прилагае-
мой к стандартному образцу. Аналогичный 
отечественный (фармакопейный) стандарт-
ный образец отсутствует, а вышеуказанный 
стандартный образец BRP не имеет практи-
ки применения в Российской Федерации. 

Методики и нормы, изложенные в ГФ РФ 
и ЕPh, имеют некоторые процедурные от-
личия: в качестве носителя могут быть ис-
пользованы плёнки из ацетата целлюлозы 
(ГФ РФ и ЕPh) или агарозный гель (ЕPh); 
в качестве красителя — Амидо-чёрный 10Б 
(ГФ РФ и ЕPh) или Пунцовый С (ГФ РФ); 
Барбиталовый буферный р-р рН=8,4–8,6 
(ГФ РФ и ЕPh) или Трис-гидрохлоридный 
буферный р-р рН=8,8 (ЕPh).

Детальные расхождения в процедуре 
методики могут быть связаны с конкрет-
ной моделью используемого оборудова-
ния (объём наносимой пробы, расстояние 
от линии старта, условия разделения — 
сила тока, напряжение и т. д.). При этом 
подход к учёту достоверности результатов 
анализа (условия применения контрольных 
и стандартных образцов), как было сказано 
выше, имеет существенные отличия. 

Учитывая вышеизложенное, при форми-
ровании общих требований целесообразно 
излагать основные условия методики, из-
бегая излишней детализации. Что касается 
оценки результатов электрофоретического 
разделения с применением контрольных/
стандартных образцов, гармонизированный 
подход может быть реализован путём воз-
обновления практики использования в ка-
честве контрольной сыворотки новой серии 
ФСО.3.1.00443, а также разработки и атте-
стации ФСО, являющегося полноценной 
заменой образца BRP H1000000 (EDQM) 
для электрофореза. Наличие действующей 
серии ФСО.3.1.00443 позволит стандарти-
зировать условия воспроизведения анализа, 
отвечающие концепции фармакопеи ЕАЭС, 
исключить ориентированность на исполь-
зование конкретного оборудования и набо-
ра реагентов, а наличие ФСО, аналогично-
го образцу BRP, позволит гармонизировать 
условия учёта приемлемости результатов 
испытания с требованиями ЕPh.

Характеристика препаратов ИГЧ по по-
казателю «Молекулярные параметры» не-
обходима для оценки молекулярно-массо-
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вого распределения белков, составляющих 
γ-глобулиновую фракцию. При этом целе-
выми компонентами, обеспечивающими 
эффективность препаратов ИГЧ, являются 
мономер IgG и его димерная форма. Кроме 
мономера и димера, в составе препарата 
могут присутствовать низкомолекуляр-
ные компоненты, являющиеся продуктом 
деструкции молекулы IgG, — фрагменты, 
а также высокомолекулярные компоненты — 
полимеры и агрегаты. Потенциально опас-
ными примесями, наличие которых может 
приводить к нежелательным явлениям, яв-
ляются высокомолекулярные соединения [9].

Нормы по содержанию «мономеров 
и димеров» и «полимеров и агрегатов» 
в ГФ РФ и ЕPh согласованы и составляют 
для иммуноглобулинов для внутримышеч-
ного введения «не менее 85% и не более 
10%», а для иммуноглобулинов для внутри-
венного введения — «не менее 90% и не бо-
лее 3%» соответственно. 

Молекулярные параметры препаратов 
ИГЧ начали определять в 1970-х гг. [15]. 
Для оценки данного показателя использова-
ли метод гель-фильтрации низкого давления, 
основанный на разделении ИГЧ на фракции 
в зависимости от размера и молекулярной 
массы белковых компонентов, входящих 
в его состав. Оценку пригодности хро-
матографической системы, а также иден-
тификацию хроматографических пиков, 
полученных для мономеров, димеров, поли-
меров, агрегатов и фрагментов испытуемого 
образца, проводили с использованием бел-
ков-маркеров молекулярных масс, а также 
отраслевого стандартного образца (ОСО) 
иммуноглобулина для калибровки хромато-
графической колонки (42-28-301-98). 

В настоящее время все отечественные 
и зарубежные производители препаратов 
ИГЧ для оценки молекулярных параметров 
используют метод эксклюзионной высоко-
эффективной жидкостной хроматографии 
(ВЭЖХ) [10]. Испытания проводят соглас-
но ГФ РФ ОФС.1.8.2.0006.15 «Определение 

молекулярных параметров иммуноглобу-
линов методом ВЭЖХ». Данная ОФС со-
держит общие рекомендации к воспроиз-
ведению методики эксклюзионной ВЭЖХ, 
которые предусматривают описание хро-
матографических условий, приготовле-
ние подвижной фазы, пробоподготовку 
испытуемого образца, а также содержат 
указание на необходимость использования 
маркеров молекулярных масс в диапазо-
не от 10 до 600 кДа для калибровки хро-
матографической колонки и стандартного 
образца для подтверждения пригодности 
хроматографической системы.

В ЕPh отсутствует отдельная моногра-
фия, посвящённая методике определения 
молекулярных параметров препаратов ИГЧ, 
однако в монографиях ЕPh 04/2024:0918; 
04/2024:0338; 04/2024:2788 приведены ус-
ловия хроматографического разделения (ха-
рактеристика сорбента и размеры колонки; 
состав и скорость потока подвижной фазы; 
длина волны УФ-детектора), диапазон кон-
центраций испытуемого и стандартного 
образцов, способ учёта и интерпретации 
полученных результатов, а также требова-
ния нормы по количественной оценке мо-
лекулярных параметров. 

Несмотря на достаточно подробные реко-
мендации по определению молекулярных 
параметров ИГЧ, приведённые в ЕPh, нор-
мативная документация производителей 
зачастую предусматривает различные ва-
рианты методики, отличающиеся выбором 
типа хроматографических колонок, состава 
и скорости подвижной фазы; способа рас-
чёта результата испытаний.

На сегодняшний день стандартный обра-
зец BRP (Human immunoglobulin (molecular 
size) BRP, кат. № Y0000488), включённый 
практически во все зарубежные и отечест-
венные нормативные документы, является 
единственным СО для определения молеку-
лярных параметров иммуноглобулинов [8, 
20]. С целью обеспечения независимости 
национального фармацевтического рынка 
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препаратов ИГЧ очевидна необходимость 
разработки и аттестации фармакопейного 
стандартного образца, являющегося полно-
ценной заменой BRP Y0000488 (EDQM). 

Вакцины, анатоксины, антитоксиче-
ские сыворотки

Основными физико-химическими показа-
телями качества вакцин, анатоксинов и ан-
титоксических сывороток, потенциально 
влияющими на безопасность и эффектив-
ность данных групп препаратов, является 
количественное определение консерван-
тов (тиомерсал, фенол, 2-феноксиэтанол) 
и адъювантов (гель гидроксида алюминия, 
фосфата алюминия). Содержание данных 
веществ в составе ИЛП нормируется в за-
висимости от типа препарата. Их опреде-
ление регламентировано фармакопейны-
ми методиками, включёнными в ГФ РФ 
и ЕPh. Следует отметить, что в последние 
годы существенно возросла востребо-
ванность в высокотехнологичном обо-
рудовании при контроле качества ИЛП, 
что привело к отказу ряда производителей 
от фармакопейных методик, основанных 
на традиционном количественном спект-
рофотометрическом, колориметрическом 
и титриметрическом химическом анали-
зе в пользу более современных методов 
ВЭЖХ, газовой хроматографии и атомно-
абсорбционной спектроскопии.

Тиомерсал входит в состав ряда вак-
цин (АКДС, АДС, АС, АД, АКДС-геп 
В-вакцины, против гриппа) и анатокси-
нов. Содержание тиомерсала ограничено 
общим диапазоном от 30 до 120 мкг/мл, 
при этом конкретные нормы индивидуаль-
ны для каждого типа препарата [12, 13]. 
Количественное определение тиомерса-
ла обязательно для каждой серии гото-
вого препарата и обеспечено фармако-
пейной методикой, изложенной в ГФ РФ 
ОФС.1.7.2.0025.18 «Количественное опре-
деление тиомерсала в биологических ле-
карственных препаратах». До недавнего 
времени в данной ОФС были изложены 

два метода: колориметрический, основан-
ный на выделении ионов ртути и образо-
вания окрашенного комплекса с дитизоном, 
и полярографический метод. Фактически 
использовался только колориметрический 
метод, обеспеченный стандартными образ-
цами для подтверждения правильности оп-
ределения: ФСО 3.1.00427, предназначен-
ный для препаратов с высоким содержанием 
тиомерсала от 80 до 120 мкг/мл, и ФСО 
3.1.00471, предназначенный для препа-
ратов с низким содержанием тиомерсала 
от 30 до 80 мкг/мл [5]. 

В 2018 г. в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России была завершена разработка и вали-
дация методики определения тиомерсала 
в сорбированных и несорбированных ИЛП 
на основе метода атомно-абсорбционной 
спектрометрии холодного пара (ААС-ХП) 
[2]. Данная методика была включена в ГФ 
РФ ОФС.1.7.2.0025.18. При этом задача 
метрологического обеспечения данной 
методики стандартным образцом правиль-
ности была решена путём сопоставления 
результатов определения ионов ртути, по-
лученных колориметрической методикой 
и методикой ААС-ХП. Сопоставление 
осуществляли с использованием однофак-
торного дисперсионного анализа с вычи-
слением критерия Фишера. Данный под-
ход позволил сделать вывод об отсутствии 
статистически значимых различий между 
выборками и возможности рассмотрения 
значений, полученных колориметрической 
методикой и методикой ААС-ХП, как одной 
совокупности результатов (подтверждение 
нулевой гипотезы). Это позволило расши-
рить область применения указанных выше 
ФСО, аттестованных колориметрической 
методикой, на методику ААС-ХП без изме-
нения аттестованной характеристики [3]. 

В ЕPh отдельная монография для коли-
чественной оценки тиомерсала в ИЛП от-
сутствует и стандартные образцы не пред-
усмотрены, а метод ААС-ХП рекомендован 
для препаратов растительного происхож-



125БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 117–128

Устинникова О.Б., Щербаченко И.М., Колесникова О.Н., Макарищева Д.Д., Исакина Ю.Е., Рунова О.Б. 
«Перспективные вопросы оценки физико-химических показателей качества иммунобиологических  

лекарственных препаратов в условиях формирования регуляторной системы ЕАЭС»

дения (остаточные количества, следы), 
без описания конкретной методики (ЕPh 
11.6, monograph 07/2014:20427). 

Постепенный отказ от использования 
в качестве консервантов ртутьсодержащих 
соединений привёл к появлению группы 
препаратов, имеющих фенол (или про-
изводные фенола — 2-феноксиэтанол) 
в качестве консерванта: аллергены, поли-
сахаридные вакцины. Содержание фено-
ла ограничено общим диапазоном от 1,5 
до 4,0 мг/мл, при этом конкретные нормы, 
так же, как и для тиомерсала, индивидуаль-
ны для каждого типа препарата.

В соответствии с ГФ РФ определение 
показателя «Фенол» проводят соглас-
но «ОФС.1.7.2.0028.18 «Количественное 
определение фенола в биологических ле-
карственных препаратах». До недавнего 
времени в данной ОФС была изложена 
спектрофотометрическая методика опре-
деления, основанная на прямом измерении 
разницы поглощения фенола и окрашен-
ных примесей. Исходно методика была 
ориентирована на препараты аллергенов 
и позднее верифицирована для ряда отече-
ственных полисахаридных вакцин (SU, па-
тент 989410, 1983).

В 2018 г. в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России была завершена разработка и ва-
лидация методики количественного опре-
деления фенола в ИЛП на основе метода 
газовой хроматографии (Патент № 2693518 
от 03.07.2019 г.). 

В ЕPh описана колориметрическая мето-
дика определения фенола в ИЛП, в осно-
ве которой лежит цветная реакция фенола 
с аминопиразолом (4-аминоантипирин) 
в присутствии ферроцианида калия (ЕPh 
11.6, monograph 01/2008:20515). Данную 
методику или её модификацию использу-
ют некоторые зарубежные производители. 
Стандартные образцы не предусмотрены.

В 2021 г. в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России были аттестованы ФСО для под-
тверждения правильности определения фе-

нола — ФСО 3.1.00449 содержания фенола 
(спектрофотометрический метод) и ФСО 
3.1.00451 содержания фенола (метод газо-
жидкостной хроматографии), — имеющие 
различный аттестованный диапазон, по-
скольку однофакторный дисперсионный 
анализ по критерию Фишера позволил вы-
явить статистически значимые различия 
прецизионности (воспроизводимости) этих 
двух методических подходов при сохране-
нии правильности определения [4, 5]. 

Соединения на основе алюминия (гель 
гидроксида алюминия, фосфат алюминия) 
входят в состав многих ИЛП, включая вак-
цины календаря прививок, ветеринарные 
вакцины и анатоксины. Эти соединения 
остаются наиболее популярными адъю-
вантами, несмотря на разработку новых 
веществ [1]. Содержание адъюванта ин-
дивидуально для каждого типа препарата 
и ограничено общим диапазоном от 0,2 
до 1,8 мг/мл. Количественный анализ пред-
полагает определение ионов алюминия 
в каждой серии готового препарата с после-
дующим пересчётом на конечное соединение. 

В ГФ РФ для ИЛП предусмотрена фар-
макопейная методика комплексонометри-
ческого титрования, изложенная в виде 
ОФС.1.7.2.0016.15 «Определение ионов 
алюминия в сорбированных биологиче-
ских лекарственных препаратах», обеспе-
ченная стандартными образцами для под-
тверждения правильности определения: 
ФСО 3.1.00470, предназначенный для пре-
паратов с содержанием алюминия от 0,2 
до 0,7 мг/мл; ФСО 3.1.00333, предназначен-
ный для препаратов с содержанием алюми-
ния от 0,8 до 1,3 мг/мл; и ФСО 3.1.00423, 
предназначенный для препаратов с содер-
жанием алюминия от 1,4 до 1,8 мг/мл [9]. 

Согласно ЕPh для количественной оцен-
ки алюминия в ИЛП также используется 
методика комплексонометрического ти-
трования, изложенная в виде монографии 
«Aluminium in absorbed vaccines» (ЕPh 11.6, 
monograph 01/2008:20513). Данная мето-
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дика содержит несущественные отличия 
от методики ГФ РФ в части концентраций 
реагентов и их соотношения в реакцион-
ной смеси, стандартные образцы не пред-
усмотрены.

В 2022 г. в ФГБУ «НЦЭСМП» Минздрава 
России была разработана и валидирова-
на методика количественного определения 
ионов алюминия в сорбированных пре-
паратах методом атомно-абсорбционной 
спектрометрии с электротермической ато-
мизацией (ААС-ЭТ) (патент № 2799235 
от 04.07.2023 г.). Так же, как и для тиомер-
сала, оценка сопоставимости результатов, 
полученных фармакопейной методикой ком-
плексонометрического титрования и методи-
кой ААС-ЭТ, на основании данных однофак-
торного дисперсионного анализа, показала 
отсутствие статистически значимых разли-
чий и подтвердила возможность расширения 
области применения имеющихся ФСО. 

Заключение
Анализ отечественной и международной 

практики лабораторной фармацевтиче-

ской экспертизы ИЛП по физико-химиче-
ским показателям позволяет утверждать, 
что практика, сложившаяся в Российской 
Федерации, ориентирована на специфику 
иммунобиологических препаратов и осно-
вана на использовании фармакопейных 
стандартных образцов, обеспечивающих 
организацию внутрилабораторного конт-
роля качества испытаний и согласован-
ность результатов разных лабораторий. 

С целью гармонизации методических 
подходов оценки основных физико-хи-
мических показателей качества, а также 
обеспечения независимости отечественной 
фармацевтической лабораторной эксперти-
зы препаратов ИГЧ целесообразно разра-
ботать и аттестовать фармакопейные стан-
дартные образцы для методик определения 
белка, электрофоретической однородности 
и молекулярных параметров. При формиро-
вании фармакопейных гармонизированных 
требований ЕАЭС по оценке консервантов 
(тиомерсал, фенол) и адъювантов на основе 
алюминия в ИЛП целесообразно учитывать 
опыт Российской Федерации. 
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В данном исследовании изучалось влияние экстрактов пептидной природы из эпифиза-гипофиза 
северного оленя (Rangifer tarandus) и дельта-сон индуцирующего пептида, имитируя модифици-
рованное высвобождение, на физическую работоспособность самцов крыс в условиях светового 
десинхроноза. Все тестируемые средства позитивно влияли на физическую работоспособность 
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курсового интраназального введения (сформированный световой десинхроноз), что свидетельству-
ет об их пролонгированном действии. Такой способ фармакологической настройки циркадианных 
осцилляторов организма средствами пептидной природы с модифицированным высвобождением 
может быть использован для разработки схемы коррекции светового десинхроноза.
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This study examined the effect of peptide extracts from the epiphysis-pituitary gland of reindeer (Ran-
gifer tarandus) and delta-sleep-inducing peptide, simulating modified release, on the physical performance 
of male rats under conditions of light desynchronosis. All tested agents had a positive effect on the physical 
performance of male rats, increasing the duration of the first and second swim, depending on the ligh-
ting regime and the degree of desynchronization. In addition, the effectiveness of the tested agents was 
also noted after a course of intranasal administration (formed light desynchronosis), which indicates their 
prolonged action. This method of pharmacological tuning of the body’s circadian oscillators by agents 
of a peptide nature with a modified release can be used to develop a scheme for correcting light desyn-
chronosis.
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Введение
Различные организмы, включая млеко-

питающих, разработали 24-часовой авто-
номный механизм хронометража, известный 
как циркадные часы (биологические часы), 
который позволяет предвидеть, реагировать 
и адаптироваться к воздействиям окружа-
ющей среды, таким как ежедневные циклы 
для и ночи. Правильное функционирование 
часов играет ключевую роль во временной ор-
ганизации широкого спектра клеточных, фи-
зиологических и поведенческих процессов [9].

За прошедшее столетие границы меж-
ду днём и ночью были размыты из-за ши-
рокого распространения электрических 
осветительных приборов в ночное время. 
Нарушение внутренних суточных ритмов 

стало довольно распространённым явле-
нием во всех развитых странах. Для людей 
и животных последствия хронического 
нарушения темпорального баланса из-за 
воздействия ночного света становятся всё 
более очевидными. Таким образом, свет 
ночью может нарушать временную адап-
тацию. Биологические функции точно 
рассчитаны по времени для оптимального 
функционирования: некоторые процес-
сы происходят ночью, а другие — днём. 
Для некоторых животных временная орга-
низация имеет решающее значение для оп-
тимальной физической формы и выжива-
ния. Для человека временная организация 
физиологии не менее важна для здоровья 
и хорошего самочувствия [8].
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Нарушение режима сна и бодрствования 
(сменный график, смена часовых поясов) 
вызывает бессонницу, переутомление, днев-
ную усталость, снижение работоспособно-
сти, повышенную вероятность несчастных 
случаев, общее недомогание и низкое ка-
чество жизни. Имеющиеся препараты вы-
бора: мелатонин — снижает субъективные 
оценки смены часовых поясов, но эффек-
тивность его до конца не изучена и не ясна; 
снотворные средства — могут уменьшить 
последствия смены часовых поясов, но свя-
заны с различными побочными эффектами, 
включая головную боль, головокружение, 
тошноту, спутанность сознания и амнезию, 
которые могут перевесить любые краткос-
рочные преимущества [5–7].

Исходя из того, что препараты выбора 
при коррекции светового десинхроноза за-
висят от многих факторов, в т. ч. от време-
ни введения, нами была разработана техно-
логия, которая позволяет последовательно 
высвобождать разные субстанции в различ-
ные временные промежутки для восстанов-
ления синхронности естественных суточ-
ных ритмов [3, 4].

Целью данного исследования явилось 
изучение влияния экстрактов пептидной 
природы (ЭПП) из эпифиза-гипофиза се-
верного оленя (Rangifer tarandus) и дельта-
сон индуцирующего пептида (ДСИП), ими-
тируя модифицированное высвобождение 
препаратов, на физическую работоспособ-
ность (выносливость) самцов крыс по вы-
полнению ими плавания до полного отказа 
(методика «принудительного плавания») 
в условиях светового десинхроноза.

Результаты и их обсуждение
В условиях обычного освещения стати-

стически значимые изменения физической 
работоспособности при использовании 
ЭПП в двух дозах и ДСИП при курсовом 
введении отсутствовали по сравнению 
с контрольной группой.

В группе «Постоянное освещение» 
через 14 дней курсового введения в усло-
виях светового десинхроноза в подгруппе 
животных, получавших 1-ю дозу ЭПП, на-
блюдалось статистически значимое увели-
чение работоспособности в тесте 1 на 23%, 
в тесте 2 — на 31%. Вторая доза ЭПП ста-
тистически значимо увеличивала у крыс 
физическую работоспособность в тесте 2 
на 24% по сравнению с контрольной груп-
пой; в подгруппе ДСИП статистически зна-
чимые изменения физической работоспо-
собности отсутствовали.

В группе «Постоянная темнота» 
через 14 дней курсового введения в усло-
виях светового десинхроноза в подгруппе 
животных, получавших 1-ю дозу ЭПП, ста-
тистически значимые изменения физиче-
ской работоспособности не наблюдались. 
Вторая доза ЭПП статистически значимо 
увеличивала у крыс физическую работо-
способность в тесте 2 на 26%, в подгруппе 
ДСИП — на 32%, по сравнению с контроль-
ной группой.

В условиях обычного освещения 
через 14 дней после прекращения введе-
ния исследуемых препаратов у животных, 
получавших 1-ю дозу ЭПП, статистически 
значимые изменения физической работо-
способности отсутствовали. Вторая доза 
ЭПП статистически значимо увеличива-
ла у крыс физическую работоспособность 
в тесте 2 на 20%, а ДСИП в тесте 2 — на 36% 
по сравнению с контрольной группой.

В группе «Постоянное освещение» 
через 14 дней после окончания курсового 
введения в условиях светового десинхроно-
за в подгруппе животных, получавших 1-ю 
и 2-ю дозу ЭПП, статистически значимые 
изменения физической работоспособности 
не наблюдались. В подгруппе ДСИП на-
блюдалось статистически значимое увели-
чение работоспособности в тесте 2 на 21% 
по сравнению с контрольной группой.

В группе «Постоянная темнота» 
через 14 дней после окончания курсового 
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введения в условиях светового десинхроно-
за в подгруппе животных, получавших 1-ю 
дозу ЭПП, у крыс статистически значимо 
увеличивалась физическая работоспособ-
ность в тесте 2 на 18%. Вторая доза ЭПП 
статистически значимо увеличивала у крыс 
физическую работоспособность в тесте 
2 на 29%; в подгруппе ДСИП в тесте 1 — 
на 47%, а в тесте 2 — на 30% по сравнению 
с контрольной группой.

Значительное увеличение физической ра-
ботоспособности, выявленное в результате 
экспериментального исследования, может 
быть связано антиоксидантными эффекта-
ми исследуемых препаратов, описанными 
в ранее проведённых исследованиях [1, 2].

Выводы
1. Через 14 дней курсового интраназаль-

ного введения при разных условиях све-
тового режима все тестируемые средства 
позитивно влияли на физическую работо-
способность самцов крыс, увеличивая дли-
тельность первого плавания по сравнению 
с контролем в среднем на 20–30%. Более 
эффективной на первом этапе экспери-
мента оказалась 1-я доза ЭПП в режиме 
«Постоянное освещение», статистически 

достоверно увеличивая физическую рабо-
тоспособность самцов крыс на 23%. Также 
1-я и 2-я доза статистически значимо уве-
личивали длительность второго плавания 
в режиме «Постоянное освещение» по срав-
нению с контролем на 24–31%, а в режиме 
«постоянная темнота» 2-я доза — на 26%, 
ДСИП — на 32%.

2. Через 14 дней после окончания курсового 
интраназального введения при разных усло-
виях светового режима все тестируемые сред-
ства также позитивно влияли на физическую 
работоспособность самцов крыс, увеличивая 
длительность первого плавания по сравне-
нию с контролем в среднем на 20–50%. Более 
эффективным на первом этапе эксперимента 
оказался ДСИП в режиме «Постоянная тем-
нота», статистически достоверно увеличи-
вая выносливость на 47%. Также 2-я доза 
и ДСИП статистически значимо увеличива-
ли длительность второго плавания в режиме 
«Обычное освещение» по сравнению с конт-
ролем на 20 и 36% соответственно, в режиме 
«Постоянная освещение» — ДСИП на 21%, 
в режиме «Постоянная темнота»: 1-я доза — 
на 18%, 2-я доза — на 29% и ДСИП — 
на 30%, что свидетельствует об их пролонги-
рованном действии.
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Исследование декомпрессионной болезни на животных является важным направлением в научной 
области гипербарической медицины. Декомпрессионная болезнь — это серьёзное заболевание, ко-
торое может возникнуть у людей при внезапном переходе из условий высокого давления, напри-
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методики профилактики и лечения у людей. В данном исследовании были изучены разные скорости 
декомпрессии при 60- и 30-минутной экспозиции на грунте, определена частота появления деком-
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The study of decompression sickness in animals is an important area of research in the field of hyperbaric 
medicine. Decompression sickness is a serious condition that can occur in humans when there is a sudden 
transition from high-pressure conditions, such as when diving deep into water, to low-pressure conditions, 
such as when surfacing. Understanding the mechanisms of the onset and development of this disease in ani- 
mals can help improve prevention and treatment methods in humans. This study examined different de-
compression rates during 60 and 30 min of exposure aground, determined the incidence of decompression 
sickness in animals and the survival rate.
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Введение
При быстром изменении давления, на-

пример во время экстренного всплытия, 
в организме человека возникает патологи-
ческое состояние — декомпрессионная бо-
лезнь [2]. Декомпрессионная болезнь (ДКБ, 
кессонная болезнь) возникает при быстром 
снижении давления, в результате чего ра-
нее растворённый в крови газ переходит 
в газообразное состояние, в кровеносных 
сосудах и тканях внутренних органов по-
являются пузырьки [6]. В результате дан-
ного процесса могут возникать поврежде-
ния центральной нервной системы, лёгких, 
сердца и других органов. Появляются та-
кие клинические признаки, как головная 
боль, заложенность ушей, боль в суставах 
и кожные проявления. Существуют дока-
зательства широкой межиндивидуальной 
вариабельности восприимчивости к деком-
прессионной болезни [1]. Вероятность по-
явления ДКБ была документирована экспе-
риментами на животных моделях, которые 
предоставляют множество примеров этой 

межиндивидуальной изменчивости [3, 5]. 
Риск образования ДКБ соотносится с коли-
чеством циркулирующих венозных газовых 
эмболий, образующихся во время и после 
декомпрессии [4]. Однако очень большое 
количество газовых пузырьков было за-
регистрировано у дайвера без каких-либо 
симптомов ДКБ. Возникновение ДКБ зави-
сит от множества физиологических пере-
менных, и очень важно воссоздать данную 
патологию на животных, чтобы изучить её 
механизмы.

Материалы и методы
В ходе исследования были использованы 

молодые, не спаривавшиеся самцы аут-
бредных крыс Sprague Dawley SPF-статуса 
в возрасте 9–10 недель и массой тела 
239±23 г. Источником животных служил 
НПП «Питомник лабораторных животных» 
ФИБХ РАН (Московская обл.). Животные 
содержались в виварии барьерного типа 
с автоматической сменой светового режима, 
а также с 12-кратной сменой воздушного 
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объёма комнаты в час. За основу стандартов 
содержания животных были взяты стандар-
ты, определённые Директивой 2010/63/EU 
по защите животных, используемых в науч-
ных целях. В исследование были отобраны 
животные без клинических отклонений. 
В клетке размером 1820 см2 размещались 
по 4 крысы.

Для моделирования ДКБ была исполь-
зована экспериментальная барокамера 
«Мышка 2» с поддержанием давления 
100 м водного столба, сконструированная 
на базе ЗАО «СКБ при медико-биологи-
ческих проблем РАН». Камера вместимо-
стью до 6 крыс, объёмом 22,6 л, оснаще-
на датчиками температуры и влажности. 
Моделирование ДКБ проводилось за счёт 
подачи воздуха в барокамеру, скорость по-
вышения давления для всех групп состав-
ляла 20 м/мин.

Для подбора условий с видимыми кли-
ническими проявлениями ДКБ животные 
были поделены на пять групп:

– 1-я группа: время экспозиции на грун-
те — 60 мин, скорость декомпрессии — 
15 м/мин; 

– 2-я группа: время экспозиции на грун-
те — 60 мин, скорость декомпрессии — 
10 м/мин;

– 3-я группа: время экспозиции на грун-
те — 30 мин, скорость декомпрессии — 
15 м/мин;

– 4-я группа: время экспозиции на грун-
те — 30 мин, скорость декомпрессии — 
10 м/мин;

– 5-я группа: время экспозиции на грун-
те — 30 мин, скорость декомпрессии — 
8 м/мин.

Результаты исследований
Процент гибели животных, а также про-

цент животных с видимыми симптомами 
ДКБ показан на рисунке.

При экспозиции на грунте 60 мин и ско-
рости всплытия 15 м/мин в течение 3–4 мин 
погибли все животные. При скорости 
в 10 м/мин погибло 3 из 4 крыс (75%) в те-
чение этого же времени. При данных режи-
мах экстренного всплытия у всех животных 
наблюдалась одышка и нарушение двига-
тельной функции передних и задних конеч-
ностей, а также частое почёсывание. После 
гибели животных проводилось экстренное 
вскрытие для макроскопического осмотра 
внутренних органов. В кровеносном русле 
животных наблюдалось значительное ко-
личество больших пузырей («закипание» 
крови). Повреждение лёгких сопровожда-

Рис. Частота возникновения декомпрессионной болезни.
Fig. Frequency of decompression sickness.
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лось изменением цвета на тёмно-красный, 
напоминая геморрагический отёк лёгких, 
жировая ткань — с инфильтрацией клетка-
ми крови.

При изменении времени нахождения 
на грунте до 30 мин и скорости декомпрессии 
в 15 м/мин в первый час произошла гибель 
всех животных. Выживаемость животных 
удалось повысить на скорости 10 и 8 м/мин. 
В первом случае гибель животных в группе 
составила 40% в течение суток. При вскры-
тии были обнаружены повреждения лёгких, 
а также кровоизлияния в жировой ткани. 

У 50% животных наблюдались клиниче-
ские признаки ДКБ (параплегия, одышка, 
почёсывание). При всплытии со скоростью 
8 м/мин выживаемость группы составляла 
100%, из которых только у 20% животных 
наблюдались симптомы ДКБ.

Выводы 
Для изучения последствий декомпресси-

онной болезни наиболее адекватным режи-
мом моделирования является 4-я группа: 
время экспозиции на грунте — 30 мин, ско-
рость декомпрессии — 10 м/мин.
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Причинами артериальной газовой эмболии могут быть как осложнения медицинских и хирурги-
ческих процедур, так и прямое попадание воздуха в большой круг кровообращения в результате 
нарушения целостности альвеолярно-капиллярного барьера. Данная патология опасна для жизни 
и требует быстрого вмешательства, т. к. воздух в артериальном кровообращении может привести 
к ишемии органов. В данной работе мы продемонстрировали эффективность применения подогре-
той гипероксической кислородно-гелиевой смеси при церебральной артериальной воздушной эм-
болии. Оксигенотерапия в нормобарических условиях не влияла на исход артериальной воздушной 
эмболии. Непрерывный ингаляционный сеанс в течение 30 мин или интервальный ингаляционный 
сеанс 3 раза по 5 мин устраняли очаги ишемического инсульта у крыс.
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Arterial gas embolism can result from complications related to medical and surgical procedures, as well 
as a  direct entry of air into the systemic circulation due to the disruption of the alveolar-capillary barrier. 
Since air in the arterial circulation can lead to organ ischemia, this life-threatening pathology requires 
prompt intervention. In this study, we demonstrated the effectiveness of using a hyperoxic heated heli-
um-oxygen mixture in cerebral arterial air embolism. Oxygen therapy under normobaric conditions did 
not affect the outcome of arterial air embolism. A continuous inhalation session for 30 min, or intermittent 
inhalation sessions 3 times for 5 min each, eliminated foci of ischemic stroke in rats.
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Введение
Причинами артериальной воздушной эм-

болии (АВЭ) могут быть как осложнения 
медицинских и хирургических процедур, 
так и прямое попадание воздуха в боль-
шой круг кровообращения в результате 
нарушения целостности альвеолярно-ка-
пиллярного барьера [3]. Неспецифический 
характер признаков и симптомов сосуди-
стой воздушной эмболии не позволяют 
поставить диагноз. Тяжесть симптомов 
воздушной эмболии варьируется в зави-
симости от количества воздуха и конеч-
ного расположения воздушного пузыря. 
Попадание эмбола в сонные и коронарные 
артерии может вызвать немедленный ин-
сульт или симптомы сердечно-сосудистых 
заболеваний [4]. Цереброваскулярные ок-
клюзии, вызванные воздушной эмболией, 

чувствительны ко времени, что требует 
альтернативной стратегии неотложного ле-
чения и реперфузии.

Основное лечение воздушной эмболии 
включает в себя гипербарическую окси-
генацию, которая работает за счёт сжатия 
газа под давлением, что позволяет вывести 
эмбол через лёгкие естественным путём 
[6]. Однако недостатком этого метода явля-
ется низкая доступность барокомплексов. 
Именно поэтому оксигенотерапия являет-
ся на данный момент единственным воз-
можным вариантом экстренной терапии 
при данной патологии [10]. Создавая рез-
кий градиент концентрации газов между 
кровью и альвеолами, ускоряется вымыва-
ние азота из крови через лёгкие. Дыхание 
100% кислородом используется во время 
транспортировки пострадавшего. 
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Одной из перспективных газовых сме-
сей для экстренной терапии воздушных 
эмболий является кислородно-гелиевая 
смесь (КГС). КГС обладает важным кле-
точным защитным действием в организме 
[7]. Было показано, что КГС уменьшает 
объём инфаркта на животной модели оча-
говой церебральной ишемии-реперфузии 
[9], уменьшает повреждения клеток на мо-
дели черепно-мозговой травмы in vitro [1]. 
Вполне возможно, что эти нейропротектор-
ные эффекты КГС могут иметь не меньшее 
значение при лечении внутрисосудистой 
воздушной эмболии.

Основной целью нашего исследова-
ния стало изучение влияния непрерывной 
30-минутной ингаляции КГС и интерваль-
ной ингаляции КГС три раза по 5 мин 
на очаги ишемического инсульта крыс 
при церебральной АВЭ. Дополнительно 
была поставлена задача о проведении срав-
нения с классической терапией 100% кис-
лородом.

Материалы и методы
В исследованиях принимали участие 

24 самца крыс SD в возрасте 8–10 недель 
SPF-статуса. Животные были получены 
из НПП «Питомник лабораторных живот-
ных» ИБХ РАН (Московская обл.). Все про-
цедуры с животными в исследовании были 
рассмотрены и утверждены Институтской 
биоэтической комиссией.

Перед моделированием АВЭ проводи-
лась катетеризация внутренней сонной 
артерии. Катетеризация животных прохо-
дила под общей инъекционной анестези-
ей (Телазол®, 30 мг/кг / Ксила®, 10 мг/кг). 
Через сутки после катетеризации модели-
ровали АВЭ. Животное помещалось в до-
мик-фиксатор в бодрствующем состоянии. 
К катетеру, выведенному на холку крысы, 
подключали шприц, заполненный воздухом 
и установленный в инфузомат. Скорость 
подачи воздуха через катетер составля-

ла 10  мкл/мин, объём воздуха — 100 мкл 
на животное.

В зависимости от применяемой терапии 
после АВЭ животные были разделены 
на 4 группы по 6 животных: группа 1 — 
животные не подвергались терапии; груп-
па 2 — непрерывная ингаляция 100% ме-
дицинским кислородом в течение 30 мин 
непосредственно после моделирования 
АВЭ (производитель медицинского кисло-
рода — ООО «Ковровский газовый завод», 
Россия); группа 3 — непрерывная инга-
ляция подогретой КГС (32% O2 / 68% He) 
в течение 30 мин, непосредственно после 
моделирования АВЭ (производитель — 
ЗАО «СКБ ЭО при ИМБП РАН», Россия); 
группа 4 — интервальная ингаляция по-
догретой КГС (32% O2 / 68% He), три раза 
по 5 мин с 5-минутными периодами отме-
ны, непосредственно после моделирова-
ния АВЭ (производитель — ЗАО «СКБ ЭО 
при ИМБП РАН», Россия).

Через 24 ч после моделирования АВЭ все 
животные были подвергнуты эвтаназии пу-
тем анестезии (Телазол®, 30 мг/кг / Ксила®, 
10 мг/кг) c последующим терминальным 
взятием крови. Мозг извлекали и нареза-
ли на фронтальные срезы толщиной 2 мм. 
Срезы помещали в 1% р-р 2,3,5-трифе-
нилтетразолия хлорида (ТТХ). Окраску 
проводили при 37°С в течение 10–12 мин. 
На окрашенных срезах оценивали наличие 
или отсутствие очагов поражения головно-
го мозга с помощью фоторегистрации.

Результаты исследований
Сразу после эмболизации у животных 

в течение первых минут наблюдалась не-
контролируемая гиперактивность, после 
которой крысы принимали лежачее положе-
ние, прослеживалась одышка. Применение 
кислорода или подогретой дыхательной 
КГС приводило к улучшению самочувствия. 
Однако спустя сутки крысы без терапии 
и с применением кислорода демонстриро-
вали характерные признаки односторонней 
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ишемии головного мозга, а именно хожде-
ние по часовой стрелке, дискоординация 
и заваливание на бок при резком развороте.

При некропсии и окрашивании органов 
ТТХ у животных из группы без терапии 
и из группы с применением оксигенотера-
пии наблюдались фокальные очаги некроза, 
расположенные в правом полушарии го-
ловного мозга (рис.). У животных из групп 
с применением подогретой КГС — как не-
прерывно, так и интервально — подобных 
поражений не выявлено.

Обсуждение результатов
В нашем исследовании использован 

воздушный эмбол, который имеет про-
странство между внешней оболочкой 
пузырька и сосудом, позволяющее осу-
ществлять продолжительную микроперфу-
зию, что является отличительной чертой 
воздушной эмболии от тромбоэмболии 
[5]. Несмотря на эти особенности, введе-

ние 100 мкл воздуха в общий ствол сонной 
артерии бодрствующим крысам приводит 
к фокальному инсульту, который был визу-
ализирован при помощи окрашивания ТТХ. 
Применение кислорода может оказывать 
сочетанное воздействие при данной пато-
логии — во-первых, прямое антигипокси-
ческое действие, во-вторых, увеличение 
напряжения О2 в крови должно облегчать 
вымывание азота из пузырьков воздуха,  
т. к. парциальное давление азота в лёгких 
будет уменьшено.

Применение КГС при аналогичном вре-
мени ингаляционного сеанса позволило 
устранить последствия ишемизации голов-
ного мозга. На первый взгляд, оксигенотера-
пия и КГС должны иметь общий механизм 
действия, однако эффективность кислорода 
в нашем исследовании уступает терапевти-
ческому эффекту КГС при АВЭ. Не исклю-
чаем, что увеличение времени ингаляции 
кислородом может быть эффективным.

Рис. Фронтальные срезы головного мозга крыс спустя 24 ч после АВЭ: А — схематичное изображение срезов; 
Б — фронтальные срезы головного мозга экспериментальных групп. Стрелками указаны очаги некротических 
изменений, выявленных с помощью окрашивания ТТХ.
Fig. Frontal sections of the rat brain 24 h after arterial air embolism: A — schematic representation of sections; 
Б — frontal sections of the brain of the experimental groups. Arrows indicate foci of necrotic changes revealed 
by 2,3,5-triphenyltetrazolium chloride staining.
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Одно из объяснений состоит в том, 
что КГС вмешивается в биохимический 
путь, который предотвращает гибель кле-
ток [8]. Это происходит на пути фосфати-
дилинозитол-3-киназы, что приводит к ак-
тивации протеинкиназы B, которая, в свою 
очередь, фосфорилирует GSK-3b и BAD 
(«промотор смерти», связанный с Bcl-2). 
Фосфорилирование GSK-3b и BAD может 
подавлять активность каспазы-3 и, тем 
самым, ингибировать клеточный апоптоз 
[2]. Ещё одним объяснением может быть 
то, что гелий, присутствующий в крови 
в газообразном состоянии, может диффун-
дировать по градиенту концентрации в воз-

душный эмбол, вызывая дисбаланс газов 
внутри воздушного пузыря.

Заключение
Подогретая дыхательная кислородно-

гелиевая смесь (32% кислорода и 68% ге-
лия) предотвращает формирование ише-
мических поражений головного мозга 
при артериальной воздушной эмболии 
у бодрствующих крыс. Можно предполо-
жить, что данную газовую смесь возможно 
использовать в качестве неотложной помо-
щи в ситуациях с риском развития внутрисо-
судистой воздушной эмболии. Однако дан-
ная теория требует дальнейшего изучения.
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Исследования механизмов формирования гипоксии на самых разных уровнях — от молекулярного 
и клеточного к органному и системному — не прекращаются до сих пор, а в наше время также 
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и гемической гипоксий, определены основные маркеры для оценки состояния животных. Животные 
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The mechanisms of hypoxia development at various levels – from molecular and cellular to organ and 
systemic – continue to attract research attention. At present, the pathogenetic demonstration of a new prin-
ciple of pharmacological correction of metabolism and dysfunction in hypoxia seems relevant. In this work, 
hypobaric and hemic hypoxia is modeled, and the main markers for assessing the condition of animals 
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Введение
Гипоксия является фундаментальной осо-

бенностью, которая возникает как при физи-
ологических явлениях, так и при патофизио-
логических состояниях. Хорошо известна 
её роль в механизме ангиогенеза, метабо-
лизма глюкозы и пролиферации/выжива-
нии клеток [4]. Гипоксическое состояние 
весьма негативно влияет на протекание раз-
личных заболеваний, как, например, рассе-
янный склероз, рак, заболевания сердца, 
почек, печени, лёгких и воспалительные 
заболевания кишечника [1, 2].

В настоящее время на основе фунда-
ментальных исследований в области фи-
зиологии накоплен фактический материал 
о механизмах гипоксического повреждения, 
который позволил разработать прогно-
стические критерии гипоксии, установить 
последовательность развития нарушений 
и создать классификацию гипоксических 
состояний [3].

Материалы и методы
Для проведения исследования было взя-

то 64 самца мышей линии ICR (32 мыши 
массой 26,4±3,1 г в возрасте 8–10 недель 
и 32 мыши массой 35,8±1,9 г в возрасте 
10–12 недель). Все животные, используе-
мые в исследованиях, выращены в НПП 
«Питомник лабораторных животных» 
ФИБХ РАН (Московская обл., г. Пущино).

Животные находились в комнате содер-
жания в барьерной зоне лаборатории би-
ологических испытаний ФИБХ РАН с ав-
томатической сменой воздушного объёма 
комнаты.

До момента формирования групп все жи-
вотные проходили период карантина сроком 

до двух недель, после чего они были расса-
жены по 8 особей в клетку Тип-3. В каче-
стве подстила использовался коммерческий 
автоклавированный подстил LIGNOCEL 
BK8/15 («JRS», Германия). В качестве кор-
ма использовался гранулированный корм 
для содержания лабораторных грызунов 
SNIFF RI/M-H V1534-30 (автоклавируе-
мый), давался ad libitum в кормовое углу-
бление крышки клетки. В лаборатории про-
водился анализ на микробиологическую 
контаминацию образцов корма. Животным 
давалась профильтрованная системой 
«MilliRO Millipore» водопроводная вода 
в стандартных питьевых поликарбонат-
ных или полисульфоновых бутылочках 
со стальной крышкой и носиком, ad libitum. 
Образцы воды периодически анализирова-
лись на микробиологическое загрязнение.

Острая экзогенная гипобарическая ги-
поксия у мышей воспроизводилась путём 
понижения барометрического давления 
окружающего животное воздуха. Удаление 
воздуха производилось с помощью насоса 
Комовского, адаптированного для моделиро-
вания состояния гипобарической гипоксии 
у мышей. В ходе эксперимента животные 
«поднимались» на высоту со скоростью око-
ло 50 м/с до наступления агонального вдоха. 

С начала «подъёма» на высоту за живот-
ными наблюдали и фиксировали следую-
щие параметры: давление/высота поддер-
жания позы животным; давление/высота, 
при котором у животного наступает судо-
рожный синдром; давление/высота аго-
нального дыхания; время восстановления 
позы при «спуске с высоты». Критерием 
«спуска с высоты» является появление аго-
нального дыхания. 
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Гемическая гипоксия моделировалась од-
нократным внутрибрюшинным введением 
нитрита натрия в дозе 150 мг/кг. Производный 
от нитрита натрия нитрат натрия в организ-
ме связывается с гемоглобином и окисляет 
двухвалентные молекулы железа до трёхва-
лентных, что приводит к образованию метге-
моглобина, не способного выполнять функ-
цию переноса кислорода.

Спустя 2, 6 и 24 ч после введения нитри-
та натрия животное помещалось на пло-
щадку «открытого поля» прибора «Multiple 
Activity Cage 47420» («Ugo Basile», Италия), 
и в течение 3 мин регистрировалась гори-
зонтальная и вертикальная активность.

Взвешивание животных проводили 
на платформенных электронных весах. 
Масса тела регистрировалась в 1-й и 2-й 
дни исследования. Манипуляция была вы-
полнена согласно СОП лаборатории би-
ологических испытаний, рассмотренной 
Институтской Комиссией по контролю за со-

держанием и использованием лабораторных 
животных. Был рассчитан прирост массы 
тела относительного значения в 1-й день.

Результаты исследований
Данные, полученные при моделировании 

острой экзогенной гипобарической гипок-
сии, представлены в табл. 1.

Все животные экспериментальной груп-
пы проявляли статистически значимую 
меньшую двигательную активность спу-
стя 2 ч после внутрибрюшинного введения 
нитрита натрия относительно контрольной 
группы. К 6 и 24 ч разницы между группа-
ми не обнаружено (табл. 2).

Животные модельной группы, в отличие 
от контрольной, теряли вес на 2-й день по-
сле моделирования гипоксии (табл. 3)

Животные экспериментальной группы 
потребляли значительно меньше корма 
в сутки по сравнению с контрольной груп-
пой (табл. 4).

Таблица 1. Результаты «подъёма на высоту» с помощью насоса Комовского, Mean±SD, n=32
Table 1. The results of “lifting to height” using the a Komovsky pump, Mean±SD, n=32

Параметр Модель гипобарической гипоксии
P поддержания позы, кгс/см2 0,4±0,01

H поддержания позы, м 8133±319,9

P судорожного синдрома, кгс/см2 0,26±0,01

H судорожного синдрома 12070,9±395,6

P агонального дыхания, кгс/см2 0,24±0,01

H агонального дыхания, м 12506,3±443,1

Время восстановления, с 240±48
Примечание: P — давление, H — высота.
Note: P — pressure, H — height.

Таблица 2. Результаты теста на локомоторную активность
Table 2. Results of the locomotor activity test

Группа / 
Параметр

Период тестирования (после моделирования)

2 ч 6 ч 24 ч

Контроль Модель Контроль Модель Контроль Модель
Горизонтальная 
активность 217,4±76,2 86,9±27,6** 332,0±83,9 266,9±81,1 302,1±71,3 284,0±77,4

Вертикальная 
активность 9,3±7,7 1,1±1,4* 32,4±11,1 23,0±12,6 23,6±9,7 21,3±4,0

Примечания: данные представлены как среднее арифметическое ± стандартное отклонение;* — p<0,005, 
** — p<0,0005.
Notes: data are presented as mean ± standard deviation;* — p<0.005, ** — p<0.0005.
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Таблица 3. Масса тела и прирост массы тела
Table 3. Body weight and body weight gain

Параметр Контроль Модель
День 1, г 36,1±1,5 35,5±1,7

День 2, г 37,1±1,4 33,5±1,8*

Прирост массы тела в 1–2-й дни, % 1,6±0,7* –5,5±0,6*
Примечания: данные представлены как среднее арифметическое ± стандартное отклонение; * — p<0,05 
по сравнению с контрольной группой.
Notes: data are presented as mean ± standard deviation; * — p<0.05 compared to the control group.

Таблица 4. Потребление корма
Table 4. Feed consumption

Параметр Контроль Модель

Потребление корма в 1–2-й дни, г/кг/сут 109,9 57,1

Заключение
В работе были смоделированы гипобари-

ческая и гемическая гипоксии. Определены 
маркеры оценки состояния животных. 
При моделировании гипобарической моде-
ли основными параметрами были: давле-
ние/высота поддержания позы животным; 
давление/высота, при котором у животного 
наступает судорожный синдром; давление/
высота агонального дыхания; время вос-

становления позы при «спуске с высоты». 
Критерием спуска с высоты является по-
явление агонального дыхания. При мо-
делировании гемической гипоксии были 
использованы тесты на локомоторную 
активность, оценка набора массы и потре-
бления корма. Данные модели и маркеры 
оценки можно использовать для определе-
ния антигипоксического эффекта лекарст-
венных препаратов.
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Представлены результаты исследования по изучению гипогликемизирующей активности фармацев-
тической субстанции 4,4’-(пропандиамидо)дибензоат натрия (малобен) в комбинациях с метфор-
мином, противодиабетическим препаратом класса бигуанидов, и эмпаглифлозином, ингибитором 
натрий-зависимого переносчика глюкозы 2-го типа (SGLT 2) в почках, на фоне стрептозоциновой 
модели сахарного диабета в сочетании с высокожировой диетой на самцах лабораторных аутбред-
ных крыс. Использование высокожировой диеты позволяет моделировать состояние преддиабе-
та и повысить эффективность от введения стрептозоцина, после инъекции которого наблюдается 
увеличение уровня глюкозы в крови и моче животных и диуреза, что свидетельствует о развитии 
патологии, приближённой к реальному сахарному диабету 2-го типа. В рамках исследования анали-
зировалась динамика изменения глюкозы в крови и моче, суточного диуреза, массы тела животных. 
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In this paper, we study the hypoglycemic activity of the 4,4'-(propanediamido)dibenzoate sodium (malo-
ben) pharmaceutical substance in combination with metformin, an antidiabetic drug of the biguanide class, 
and empagliflozin, an inhibitor of sodium-dependent glucose transporter type 2 (SGLT2) in the kidneys, 
in  the setting of a streptozocin model of diabetes mellitus in combination with a high-fat diet in labora-
tory outbred male rats. The use of a high-fat diet makes it possible to simulate the state of prediabetes 
and increase the effectiveness of streptozocin administration. Streptozocin increases the level of glucose 
in the blood and urine of animals, as well as that of diuresis, which indicates the development of a patho- 
logy similar to actual type 2 diabetes mellitus. As part of the study, the dynamics of changes in glucose 
in the blood and urine, daily diuresis, and body weight of animals were analyzed.
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Введение
4,4’-(пропандиамидо)дибензоат натрия 

(малобен) является перспективным соеди-
нением с выявленным ранее положитель-
ным влиянием на углеводный и жировой 
обмен. В ходе исследования была прове-
дена оценка эффективности исследуемой 
фармацевтической субстанции в комбина-
циях с метформином либо эмпаглифлози-
ном на грызунах на стрептозоциновой мо-
дели сахарного диабета (СД) в сочетании 
с высокожировой диетой (ВЖД). Именно 
комбинация ВЖД с дополнительным вве-
дением стрептозотоцина (СТЗ) способна 
наиболее близко воспроизвести основные 
особенности метаболизма людей, страдаю-
щих ожирением и СД 2-го типа [1].

Материалы и методы
Исследования проводились на 30 сам-

цах аутбредных крыс массой 200–320 г, 
полученных из питомника лабораторных 
животных «Рапполово» (Ленинградская 
обл.). Животные были поделены на три 
равные группы. В помещении для содер-

жания животных поддерживалась темпе-
ратура 20–23°С и относительная влаж-
ность воздуха 30–70%. Животные были 
размещены по 5 особей в систему содер-
жания Bioscape производства «EHRET» 
(Германия) в условиях 12/12-часового 
свето-темнового режима. Условия для со-
держания животных соответствовали нор-
мам, установленным ГОСТ Р 53434-2009 
«Принципы надлежащей лабораторной 
практики». Исследования были одобре-
ны биоэтической комиссией ФГБОУ ВО 
СПХФУ Минздрава России. Все манипуля-
ции с животными проводились в соответст-
вии с принципами Европейской конвенции 
о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов и других науч-
ных целей (Страсбург, 1986), Директивой 
2010/63/EU Европейского парламента и со-
вета Европейского союза от 22.09.2010 г. 
по охране животных, используемых в на-
учных целях. ВЖД длилась 16 недель: жи-
вотные получали корм, содержащий 73% 
стандартного корма, 25% рафинированно-
го пищевого кокосового масла и 2% холе-
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стерина, а также питьевую воду ad libitum. 
До и после диеты у всех животных изме-
рялись масса тела (г), а также показатели 
уровня глюкозы в крови и моче (ммоль/л), 
объём суточного диуреза (мл). Введение 
свежеприготовленного р-ра СТЗ осуществ-
лялось внутрибрюшинно в дозе 35 мг/кг. 
Для снижения смертности в течение 48 ч 
животные получали вместо питьевой воды 
5%-ный р-р глюкозы. После введения СТЗ 
первой группе животных вводили комби-
нацию малобена (60 мг/кг) с метформи-
ном (150 мг/кг), второй группе — малобен 
(60 мг/кг) с эмпаглифлозином (0,5 мг/кг). 
Исследуемые вещества вводили в половин-
ных дозах от терапевтических. Животные 
третьей группы являлись контрольными, 
им вводили равный объём воды очищен-
ной. Введение комбинаций исследуемых 
веществ осуществлялось перорально ежед-
невно на протяжении месяца. Каждую не-
делю измеряли показатели глюкозы в крови, 
моче, объём суточного диуреза и массу тела 
животных.

Статистическую обработку данных про-
водили в электронном виде при помо-
щи программного обеспечения Microsoft 

Excel 2016 («Microsoft Corp.», США). До-
стоверность различий опытных групп 
по отношению к контролю оценивали ме-
тодом однофакторного и двухфакторного 
дисперсионного анализа по критерию p. 
Достоверными считались результаты 
при р<0,05.

Результаты исследований
Через 24 ч с момента введения СТЗ от-

мечалось выраженное увеличение уров-
ня глюкозы в крови во всех трёх группах: 
в группе с метформином уровень глюкозы 
увеличился на 256,1%, в группе с эмпа-
глифлозином — на 278,4%, а в контроль-
ной группе — на 278,0% относительно 
исходного. Через 72 ч после введения СТЗ 
и далее на протяжении всего эксперимента 
концентрация глюкозы в крови стала посте-
пенно снижаться. На протяжении первых 
двух недель лечения более выраженный 
гипогликемизирующий эффект оказы-
вала комбинация малобена с метформи-
ном: уровень глюкозы при этом был выше 
на 29,3% (p<0,05) относительно исходного 
через 1 неделю и на 17,1% — через 2 неде-
ли (p<0,05) (в контроле — на 82,9 и 70,7% 

Рис. 1. Изменение уровня глюкозы в крови экспериментальных животных на фоне высокожировой диеты 
и стрептозоциновой модели диабета. * — различия достоверны (p<0,05).
Fig. 1. Changes in blood glucose levels in experimental animals against the background of a high-fat diet and streptozocin 
model of diabetes. * — differences are significant (p<0.05).
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соответственно). В течение следующих двух 
недель обе комбинации давали очень близкий 
эффект, и к окончанию эксперимента в группе 
с метформином концентрация глюкозы в кро-
ви была выше исходной на 9,8% (p<0,05), 
а в группе с эмпаглифлозином — на 14,3% 
(p<0,05); в контрольной группе этот показа-
тель был на 39,0% выше исходного (рис. 1).

При исследовании динамики глюкозы 
в моче достоверными оказались результаты 
через 72 ч после введения СТЗ и через 1 неде-
лю введения комбинаций (рис. 2). В первом 
случае уровень глюкозы в моче был ниже, 
чем в контроле на 29,4% (p<0,05) в груп-
пе с метформином и на 24,3% (p<0,05) — 
в группе с эмпаглифлозином.

В процессе эксперимента наблюдалось 
выраженное влияние исследуемых веществ 
на объём суточного диуреза: через 72 ч по-
сле введения СТЗ объём диуреза увеличил-
ся на 202,6 и 138,1% от исходного в груп-
пах с метформином и эмпаглифлозином 

соответственно (в контроле — на 254,3%), 
а через 1 мес. — на 31,6 и 30,9% в этих 
же группах соответственно (в контроле — 
на 71,7%).

Изменений в массе тела животных в тече-
ние эксперимента не наблюдалось.

Выводы
Проведённое исследование показало, 

что в условиях стрептозоцинового диабета 
на фоне ВЖД комбинации малобена с мет-
формином и малобена с эмпаглифлозином, 
используемые в дозах, равных половинным 
от терапевтических, оказывали выражен-
ный лечебный эффект. Изучаемые комбина-
ции достоверно снижали уровень глюкозы 
в крови, в моче и объём диуреза по сравне-
нию с контрольной группой. Полученные 
результаты могут являться основанием 
для сравнения этих комбинаций с комбини-
рованными лекарственными препаратами, 
применяемыми в медицинской практике.

Рис. 2. Изменение уровня глюкозы в моче экспериментальных животных на фоне высокожировой диеты 
и стрептозоциновой модели диабета. * — различия достоверны (p<0,05).
Fig. 2. Changes in urine glucose levels in experimental animals against the background of a high-fat diet and streptozocin 
model of diabetes. * – differences are significant (p<0.05).
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Диабетическая нейропатия при сахарном диабете 2-го типа является одним из самых распро-
странённых микрососудистых осложнений. Неконтролируемая гипергликемия приводит к форми-
рованию сосудистых аномалий, что в свою очередь вызывает ишемию нервных волокон. В нашем 
эксперименте мыши C57BL/6 содержались на высокожировой диете в течение 21 недели. На 17-й, 
19-й и 21-й неделе у животных проводилось измерение концентрации глюкозы в крови и функци-
ональное тестирование с использованием филаментов фон Фрея, горячей пластины и охлаждения 
конечностей ацетоном. В проведённом исследовании у мышей C57BL/6 на высокожировой диете 
наблюдалась повышенная чувствительность к механическому воздействию, охлаждению и нагрева-
нию конечностей, что может свидетельствовать о развитии диабетической полинейропатии.
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Diabetic neuropathy in type 2 diabetes mellitus is one of the most common microvascular complications. 
Uncontrolled hyperglycemia leads to the formation of vascular abnormalities, eventually causing ische-
mia of nerve fibers. In our experiment, C57BL/6 mice were maintained on a high-fat diet for 21 weeks. 
At week 17, 19, and 21, blood glucose concentrations were measured; functional testing was performed 
using von Frey filaments, hot plate and limb cooling with acetone. In the present study, C57BL/6 mice 
on a  high-fat diet showed increased sensitivity to mechanical stimulus, limb cooling and heating, which 
may indicate the development of diabetic polyneuropathy.
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Введение
Сахарный диабет 2-го типа (СД2) харак-

теризуется повышенным уровнем глюко-
зы в крови из-за дефицита концентрации 
и/или чувствительности к инсулину [1]. 
Неконтролируемая гипергликемия, возни-
кающая при усилении инсулинорезистент-
ности, провоцирует развитие микрососу-
дистых и макрососудистых осложнений. 
Сосудистые аномалии, развивающиеся 
вследствие гипергликемии, способству-
ют ишемии нейронов. Нейропатия может 
включать широкий спектр клинических 
синдромов, включая паралич черепных 
нервов, мононейропатии и вегетативную 
дисфункцию [4]. Модели на мышах линии 
C57BL/6 демонстрируют развитие терми-
ческой аллодинии, однако не все животные 
модели соответствуют этиологическим 
критериям формирования СД2 [3].

Целью работы являлось исследовать 
развитие различных видов сенсорных на-
рушений на модели сахарного диабета  
2-го типа у мышей линии C57BL/6. 

Материалы и методы
48 самцов мышей линии C57BL/6 в воз-

расте 4 недель массой 17–20 г со стату-

сом SPF были получены из НПП ФИБХ 
РАН питомника лабораторных животных 
«Пущино» (Московская обл.) и находи-
лись в комнате содержания животных ба-
рьерного типа лаборатории биологических 
испытаний ФИБХ РАН. В комнате содер-
жания животных барьерного типа поддер-
живалась автоматическая 12-часовая смена 
дневного и ночного периода и как минимум 
12-кратная смена воздушного объёма ком-
наты в час. Температура и влажность нахо-
дились под контролем системы мониторин-
га EVL. Вода Milli-RO (Millipore) давалась  
ad libitum. Экспериментальный протокол 
был одобрен Институциональной комисси-
ей по контролю и использованию лабора-
торных животных ФИБХ РАН. 

Моделирование СД2 проводилось путём 
содержания животных на высокожировой 
диете (ВЖД) в течение 21 недели, контроль-
ная группа в это время получала стандарт-
ный гранулированный корм для содержа-
ния лабораторных грызунов SNIFF RI/M-H 
V1534-30 (автоклавируемый). Диеты дава-
лись ad libitum. ВЖД готовилась на осно-
ве стандартного гранулированного корма 
путём добавления к 700 г перемолотого 
корма 300 г свиного растопленного лярда, 
воды (350 мл), пищевой соли (10 г) и глута-
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мата натрия (28,5 г) [2]. На 17-й, 19-й и 21-й 
неделе исследования проводилось измере-
ние концентрации глюкозы в капиллярной 
крови с помощью глюкометра Сателлит-
экспресс (ЭЛТА) натощак, а также функ-
циональные тесты для оценки изменения 
чувствительности животных к механиче-
ским стимулам, нагреванию и охлаждению. 
Чувствительность к охлаждению оценива-
лась в ацетоновом тесте, где животным на-
носили 50 мкл ацетона на правую заднюю 
конечность и оценивали продолжитель-
ность реакций. Чувствительность к меха-
ническим стимулам оценивалась прибором 
BIO-EVF («Bioseb», США) по методу фон 
Фрея путём постепенного надавливания 
филаментами на подушечку задних лап. 
Чувствительность животных к нагреванию 
оценивалась с помощью прибора «Hot-Plate 

analgesia meter» («Columbus Instruments», 
США). Животное помещали в камеру 
на нагретую площадку прибора (50±0,1°C, 
25,3×25,3 см) и регистрировали латентное 
время подпрыгивания. После проведения 
функциональных тестов животные подвер-
гались эвтаназии в CO2-камере.

Выборки были проанализированы 
на нормальность в тесте Колмогорова — 
Смирнова. Для установления межгруп-
повых различий количественные данные 
были проанализированы в попарном срав-
нении с помощью теста Манна — Уитни 
для распределений, отличных от нормаль-
ного, или с помощью t-критерия Стьюдента 
для групп с нормальным распределени-
ем. Статистический анализ проводили 
с использованием программы Prism 5.0 
(«GraphPad», США).

Рис. Физиологические и биохимические изменения у мышей C57BL/6 на 17-й, 19-й и 21-й неделе исследования: 
А — концентрация глюкозы в крови натощак; Б — продолжительность реакций после нанесения ацетона в те-
стировании чувствительности к охлаждению; В — чувствительность к механическому стимулу в тесте фон 
Фрея; Г — чувствительность к нагреванию в приборе Hot-Plate. * — p<0,05, ** — p<0,01, *** — p<0,001 в срав-
нении с контрольной группой.
Fig. Physiological and biochemical changes in C57BL/6 mice at week 17, 19, and 21 of the study: А — fasting blood 
glucose concentration; Б — duration of responses after acetone application in a cooling sensitivity test; В — sensitivity 
to mechanical stimulus in a von Frey test; Г — sensitivity to heating in a hot-plate test. * — p<0.05, ** — p<0.01,  

*** — p<0.001 compared to the control group.
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Результаты исследований
У животных на ВЖД наблюдалась выра-

женная гипергликемия на 17-й неделе ис-
следования, которая составляла в среднем 
11 ммоль/л (рис., A). На 19-й и 21-й неделе ис-
следования гипергликемия составляла в сред-
нем 14 ммоль/л. На фоне гипергликемии 
у животных обнаружено повышение чувстви-
тельности к охлаждению, нагреванию и ме-
ханическим стимулам (рис., А–Г). При нане-
сении ацетона на заднюю лапу у животных 
на ВЖД отмечалось значительное увеличе-
ние продолжительности реакций (рис., Б). 
Мыши, содержащиеся на ВЖД в течение 
19-й и 21-й недели, демонстрировали более 
выраженную реакцию на механическую стиму-
ляцию филаментами фон Фрея по сравнению 

с контрольной группой (рис., В). Латентное 
время подпрыгивания на горячей пластине 
было значительно снижено у мышей на ВЖД 
через 19-ю и 21-ю неделю по сравнению 
с контрольной группой (рис., Г).

Вывод
Содержание мышей линии C57BL/6 

на высокожировой диете в течение 19 
и 21 недели привело к значительному уве-
личению чувствительности конечностей 
к механическим стимулам, нагреванию 
и охлаждению. Такие изменения в функ-
циональных тестах свидетельствуют о раз-
витии диабетической нейропатии, которая 
возникает вследствие длительного гипер-
гликемического состояния у животных.
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Целью данной работы было исследовать биораспределение разработанного нами продукта тканевой 
инженерии (ПТИ) на основе хондроцитов различного генеза в виде 3D-структур (хондросфер) после 
подкожной имплантации иммунодефицитным мышам линии Balb/c Nude. В начале имплантировали 
хондросферы на основе хондроцитов человека, хондроцитов из дифференцированных индуциро-
ванных плюрипотентных стволовых клеток (ИПСК), в т. ч. линии с нокаутом гена β2m. В течение 
9 мес. проводили наблюдение за животными. Далее от мышей после эвтаназии получали образцы 
органов и тканей для гистологического анализа, оценки состоятельности имплантата, его интегра-
ции и исследования биораспределения методом ПЦР. Хондросферы из дифференцированных про-
изводных ИПСК успешно интегрировались в окружающие ткани в зоны инокуляции, формировали 
хрящевую ткань. В образцах около имплантационной зоны опытных групп животных не было выяв-
лено человеческой ДНК, которую обнаруживали в образцах органов контрольных групп (введение 
MDA231 и мезенхимальных стволовых клеток). Таким образом, исследуемые образцы ПТИ через 3 
и 9 мес. после имплантации демонстрировали отсутствие биораспределения в другие ткани и орга-
ны мышей, что свидетельствует в пользу безопасности разрабатываемого препарата.
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In this research, we develop a tissue-engineered product (TEP) based on chondrocytes of various genesis 
in the form of 3D structures (chondrospheres) after subcutaneous implantation in immunodeficient Balb/c 
Nude mice and investigate its biodistribution profile. Initially, chondrospheres based on chondrocytes and 
chondrocytes from differentiated induced pluripotent stem cells (iPSCs), including lines with a knockout 
of the β2m gene, were implanted. The animals were monitored for nine months. Further, after euthanasia, 
organ and tissue samples were obtained for histological analysis, evaluation of the viability of the implant, 
its integration and biodistribution research by PCR. Chondrospheres from differentiated iPSCs derivatives 
of both types successfully integrated into the surrounding tissues in the inoculation zones and formed carti- 
lage tissue. In the samples near the implantation zone of the experimental groups of animals, no human 
DNA was detected. Human DNA was found in the samples of organs of the control groups (introduction 
of MDA231 and mesenchymal stem cells). Thus, three and nine months after implantation, the studied TEP 
samples demonstrated the absence of biodistribution to other tissues and organs of mice, which indicates 
the safety of the drug being developed.
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Введение
Воспалительные заболевания суставов, 

особенно после травм у лиц, связанных 
с экстремальной деятельностью, широко 
распространены во всём мире и характе-

ризуются последующими хроническими 
дегенеративными изменениями хряще-
вой ткани. Отсутствие сосудистой сети 
в суставе, низкая пролиферативная актив-
ность зрелых хондроцитов и большое ко-
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личество внеклеточного матрикса (ВКМ) 
в сочетании с воспалительным процессом 
в ткани препятствуют естественной реге-
нерации суставного хряща; в результате 
заболевание прогрессирует до полной де-
генерации суставного аппарата, затрагивая 
поверхностные слои костной и хрящевой 
ткани [12], что приводит к инвалидизации. 
Использование продуктов тканевой инже-
нерии (ПТИ) считается оправданным у па-
циентов на I–II стадиях патологического 
процесса [15]. При более глубоких дефор-
мациях необходимо выполнение корриги-
рующей остеотомии, а в тяжёлых случаях 
показано эндопротезирование [20].

Аутологичные хондроциты являются кли-
ническим подходом, который доказал свою 
эффективность. Одним из используемых 
за рубежом клеточных препаратов для те-
рапии дефектов суставного хряща человека 
является Spheroxтм («Co.don», Германия), 
который представляет собой тканеинже-
нерную 3D-конструкцию из аутологичных 
клеток пациента. На данный момент компа-
ния ОА «Генериум» по лицензии «Co. don» 
производит данный препарат в РФ [1]. 
Учитывая положительные результаты ис-
следований в области клеточной терапии, 
развитие и внедрение подобных техноло-
гий в исследовательскую и медицинскую 
практику в РФ является востребованным.

Несмотря на то, что продукты клеточ-
ных технологий на основе аутологичных 
хондроцитов для восстановления хряща 
уже присутствуют на медицинском рынке, 
они направлены преимущественно на кор-
рекцию незначительных повреждений су-
ставного хряща и не покрывают потребно-
сти пациентов с тяжёлыми или обширными 
поражениями [7]. В частности, при появ-
лении остеофитов применение клеточных 
технологий может быть ограничено, а в слу-
чае длительного применения глюкокор-
тикоидов, лучевой и химиотерапии, когда 
утрачивается хондрогенный потенциал 
хрящевой ткани, — невозможно получить 

достаточное количество аутологичных хон-
дроцитов для создания полноценного хря-
щевого имплантата, для которого требуется 
большое количество дифференцированных 
клеток [13]. Возраст донора также влияет 
на потенциал дифференцировки, иммуно-
модулирующие свойства и миграционные 
способности клеток, что ограничивает их 
использование для некоторых пациентов. 
Применение хондроцитов также ограниче-
но нестабильностью фенотипа и спонтан-
ной дедифференцировкой, происходящей 
во время культивирования [18]. В связи 
с этим индуцированные плюрипотент-
ные стволовые клетки (ИПСК) являются 
перспективным источником хондрогенно-
дифференцированных клеток [9]. В отли-
чие от аутологичных хондроцитов и ме-
зенхимальных стволовых клеток (МСК), 
ИПСК демонстрируют неограниченный 
рост in vitro и широкий спектр возможно-
стей к дифференцировке, аналогичный эм-
бриональным стволовым клеткам (ЭСК), 
но без этических проблем [23]. На сегод-
няшний день есть сообщения об успеш-
ных трансплантациях аутологичных кле-
ток, дифференцированных из ИПСК [16]. 
Однако получение ИПСК с последующей 
дифференцировкой и созданием транс-
плантата — это весьма длительный и до-
рогостоящий процесс, который нуждается 
в оптимизации и стандартизации. В ли-
тературе есть данные об успешном при-
живлении в суставном хряще обезьян 
ИПСК, дифференцированных в хондро-
генном направлении. В данном исследо-
вании размеры дефекта хрящевой ткани 
были небольшими, поэтому необходимы 
дальнейшие исследования на других мо-
делях. Что касается исследования имму-
ногенности, трансплантат при подсадке 
в хрящевые дефекты через четыре недели 
не вызывал иммунной реакции у макак, 
в то время как в костно-хрящевых дефек-
тах трансплантат, хотя и оставался интакт-
ным, был окружён большим скоплением 
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Т-лимфоцитов [3]. Перспективным подхо-
дом представляется создание и применение 
хрящевых трансплантатов на основе алло-
генных дифференцированных в хондроци-
ты ИПСК с пониженной иммуногенностью, 
универсальных для всех реципиентов [1]. 
Тем не менее, для хондроцитарных произ-
водных человека такие данные еще пред-
стоит получить в будущем.

Большей перспективностью для тера-
пии дефектов суставного хряща обладают 
трёхмерные структуры в виде сфероидов, 
образованные в результате самоагрега-
ции клеток в специальных 3D-условиях 
культивирования [21]. Использование та-
кой технологии благоприятно сказывается 
на пролиферативной активности и фено-
типической стабильности зрелых хондро-
цитов [11]. В отличие от суспензии аутоло-
гичных хондроцитов, которые становятся 
способными к выработке внеклеточного 
матрикса (ВКМ) только через определённое 
время после имплантации, клетки в составе 
сфероидов способны к секреции компонен-
тов ВКМ уже в условиях in vitro [22]. Кроме 
того, сфероиды не требуют использования 
ксеногенных или искусственных материа-
лов и легко интегрируются в окружающие 
ткани в зоне имплантации [21]. В совокуп-
ности перечисленные свойства сфероид-
ных ПТИ способствуют качественному за-
полнению дефекта хрящевой ткани. Ранее 
эффективность подобного подхода была 
продемонстрирована на животных моделях 
с использованием сфероидов, полученных 
из первичных культур хондроцитов чело-
века, в клинических исследованиях [10], 
что доказывает значительно больший тера-
певтический эффект с точки зрения струк-
турного восстановления дефекта хряща 
по сравнению с классической хирургиче-
ской процедурой микроповреждений [22].

Целью настоящего исследования было 
изучение биораспределения сфероидно-
го ПТИ «Хондросферы», разработанно-

го нами для последующей терапии по-
вреждений суставного хряща у человека, 
через 9 мес. после подкожной импланта-
ции иммунодефицитным мышам линии  
Balb/c Nude.

Материалы и методы
Нормативное регулирование
Данная работа представляла собой иссле-

дование нового ПТИ и проводилась согласно 
требованиям действующих нормативных ре-
гуляторов [19]. Исследование осуществляли 
согласно заранее утверждённому плану 
и в соответствии со стандартными опера-
ционными процедурами. Весь персонал 
вивария, проводивший работы по данному 
проекту, был обучен гуманному обращению 
с лабораторными животными в соответст-
вии с Директивой Европейского парламента 
и Совета Европейского Союза 2010/63/ЕС 
от 22.09.2010 г. «О защите животных, ис-
пользующихся для научных целей».

Лабораторные животные
Исследование проводилось в виварии 

Нижегородского государственного универ-
ситета им. Н.И. Лобачевского и было одобре-
но Комиссией по биоэтике. В проведённом 
исследовании безопасности была выбрана 
инбредная линия мышей Balb/c Nude с им-
мунодефицитом. Животные были получе-
ны из питомника Charles River Laboratories 
(«CRL», США) в 2017 г. На момент начала 
исследования возраст животных составлял 
2 мес., средняя масса — 18,8±2,17 г. Мышей 
содержали в IVC клетках GM500 Tecniplast, 
подключённых к системе ICV Smartflow 
Tecniplast, по 1–4 мыши на клетку с учётом 
пола животных. Смена клеток осуществ-
лялась в ламинарном шкафу CS5 EVO. 
Комбикорм для лабораторных крыс и мы-
шей «Дельта Фидс» (АО «БиоПро», Россия) 
и подстил для разведения и содержания ла-
бораторных животных (ИП Филонич А.А., 
Россия) подвергались автоклавированию 
перед использованием. Вода, очищенная 
с помощью системы очистки воды RiOs 50 
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(«Merk Millipore», США) (50 л/ч), подава-
лась в автоклавированных питьевых буты-
лочках. Доступ к воде и корму — ad libitum. 
В комнате содержания SPF-животных ба-
рьерного типа поддерживались следую-
щие условия окружающей среды: темпе-
ратура воздуха — 22±2°С; относительная 
влажность — 50±20%; автоматическая 
смена 12-часового светового периода  
(08.00–20.00 — день, 20.00–08.00 — ночь);  
100%-ное вентилирование без рецир-
куляции с 10-кратной сменой объёма  
воздуха в час.

Исследуемый препарат 
и контрольные линии клеток
Исследуемые ПТИ представляли собой 

3D-культуру сфероидов на основе хон-
дроцитов человека или ИПСК, дифферен-
цированных в хондрогенном направле-
нии, и были получены, как описано ранее  
[2, 8]. Клетки линии RG4SΔb2m cl55 
представляли собой линию без генети-
ческих модификаций (ИПСК Р1), вторая 
линия ИПСК RG4SΔb2m cl55/1 явля-
лась нокаутной по гену β2m (ИПСК Р2). 
Получение, культивирование и исследова-
ние данной линии клеток описано в работах  
[5, 6]. Культивирование ИПСК проводилось 
на пластике, предварительно обработанном 
р-ром Matrigel («Corning», США), на смеси 
питательных сред «ГибриС-8» («ПанЭко», 
Россия) и mTeSR™ («STEMCELL 
Technologies», Канада) в соотношении 4:1. 
Обе линии ИПСК были дифференцированы 
в хондроциты с помощью протокола, кото-
рый представляет собой комбинацию под-
ходов, описанных в работах [14, 24]. В ка-
честве питательной среды для хондроцитов 
использовали Advanced DMEM (Gibco, 
«Thermo Fisher Scientific», США) с добавле-
нием 10% FBS («PAN Biotech», Германия), 
100х GlutaMAX (Gibco, «Thermo Fisher 
Scientific», США), 50x B27 (Gibco, «Thermo 
Fisher Scientific», США), 1% инсулин-транс-
феррин-селенита (ИТС) («ПанЭко», Россия), 
50 мкг/мл аскорбиновой кислоты («Sigma 

Aldrich», США), 50 мкМ β-меркаптоэтанола,  
50 мкг/мл 100×-р-ра пенициллина/стреп-
томицина («ПанЭко», Россия). Культи-
вирование сфероидов проводили в течение 
28 сут, смену среды осуществляли каждые 
3–4 сут. Мезенхимальные стволовые клетки 
(MCK) были получены путём ферментатив-
ной обработки жировой ткани от здоровых 
доноров. Линия клеток рака молочной же-
лезы MDA 231 была получена из биобанка 
лаборатории клеточной биологии ФГБУ 
ФНКЦ ФХМ им. Ю.М. Лопухина ФМБА 
России и не подвергалась никаким допол-
нительным манипуляциям кроме культи-
вирования in vitro для наращивания необ-
ходимого количества материала. Клетки 
линии MDA 231 и линию МСК культиви-
ровали в среде Advanced DMEM (Gibco, 
«Thermo Fisher Scientific», США) с добав-
лением 10% FBS («PAN Biotech», Германия)  
и 50 мкг/мл 100×-р-ра пенициллина/стрепто-
мицина («ПанЭко», Россия) в стандартных 
условиях при 37 °С и 5% СО2.

Дизайн эксперимента 
ПТИ на основе хондроцитов челове-

ка вводили животным (n=24; 12 самок + 
12 самцов) подкожно однократно в область 
головы между ушей в одной дозе в виде 
пяти сфероидов в физ. р-ре (группа 1). ПТИ 
из ИПСК, дифференцированных в хондро-
генном направлении, имплантировали жи-
вотным в той же дозе подкожно (группы 
3–4, n=16, самцы). В группе плацебо-конт-
роля было 24 мыши (12 самцов + 12 самок), 
которым подкожно в голову вводили 50 мкл 
физ. р-ра (группа 2). Мышам в группах по-
ложительного контроля подкожно закалы-
вали линию МСК в дозе 250 тыс. клеток 
в 50 мкл Matrigel® («Corning», США) (груп-
па 5, n=2, самцы) или линию клеток рака 
молочной железы MDA 231 в количестве 
500 тыс. клеток в 50 мкл в 50 мкл Matrigel® 

(группа 6, n=4, самцы).
В течение всего эксперимента регулярно 

проводили взвешивание животных, наблю-
дение за их поведением, замеряли размер 
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инокулята в зоне имплантации электрон-
ным штангенциркулем и производили фо-
тофиксацию внешнего вида подопытных 
животных. Через 3 мес. после начала экс-
перимента 50% самцов и самок групп 1 
и 2, 50% самцов групп 3 и 4, а также все 
животные групп 5 и 6 были подвергнуты 
эвтаназии. После этого из животных были 
извлечены образцы следующих органов 
и тканей: лимфатические узлы, щитовидная 
железа, аорта, сердце, лёгкие, тимус, пище-
вод, желудок, поджелудочная железа, тон-
кий кишечник, толстый кишечник, печень, 
селезёнка, почки, мочевой пузырь, надпо-
чечники, головной мозг, семенники, яични-
ки, место введения, кровь. Умерщвлённых 
животных обрабатывали 96%-ным этано-
лом, последующие этапы изъятия образцов 
органов и тканей проводили в асептиче-
ских условиях ламинарного бокса II клас-
са защиты. Анализ биораспределения 
через 3 мес. после введения ПТИ показал 
отсутствие миграции в отдалённые орга-
ны и ткани, при этом человеческая ДНК 
детектировалась только в месте введения. 
Аналогичные манипуляции были проведе-
ны с оставшимися животными через 9 мес. 
после введения.

Гистологический анализ
Препараты готовили, как описано ранее 

[2]. Срезы окрашивали гематоксилином- 

эозином и альциановым синим («Био 
Витрум», Россия).

Выделение нуклеиновых кислот 
и постановка ПЦР
Выделение геномной ДНК из органов 

мышей и капиллярной крови здорового до-
нора, которую использовали в качестве по-
ложительного контроля человеческой ДНК, 
проводили, как описано ранее [2]. 

РНК выделяли с помощью регента 
ExtractRNA («Евроген», Россия). Обратную 
транскрипцию ставили с помощью набора 
MMLV RT («Евроген», Россия). ПЦР про-
водили с использованием готовой сме-
си для ПЦР 5X Screen Mix («Евроген», 
Россия) согласно инструкции производи-
теля. В реакции для доказательства экс-
прессии хондроцитарных генов в культуре 
ИПСК-производных использовали прай-
меры, специфичные к генам ACAN, ColIА2, 
ColIIА1, SOX9. В качестве референсного 
гена применялся ген домашнего хозяйства 
YWHAZ (табл. 1). 

Реакцию проводили при использовании 
термоциклера для амплификации нукле-
иновых кислот 1000 CFX Manager («Bio-
Rad», США) и программного обеспечения 
CFX Manager. Количество циклов — 39. 
Анализ результатов проводили в программе 
Microsoft Excel по методу ΔΔCt.

В реакции по оценке биораспределения 
использовали праймеры, специфичные 

Таблица 1. Последовательности праймеров, используемых для оценки хондрогенной дифференцировки
Table 1. Sequences of primers used to assess chondrogenic differentiation

Название праймера Последовательность 5’→3’ Длина продукта, п.о.
ACAN-F AGGAGTCCCTGACCTGGTTT

167
ACAN-R CCTGACAGATCTGCCTCTCC

ColIА2-F AGGGTGAGACAGGCGAACA
184

ColIА2-R CCGTTGAGTCCATCTTTGC

ColIIА1-F TGGACGCCATGAAGGTTTTCT
142

ColIIА1-R CCATTGATGGTTTCTCCAAACC

SOX9-F GAAGTCGGTGAAGAACGGGC
283

SOX9-R CACGTCGCGGAAGTCGATAG

YWHAZ-F ACTTTTGGTACATTGTGGCTTCAA
94

YWHAZ-R CCGCCAGGACAAACCAGTAT
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к генам цитохром-С-оксидазы 1 (CO1) 
для обнаружения ДНК человека и β-актина, 
специфичного для мыши (mActb) для опре-
деления мышиной ДНК (табл. 2). Детекцию 
результатов ПЦР проводили с помощью 
электрофореза. Электрофорез ДНК прово-
дили, как описано в работе [2].

Статистический анализ
Полученные результаты измерения мас-

сы испытуемых животных обрабатывали 
с помощью пакета программ SPSS Statistics 
17.0 («IBM», США). Для проверки нор-
мальности распределения признака при-
меняли тест Шапиро — Уилка. В качест-
ве метода сравнения использован U-тест 
Манна — Уитни (Mann — Whitney U-test). 
При множественных сравнениях применя-
ли поправку Бонферрони. Различия между 
группами считали статистически досто-

верными при уровне значимости р<0,05. 
Для построения графиков использовали 
программное обеспечение GraphPad Prism 
9.5.1 («Dotmatics», США).

Результаты исследований
Контроль качества 
дифференцировки ИПСК
В качестве контроля проводимой диффе-

ренцировки ИПСК в хондрогенном направ-
лении использовался метод ПЦР в реаль-
ном времени. Для используемых культур 
клеток подтвердили наличие экспрессии 
генов, характерных для хондроцитов чело-
века (рис. 1).

Морфометрический анализ
При регулярном взвешивании живот-

ных в течение 9 мес. (рис. 2) статистиче-
ски значимых различий по весу не выяв-

Таблица 2. Последовательности праймеров, используемых для оценки биораспределения
Table 2. Sequences of primers used for biodistribution assessment

Название праймера Последовательность 5’→3’ Длина продукта, п.о.
mActb-F GAT GCA CAG TAG GTC TAA GTG GAG

121
mActb-R CAC TCA GGG CAG GTG AAA CT

CO1-F CAA CCT CAA CAC CAC CTT C 269

Рис. 1. Экспрессия хондрогенных маркеров клетками, используемыми для изготовления Хондросфер. Исследова-
лась экспрессия генов: ACAN — аггрекан; Col1A2 — коллаген 1-го типа; Col2A1 — коллаген 2-го типа; SOX9 — 
sex-determining region Y (SRY)-box 9. ИПСК Р2 — Хондросферы на основе ИПСК с нокаутом β2m, дифферен-
цированных в хондрогенном направлении; ИПСК Р1 — Хондросферы на основе ИПСК, дифференцированных 
в хондрогенном направлении.
Fig. 1. Expression of chondrogenic markers by cells used for the manufacture of Chondrospheres. Gene expression was 
studied: ACAN — aggrecan; Col1A2 — type 1 collagen; Col2A1 — type 2 collagen; SOX9 — sex-determining region 
Y (SRY)-box 9. ИПСК Р2 — Chondrospheres based on iPSCs with β2m knockout, differentiated in the chondrogenic 
direction; ИПСК Р1 — Chondrospheres based on iPSCs, differentiated in the chondrogenic direction.
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лено при сравнении контрольной группы 
с опытными.

Общеклиническое состояние животных 
опытных и контрольных групп не отли-
чалось. Животные сохраняли активность 
и нормальное пищевое поведение. По ре-
зультатам измерений размеров инокулята 
с течением времени были выявлены ста-
тистически значимые различия в разме-
ре новообразований между группой зако-
ла Хондросфер из хондроцитов человека 
и группой введения Хондросфер из ИПСК-
производных (рис. 3).

Динамика изменений размера новообра-
зований в положительных контрольных 
группах представлена на рис. 4.

Динамика размеров инокулята в опытной 
группе закола хондросфер из человеческих 
хондроцитов на поздних сроках исследова-
ния представлена на рис. 5.

Гистологический анализ
В результате гистологического исследо-

вания образцов ткани из зоны импланта-
ции ПТИ наблюдали наличие стабильной 
хрящевой ткани с большим количеством 
хондроцитов и лакун, характерных для дан-
ного вида соединительной ткани (табл. 3). 
Миграция клеток из зоны имплантации 
была минимальной, без инвазивных черт. 
В группе положительного контроля после 
введения клеток линии аденокарциномы 
молочной железы MDA231 на гистологиче-

Рис. 2. Изменение массы тела экспериментальных животных по группам в ходе эксперимента на ранних эта-
пах исследования (3 мес.) и на поздних сроках (9 мес.). По оси абсцисс обозначены сутки после введения, по 
оси ординат — вес, г. Хондросферы — группа самцов и самок, которым имплантировали ПТИ на основе хон-
дроцитов человека, n=24; Физ. раствор — группа самцов и самок, которым подкожно вводили физ. р-р, n=24; 
ИПСК Р2 — группа самцов, которым имплантировали ПТИ на основе ИПСК с нокаутом гена β2m, диффе-
ренцированных в хондрогенном направлении, n=8; ИПСК Р1 — группа самцов, которым имплантировали ПТИ 
на основе ИПСК, дифференцированных в хондрогенном направлении, n=8; МСК — группа самцов, которым 
имплантировали МСК, n=2; MDA231 — группа самцов, которым подкожно вводили линию клеток аденокарци-
номы молочной железы; n=4. * — статистически значимые различия, р<0,05.
Fig. 2. Changes in the body weight of experimental animals by groups during the experiment at the early stages 
of the study (3 months) and in the late stages of the study (9 months). The abscissa indicates the day after transplantation, 
the ordinate indicates weight, g. Хондросферы — a group of males and females implanted with TEP based on human 
chondrocytes, n=24; Физ. раствор — a group of males and females subcutaneously injected with saline solution, 
n=24; ИПСК Р2 — a group of males who TEP based on iPSCs with β2m gene knockout was implanted, differentiated 
in the chondrogenic direction, n=8; ИПСК Р1 — group of males implanted with TEP based on iPSCs differentiated 
in the chondrogenic direction, n=8; МСК — a group of males implanted with MSCs, n=2; MDA231 — a group of males 
subcutaneously injected with a line of breast adenocarcinoma cells; n=4. * — statistically significant differences, p<0.05.
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Рис. 3. Изменение медиан объёмов образований (мм3) в месте введения у животных в опытных группах с те-
чением времени на ранних сроках исследования. По оси абсцисс обозначены сутки после введения. Хондросфе-
ры — группа введения хондросфер на основе хондроцитов человека; ИПСК Р2 — группа введения Хондросфер 
на основе ИПСК с нокаутом гена β2м и дифференцированных в хондрогенном направлении; ИПСК Р1 — группа 
введения Хондросфер на основе ИПСК, дифференцированных в хондрогенном направлении; * — статистически 
значимые различия по сравнению с двумя другими группами, р<0,05.
Fig. 3. Changes in the median volumes of formations (mm3) at the injection site in animals in experimental groups 
over time in the early stages of the study. The abscissa indicates the day after administration. Chondrospheres — 
group of administration of Chondrospheres based on human chondrocytes; ИПСК Р2 — group of administration 
of  Chondrospheres based on iPSCs with knockout of gene β2m and differentiated in the chondrogenic direction; 
ИПСК Р1 — group of administration of Chondrospheres based on iPSCs differentiated in the chondrogenic direction;  

* — statistically significant differences compared to the other two groups, p<0.05.

Рис. 4. Изменение медиан объёмов новообразований (мм3) в месте введения у животных в положительных кон-
трольных группах с течением времени на ранних сроках исследования. По оси абсцисс обозначены сутки после 
введения. МСК — подкожное введение линии МСК; MDA231 — подкожное введение линии клеток аденокарцино-
мы молочной железы; * — статистически значимые различия по сравнению с предыдущим измерением, p<0,05.
Fig. 4. Changes in the median volumes of neoplasms (mm3) at the injection site in animals in positive control groups over 
time in the early stages of the study. The abscissa indicates the day after administration. МСК — subcutaneous injection 
of the MSCs line; MDA231 — subcutaneous injection of the breast adenocarcinoma cell line; * — statistically significant 
differences compared to the previous measurement, p<0.05.
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ских препаратах выявлена недифференци-
рованная опухоль с выраженным клеточным 
и ядерным плеоморфизмом и несколькими 
митотическими фигурами. Кроме того, 
наблюдалось несколько областей с вере-
тенообразными клетками. Обнаружены 
основные признаки десмопластической 
стромы, что характерно для рака молоч-
ной железы человека (табл. 3). В группе 
введения МСК гистологический анализ 
места имплантации выявил небольшие, по-
лигональные клетки, имеющие нечёткие 
границы и плеоморфные перекрывающие-
ся ядра. Встречались митотические фигу-
ры. Умеренное количество амфифильной 
и зернистой цитоплазмы. Таким образом, 
присутствовала большая часть признаков, 
позволяющих дифференцировать образец 
как опухолеподобное образование с прео-
бладанием стволовых клеток (табл. 3).

Детекция ДНК человека в тканях 
и органах мыши
При анализе образцов цельной крови, 

образцов тканей и органов мышей из опыт-
ных групп ДНК человека была обнаруже-
на только в области закола Хондросфер. 
В остальных тканях и органах самцов и са-
мок мышей следов анализируемого ПТИ 
не было обнаружено (LOQ<0,001 нг ДНК). 
Таким образом, характер биораспределе-
ния исследуемого продукта на ранних сро-
ках наблюдения (через 3 мес. после вве-
дения) и на поздних сроках наблюдения 
(через 9 мес. после введения) оптимален 
для рекомендованного внутрисуставно-
го пути введения. В группах подкожного 
введения опухолевой культуры или МСК 
человека человеческая ДНК была детек-
тирована в месте введения и в тонком ки-
шечнике.

Рис. 5. Изменение медиан объёмов инокулятов (мм3) в месте введения у животных в опытной группе введения 
Хондросфер на основе хондроцитов человека с течением времени на поздних сроках исследования. По оси аб-
сцисс обозначены сутки после введения.
Примечание: измерение объёмов образований в группах закола дифференцированных производных ИПСК не из-
мерялись после 94-го дня эксперимента, поскольку визуально место закола не отличалось от окружающих тка-
ней.
Fig. 5. Changes in the median volumes of inoculates (mm3) at the injection site in animals in the experimental group 
of administration of Chondrospheres based on human chondrocytes over time at the late stages of the study. The abscissa 
indicates the day after administration.
Note: the measurement of the volume of formations in the groups of administration of differentiated ISC derivatives was 
not measured after day 94 of the experiment, since visually the puncture site did not differ from the surrounding tissues.
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Таблица 3. Гистологические препараты имплантатов на разных сроках после подкожного введения на сроке 
3 мес. после имплантации. Увеличение — 10×, 20×. Масштабный отрезок — 100 мкм, 50 мкм
Table 3. Histological preparations of implants at different periods after subcutaneous injection at a period of 3 months 
after implantation. Magn. ×10, ×20. The scale segment is 100 µm, 50 µm

Группа 
Метод окраски 

Гематоксилин-эозин Альциановый синий

Хондросферы на основе 
хондроцитов человека

Хондросферы на основе 
ИПСК-производных

Хондросферы на основе 
ИПСК-производных 
с нокаутом гена β2m

MDA231

МСК
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Обсуждение результатов
Получение трёхмерных сфероидных 

продуктов на основе аутологичных хон-
дроцитов человека с помощью органоид-
ной технологии является достаточно пер-
спективным направлением для создания 
продуктов для регенеративной медицины. 
Подобные технологии активно применя-
ются за рубежом для клеточной терапии 
объёмных очаговых дефектов гиалино-
вого хряща коленного сустава. Несмотря 
на то, что разрабатываемый нами продукт 
аналогичен по технологии производства 
и по своему составу препарату от компа-
нии «Co.don», его получают по усовер-
шенствованной технологии, что требу-
ет новых исследований безопасности. 
Согласно существующему в нашей стране 
законодательству в области обращения 
лекарственных препаратов, исследование 
фармакокинетики ПТИ включает анализ 
биораспределения, которое характеризует 
миграционный потенциал клеток в составе 
клеточного конструкта. Исследования би-
ораспределения продукта Spheroxтм после 
консультации разработчика с регуляторны-
ми органами проводили на животных с им-
мунодефицитом [25]. Проведённое нами 
исследование биораспределения на имму-
нодефицитных мышах линии Balb/c Nude 
с использованием ПЦР с детекцией в ага-
розном геле показало отсутствие человече-
ской ДНК в тканях и органах, удалённых 
от зоны подкожной имплантации продукта. 
В опытных группах введения ПТИ на осно-
ве клеток человека человеческая ДНК была 
детектирована только в месте импланта-
ции. В группах положительного контроля 
(подкожное введение опухолевой культуры 
или МСК человека) ДНК человека была 
детектирована в месте введения и в тонком 
кишечнике, что свидетельствует о повы-
шенной миграционной активности данных 
линий клеток. Таким образом, в рамках 
тестирования безопасности проведение 
оценки биораспределения ПТИ, предназна-

ченного для имплантации человеку, пред-
ставляется целесообразным с помощью 
описанного подхода.

Технология индуцированных плюрипо-
тентных стволовых клеток (ИПСК), кото-
рая позволяет легко получать клетки, спо-
собные к длительному самообновлению 
и способностью к дифференцировке в лю-
бой тип соматических клеток, в т. ч. хон-
дроциты, может преодолеть ограничения, 
связанные с аутологичными хондроцитами 
[17]. Клеточные технологии, связанные 
с использованием ИПСК в качестве источ-
ника клеток для терапии повреждений хря-
щевой ткани, в настоящее время активно 
развиваются, но протоколы получения хон-
дроцитарных производных из ИПСК и про-
цессы их культивирования в 3D-условиях 
не унифицированы, а готовых продуктов 
из данных клеток на рынке не представле-
но [18]. Поскольку цель нашего исследова-
ния состояла в изучении биораспределения 
нового ПТИ для терапии поражений су-
ставного хряща человека на основе ИПСК, 
дифференцированных в хондрогенном 
направлении, то клетки были проверены 
на наличие экспрессии хондроцитарных ге-
нов методом ПЦР.

Для изучения биораспределения исполь-
зовали иммунодефицитных мышей ли-
нии Balb/c Nude. Данная линия животных 
широко используется в фундаментальных 
и доклинических исследованиях различ-
ных ксенотрансплантатов, в т. ч. на основе 
хондроцитов человека [4]. В своём исследо-
вании мы прибегали к подкожной имплан-
тации Хондросфер, поскольку эта процеду-
ра менее инвазивна, легко масштабируема 
и проста в реализации по сравнению с им-
плантацией в сустав мелких лабораторных 
животных, за зоной инокуляции легко на-
блюдать. Дозу однократного введения ПТИ 
рассчитывали, исходя из предполагаемой 
терапевтической дозы для человека соглас-
но размеру дефектов хрящевой ткани — 
10–70 сфероидов на 1 см2 повреждённой 
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ткани [25]. Для мышей доза составила пять 
сфероидов на одно животное.

Морфометрические данные не выяви-
ли значительных изменений массы тела 
у опытных групп по сравнению с группой 
контроля, что говорит об отсутствии систем-
ного патологичного действия исследуемого 
продукта. Размеры инокулятов с течением 
времени уменьшались, что свидетельствует 
об отсутствии гипертрофии и компактиза-
ции вводимого продукта, в связи с отсутст-
вием механической нагрузки на имплантат. 
Кроме того, наблюдался значимо меньший 
объём образований в группах введения 
Хондросфер на основе ИПСК, дифферен-
цированных в хондрогенном направлении, 
что может быть связано с изначально мень-
шим размером клеток. Влияния со стороны 
используемого протокола дифференциров-
ки клеток не наблюдалось.

Для оценки формирования стабильной 
хрящевой ткани в месте введения ПТИ ме-
ста закола были исследованы с помощью 
гистологического анализа. В результате 
анализа полученных препаратов мы на-
блюдали образование хрящевой ткани уже 
через 90 сут после имплантации, что гово-
рит об успешной интеграции сфероидов 
в тканях мыши. Стоит заметить, что ПТИ 
на основе ИПСК-производных также фор-
мировали нормальную хрящевую ткань. 
На поздних сроках (через 9 мес.) хрящевые 
имплантаты также успешно формировали 
нормальную хрящевую ткань, что говорит 
об их состоятельности.

Для проверки распределения биоптаты 
органов и тканей мыши по прошествии 
90 сут после имплантации были качест-
венно оценены путём анализа на наличие 
экспрессии видоспецифичной для человека 
последовательности гена цитохром-С-ок-
сидазы 1 (COI). Метод ПЦР является одним 
из методов выбора для исследования биора-
спределения продуктов на основе сомати-
ческих клеток [25]. Согласно проведённым 
в мире исследованиям, детекция человече-

ской ДНК методом ПЦР в сочетании с дру-
гим методом визуализации распределения 
исследуемого препарата, например, с ги-
стологией, является достаточным методо-
логическим подходом для анализа биора-
спределения. Известно, что ПЦР является 
высокочувствительным методом анализа, 
который в некоторых случаях может обна-
ружить одну копию целевой ДНК, и поэто-
му разделение рабочих зон — выделения 
ДНК, подготовки смеси, детекции резуль-
татов — и контроль загрязнения на каждом 
этапе имеют решающее значение для ла-
боратории. Хотя это не обсуждается в этой 
статье, предполагается, что все манипуля-
ции, связанные с проведением анализа ПЦР, 
соответствуют надлежащей лабораторной 
практике (GLP).

Выводы
В настоящей работе было проведено 

исследование биораспределения ПТИ 
«Хондросферы», представляющего со-
бой 3D-структуру на основе хондроци-
тов человека. Альтернативным источ-
ником при изготовлении изучаемого 
ПТИ были выбраны ИПСК человека, 
дифференцированные в хондрогенном 
направлении. Биораспределение оцени-
вали через 3 и 9 мес. после подкожной им-
плантации продукта мышам линии Balb/c 
Nude. В качестве контроля животным 
был введён физ. р-р. В ходе исследова-
ния в местах закола продукта наблюдали 
образование стабильной, зрелой хряще-
вой ткани с характерной морфологией 
без признаков аномальной пролиферации. 
Клеточная миграция за пределы области 
имплантации отсутствовала. Полученные 
результаты позволяют заключить, что раз-
работанный нами ПТИ «Хондросферы» 
характеризуется нормальным биораспре-
делением в пределах зоны введения, хо-
рошо интегрируется в подлежащие ткани 
и может быть рекомендован для дальней-
ших исследований.
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МОДЕЛЬ ОСТЕОАРТРИТА,  
ИНДУЦИРОВАННОГО МОНОЙОДАЦЕТАТОМ,  

У ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ

Р.А. Далевич1,2,*, И.А. Дьяченко1,2

1 Пущинский филиал ФГБОУ ВО «Российский биотехнологический университет» 
142290, Российская Федерация, Московская обл., Пущино, просп. Науки, 3

2 Филиал ФГБУН ГНЦ РФ Институт биоорганической химии  
им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН 
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Разработка адекватной биомодели патологического состояния, сопоставимого с клиническим слу-
чаем, остаётся актуальной проблемой. Для изучения анальгетической, противовоспалительной ак-
тивности потенциальных фармакологических веществ разработка модели воспаления с признаками 
дегенерации хрящевой ткани и болью, индуцированной воспалением, расширит возможности сов-
ременных подходов. Модель артрита, индуцированного монойодацетатом (МИА) («Sigma-Aldrich», 
США), осуществлялась на крысах, внутрисуставно вводили 3 мг МИА в 50 мкл стерильного физ. 
р-ра в правый коленный сустав. Оценку верификации модели проводили с использованием стан-
дартной терапии нестероидными противовоспалительными средствами (мелоксикам, ибупрофен), 
введение проводили ежедневно с 3-го по 14-й день после МИА. Воспаление и поведенческие изме-
нения, связанные с болью, оценивали на 3-й, 7-й и 14-й день. На 8-й и 15-й день крыс эвтаназирова-
ли и проводили сбор биологического материала (кровь и правый коленный сустав) для гистологиче-
ского анализа. Измерение концентрации IL-1β в синовиальной жидкости проводили на 8-е и 15-е сут 
после введения МИА в коленный сустав крыс. Однократное введение ибупрофена оказывает выра-
женное анальгетическое действие, не снижает силу хватания лапой, в которую вводили МИА, и пре-
дотвращает инвалидизацию животных. В отличие от ибупрофена, селективный ингибитор цикло-
оксигеназы (ЦОГ2) – мелоксикам – способен только снизить механическую гиперчувствительность 
в тесте фон Фрея. Результаты однократного и курсового введения ингибиторов ЦОГ показали значи-
тельные сходства в болевых тестах, но при анализе уровня воспаления суставов регулярное введе-
ние исследуемых средств было более эффективным, чем разовое применение. При этом мелоксикам 
показал превосходство по сравнению с ибупрофеном. Результаты показаны после гистологического 
анализа коленного сустава, в который вводили МИА. Таким образом, разработана и охарактеризова-
на модель остеоартрита, индуцированного МИА, на лабораторных животных.

Ключевые слова: остеоартрит, монойодацетат, биомодель, мелоксикам, ибупрофен, крысы
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MODEL OF MONOIODOACETATE-INDUCED OSTEOARTHRITIS  
IN LABORATORY ANIMALS

Renata A. Dalevich1,2,*, Igor A. Dyachenko1,2

1 Pushchino Branch of the Russian Biotechnological University 
142290, Russian Federation, Moscow Region, Pushchino, Nauki Ave., 3

2 Branch of the Shemyakin and Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry  
of the Russian Academy of Sciences 
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The development of an adequate biomodel of a pathological condition, comparable to the observed clinical 
case, remains an urgent problem. In order to study the analgesic and anti-inflammatory activity of poten-
tial pharmacological substances, it is important to develop  inflammation models with signs of cartilage 
tissue degeneration and pain induced by inflammation. This extends the capabilities of modern approaches. 
In this work, a model of arthritis induced by monoiodoacetate (MIA) (Sigma-Aldrich, USA) was carried 
out on rats. To that end, 3 mg of MIA in 50 μl of sterile saline solution was administered intra-articularly 
into the right knee joint. The model was verified using standard therapy with non-steroidal anti-inflam-
matory drugs (meloxicam, ibuprofen), which were administered daily from day 3 to day 14 after MIA. 
Inflammation and behavioral changes associated with pain were assessed on days 3, 7, and 14. On days 8 
and 15, the rats were euthanized, and biological material (blood and right knee joint) was collected for his-
tological analysis. The concentration of IL-1β in the synovial fluid was measured on days 8 and 15 after 
MIA administration to the knee joint of the rats. A single administration of ibuprofen had a pronounced 
analgesic activity, preventing disability and not weakening the grip strength of the paw into which MIA 
was administered. At the same time, the selective inhibitor of cyclooxygenase meloxicam was only ca-
pable of  reducing mechanical hypersensitivity in a von Frey test. Therefore, the effects of a single and 
course administration were highly similar in terms of the level of influence in pain tests. However, regular 
administration of cyclooxygenase inhibitors reduced joint inflammation more effectively than a single 
dose. Meloxicam showed a higher efficiency than ibuprofen in reducing joint inflammation. The results 
are shown after histological analysis of the knee joint injected with MIA. Thus, a model of osteoarthritis 
induced by MIA in laboratory animals was developed and characterized.
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Введение
Артрит — воспалительное заболевание, 

характеризующееся деградацией поверхно-
сти суставов, постоянной болью и гиперал-
гезией. Наиболее распространённым видом 
артрита является остеоартрит (ОА), от него 
страдает более 13% взрослого населения. 
ОА характеризуется прогрессирующей де-
генерацией хряща сустава, что приводит 
к модификации периартикулярной кости, 

синовиального сустава и адаптированных 
тканевых элементов [1, 6]. Традиционная 
терапия пациентов с ОА направлена на об-
легчение боли и основана на применении 
кортикостероидов и нестероидных проти-
вовоспалительных средств. Первичный вы-
бор препаратов — ибупрофен и диклофенак, 
которые ингибируют изоформы циклоокси-
геназы ЦОГ-1 и ЦОГ-2, а также мелоксикам, 
преимущественно селективно блокирую-
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щий ЦОГ-2, влияя на превращение арахи-
доновой кислоты в простагландины [10].

Разработка адекватной биомодели па-
тологического состояния, сопоставимого 
с клиническим случаем, остаётся актуаль-
ной проблемой. Для изучения анальгети-
ческой, противовоспалительной актив-
ности потенциальных фармакологических 
веществ разработка модели воспаления 
с признаками дегенерации хрящевой ткани 
по типу остеоартрита расширит возможно-
сти поиска новых соединений, что и опре-
делило цель настоящей работы.

Материалы и методы
Модель остеоартрита, индуцированного 

монойодацетатом (МИА) («Sigma-Aldrich», 
США), исследовалась на крысах, половоз-
релых самцах в возрасте 8 недель, масса 
тела которых на начало эксперимента со-
ставляла 213±35 г. Животные были получе-
ны из Питомника лабораторных животных 
ФИБХ РАН (Московская обл., Пущино). 
Условия содержания соответствовали 
стандартам, указанным в «Руководстве 
по содержанию и использованию животных»  
(«The Guide for Care and Use of Laboratory 
Animals»). Все манипуляции, проводимые 
на животных, были рассмотрены и одобре-
ны Институтской комиссией ФИБХ РАН 
по контролю за содержанием и использова-
нием лабораторных животных (IACUC).

Анестезию экспериментальных и конт- 
рольных животных на 0-й день, перед ма-
нипуляциями, проводили золетилом (20–
40 мг/кг; «Sante Animale», Франция) и кси-
лазином (5–10 мг/кг; «Pharmamagis Ltd.»; 
Венгрия). Животным делали внутрису-
ставную инъекцию 3 мг МИА в 50 мкл 
стерильного физ. р-ра в правый колен-
ный сустав. Контрольной группе вну-
трисуставно вводили такой же объём 
стерильного физ. р-ра. Левый сустав со-
храняли интактным, как и в группах 
контроля. Тестируемые вещества вводи-
ли ежедневно с 3-го по 14-й день после 

МИА. Физ. р-р вводили подкожно в объёме  
2 мл/кг, мелоксикам (0,5  мг/кг; «Boehringer 
Ingelheim», Германия) — внутримышечно 
в объёме 0,3 мл/кг, ибупрофен (40 мг/кг; 
«Татхимфармпрепараты», Россия) — зон-
дом в желудок в объёме 10 мл/кг.

Воспаление суставов и поведенческие 
изменения, связанные с болью, оценивали 
на 3-й, 7-й и 14-й день. На 8-й и 15-й день 
крыс эвтаназировали и проводили сбор би-
ологического материала (кровь и правый ко-
ленный сустав) для гистологического анализа.

Боль после введения МИА оценивали с по-
мощью следующих тестов: спонтанная дви-
гательная активность (тест «Отрытое поле»); 
термическая анальгезия (тест «Горячая пла-
стина»); механическая ноцицепция (альго-
метр на основе пинчера); тест «Сила хва-
та»; механическая чувствительность (тест 
«Нити фон Фрея»); функциональная актив-
ность лап (тест «Распрямление веса между 
задними лапами»). 

Результаты и их обсуждение
Остеоартрит — одно из наиболее рас-

пространённых заболеваний суставов, ха-
рактеризующееся деградацией суставного 
хряща, склерозом субхондральной кости, 
вторичным синовитом и хронической бо-
лью в суставах, что значительно снижает 
качество жизни пациентов. Воспаление 
тканей, сопровождающееся болью, моле-
кулярными и структурными изменениями 
внеклеточного матрикса, которые снижа-
ют гибкость суставов, — всё это являет-
ся отличительными признаками ОА [7, 8]. 
Считается, что модель ОА, индуцированная 
монойодацетатом (МИА), воспроизводит 
процессы ОА в клинической практике [2, 
9]. Введение МИА в коленный сустав кры-
сы вызывает воспаление и дегенеративные 
изменения (деградацию хряща, изменения 
субхондральной кости, синовиальное вос-
паление) [4, 5]. Болевые ощущения у жи-
вотных в индуцированной МИА модели 
воспаления (боль при нагрузке, тактильная 



179БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 176–181

Далевич Р.А., Дьяченко И.А.  
«Модель остеоартрита, индуцированного монойодацетатом, у лабораторных животных»

аллодиния и механическая гипералгезия) 
отражают клинические признаки, характер-
ные для пациентов, страдающих ОА [3]. 

Была изучена модель с валидацией дан-
ных, ибупрофеном (неселективный инги-
битор ЦОГ-1 и -2) и мелоксикамом (селек-
тивный ингибитор ЦОГ-2). 

На 3-й день после введения МИА оце-
нивали воспаление суставов и поведение, 
связанное с болью, через 60 мин после 
первого введения тестируемого вещества / 
физ. р-ра. Ни мелоксикам, ни ибупрофен 
не смогли уменьшить воспаление после 
однократного введения. Все тестируемые 
соединения полностью предотвращали ме-
ханическую гиперчувствительность после 
первого введения и на протяжении всего 
исследования. Ибупрофен достоверно из-
менял показатели в тесте инвалидности 
и улучшал силу хвата после однократного 
введения на 3-й день. Таким образом, од-
нократное введение ибупрофена оказывает 
выраженную анальгетическую активность, 
предотвращая инвалидность и не ослабевая 
силу хватания лапой, в которую вводили 
МИА. Тогда как селективный ингибитор 
ЦОГ-2 мелоксикам был способен только 
снизить механическую гиперчувствитель-
ность в тесте фон Фрея.

Эффекты курсового введения тестируе-
мых веществ оценивали на 7-й день (5 дней 
лечения) и 14-й день (12 дней лечения). 
Обнаружено значительное влияние МИА 
на механическую гиперчувствительность 
и нарушение силы хвата во все временные 
точки эксперимента. Диаметр суставов 
и функциональная активность в тесте инва-
лидности значительно различалась на 3-й 
и 7-й день. Фармакологическое лечение 
уменьшили диаметр сустава на 7-й день, 
подтверждая свою противовоспалитель-
ную активность. Многократное введение 
ибупрофена эффективно предотвращало 
функциональные нарушения в тесте инва-
лидности и силы хвата, тогда как мелокси-
кам был практически неэффективен.

Таким образом, эффекты однократно-
го и курсового введения были очень схо-
жи по уровню влияния в болевых тестах, 
но регулярное введение ингибиторов ци-
клоогсигеназы уменьшало воспаление су-
ставов результативнее, чем однократная 
доза. Селективный ингибитор ЦОГ-2 пока-
зал безопасность, переносимость, а также 
эффективность в лечении ОА лучше, чем 
неселективные ингибиторы циклоогси-
геназы, — как в нашем эксперименте, так 
и в клинике [12]. Причина их эффективно-
сти — более выраженная активность в оча-
ге воспаления. Мелоксикам показал гораздо 
большую эффективность, чем ибупрофен 
в уменьшении воспаления суставов после 
гистологического анализа коленного суста-
ва, в который вводили МИА, следовательно, 
он может иметь больше преимуществ в ле-
чении хронических заболеваний. 

Провоспалительные молекулы (цито-
кины или нейропептиды) накапливаются 
в поражённых суставах во время ОА и вза-
имодействуют с рецепторами на сенсорных 
нейронах, опосредуя ноцицептивные и ней-
ропатические болевые реакции. Роль IL-1β 
в развитии и прогрессировании остеоартри-
та широко обсуждается. Он индуцирует экс-
прессию матриксной металлопротеиназы, 
ответственной за деградацию хряща при ОА, 
и подавляет синтез протеогликанов [11]. В хи-
рургических моделях ОА IL-1β однозначно 
участвует в развитии заболевания, особенно 
на ранних стадиях [11]. В наших экспери-
ментах мы обнаружили повышение уровня 
IL-1β после индукции ОА, но в литерату-
ре имеются и другие результаты, получен-
ные в данной модели. Разнонаправленным 
было действие мелоксикама на концен-
трацию IL-1β в синовиальной жидкости. 
Мелоксикам приводил к значительному 
снижению концентрации IL-1β на ранней 
стадии развития ОА (8-е сут) и не влиял 
на неё на 15-е сут. Гистологический ана-
лиз выявил, что мелоксикам эффективно 
предотвращает воспалительные изменения 
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в суставе и защищает хрящ от разрушения, 
подавляя структурные изменения сустав-
ного хряща, которые наблюдаются во всех 
группах с 8-го по 15-й день.

Выводы
Таким образом, разработана и охаракте-

ризована модель остеоартрита, индуциро-
ванного монойодацетатом, на лаборатор-

ных животных. Полученные результаты 
с использованием стандартных нестероид-
ных противовоспалительных средств по-
зволили оценить и верифицировать модель 
как адекватную клиническим случаям. 
Дальнейшее использование разработанной 
биомодели позволить изучить в экспери-
менте новые фармакологически активные 
вещества. 
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МОДЕЛИРОВАНИЕ СЕРДЕЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ  
ПРИ ПОМОЩИ ЦИКЛОФОСФАМИДА
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1 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный химико-фармацевтический университет» 
Минздрава России 

197376, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, 14, лит. А
2 ФГБОУ ВО «Первый Санкт-Петербургский государственный медицинский университет  

им. академика И.П. Павлова» Минздрава России 
197022, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Льва Толстого, 6–8

В статье представлены результаты воспроизведения циклофосфановой модели сердечной недоста-
точности. В исследовании использовались беспородные мыши массой 18–26 г на начало экспери-
мента. Все мыши были разделены на две группы по 10 животных. Первой группе вводили внутри-
брюшинно циклофосфамид в дозе 15 мг/кг, пятикратно в течение 21 дня (1-й, 5-й, 10-й, 15-й и 21-й 
день). Вторая группа — интактные животные. На животных выполнялась ЭхоКГ дважды: исходно 
до эксперимента (1-я точка) и через неделю после последнего введения (2-я точка, 28-й день). Пред-
ставленная экспериментальная модель может быть полезна для исследования методов профилак-
тики лекарственной токсичности, а также как модель сердечной недостаточности с сохранённой 
фракцией выброса левого желудочка.
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MODELING OF HEART FAILURE WITH CYCLOPHOSPHAMIDE

Ekaterina M. Evgenieva1,*, Alexandra V. Chernomordova2,  
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The article presents the results of reproduction of the cyclophosphane model of heart failure. Outbred 
mice weighing 18–26 g at the onset of the experiment were used. All mice were divided into two groups 
with 10 animals in each. The first group was injected intraperitoneally with cyclophosphamide at a dose 
of 15 mg/kg, five times for 21 days (day 1, 5, 10, 15, and 21). The second group was intact animals. EchoCG 
was performed on the animals twice: baseline before the experiment (point 1) and one week after the last 
injection (point 2, day 28). The presented experimental model may be used for the study of drug toxicity 
prevention methods, as well as a model of heart failure with preserved left ventricular ejection fraction.
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Введение
Сердечная недостаточность (СН) являет-

ся одной из наиболее актуальных проблем 
современной медицины. СН характеризу-
ется эпизодами обострений, приводящими 
к снижению качества жизни, повышению 
риска госпитализации и преждевременной 
смертности [1]. 

Несмотря на достижения в лечении, 
прогноз у этой группы больных остаётся 
неблагоприятным, что требует дальнейших 
исследований, направленных на поиски эф-
фективных средств лечения СН. Внедрение 
новых методов требует достаточной дока-
зательной базы, включающей доклиниче-
ские исследования на экспериментальных 
моделях патологии у животных. 

Циклофосфамид — химиотерапевтиче-
ское средство (алкилирующий агент), вы-
зывающее прямое повреждение эндотелия 
и кардиомиоцитов [5]. Воспроизведение 
кардиотоксического эффекта циклофосфа-
мида важно не только для моделирования 
СН, но и для исследования возможностей 
профилактики неблагоприятного воздейст-
вия данного лекарства на сердечно-сосуди-
стую систему.

Цель работы — воспроизведение цикло-
фосфановой модели СН у мышей и оценка 
её результативности с помощью эхокардио-
графии (ЭхоКГ).

Материалы и методы
В литературных источниках для моде-

лирования СН используют следующие 
схемы: у мышей с внутрибрюшинным вве-

дением циклофосфамида в дозе 200 мг/кг  
однократно [7], у крыс с пероральным вве-
дением циклофосфамида в дозе 1,5 мг/мл 
3 раза в неделю на протяжении 3 мес. [2]. 
Первая схема моделирования использует-
ся в экспериментах сроком не более неде-
ли, вторая — при возможностях длитель-
ного моделирования и наблюдения. Нами 
была предложена оригинальная схема мо-
делирования СН, пригодная для средних 
сроков наблюдения.

В исследовании использовались беспо-
родные мыши массой 18–26 г на начало экс-
перимента. Животных содержали в стан-
дартных условиях вивария в соответствии 
с рекомендациями Коллегии Евразийской 
экономической комиссии от 14.11.2023 г. 
№ 33 «О Руководстве по работе с лабора-
торными (экспериментальными) животны-
ми при проведении доклинических (некли-
нических) исследований».

Все мыши были разделены на две груп-
пы по 10 животных. Первой группе вво-
дили внутрибрюшинно циклофосфамид 
в дозе 15 мг/кг, пятикратно в течение 
21 дня (1-й, 5-й, 10-й, 15-й и 21-й день). 
Вторую группу составили интактные жи-
вотные.

На животных дважды выполнялось 
ЭхоКГ: исходно до эксперимента (1-я точ-
ка) и через неделю после последнего введе-
ния (2-я точка, 28-й день).

Исследование животных проводили 
под хлоралгидратным наркозом (350 мг/кг). 
При ЭхоКГ в М-режиме измеряли: конеч-
ные диастолический и систолический раз-
меры левого желудочка (ЛЖ) (КДР, КСР, 
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мм); размер межжелудочковой перегород-
ки в диастолу (МЖПд, мм), размер задней 
стенки в диастолу (ЗСд, мм). Рассчитывали: 
показатели сократимости ЛЖ — фракцию 
укорочения (ФУ=(КДР–КСР)/КДР×100, %) 
и фракцию выброса (ФВ=(КДО–КСО)/
КДО×100,%) по Тейхольцу. В В-режиме 
измеряли: передне-задний размер левого 
предсердия (ЛП, мм), конечно-диастоличе-
ский размер правого желудочка (ПЖ, мм), 
поперечные и вертикальные размеры лево-
го и правого предсердий (ЛПп, ЛПдл, ППп, 
ППдл, мм), систолическую экскурсию ми-
трального кольца (MAPSE,мм), систоличе-
скую экскурсию кольца трикуспидального 
клапана (TAPSE, мм). 

Статистический анализ данных прово-
дили с использованием программного па-
кета STATISTICA. При оценке значимости 

различий между исследуемыми группами 
проверялась гипотеза о нормальности рас-
пределения признаков с помощью теста 
Шапиро — Уилка.

Для оценки различий между выборками 
с нормальным распределением применяли 
двусторонний дисперсионный анализ по-
вторных измерений с последующим тестом 
множественного сравнения Тьюки HSD.

Результаты и их обсуждение
За период наблюдения у животных 

контрольной группы значимых изменений 
массы тела и данных ЭхоКГ не произошло. 
У животных опытной группы к моменту на-
ступления 2-й контрольной точки отмечено 
значимое увеличение массы тела, увеличе-
ние внутренних размеров ЛЖ (КДР и КСР), 
уменьшение передне-заднего размера ЛП 

Таблица. Динамика показателей ЭхоКГ в опытной и контрольной группах
Table. Dynamics of EchoCG indices in the experimental and control groups

Показатели
Фон Модель

Циклофосфамид Контроль Циклофосфамид Контроль

Масса, г 22,7±1,96 23,33±1,00 25,90±2,131 24,56±2,19

КДР ЛЖ, мм 3,34±0,23 3,62±0,35 3,6±0,261 3,61±0,33

КСР ЛЖ, мм 1,77±0,16 2,04±0,31 2,13±0,221 2,21±0,11

МЖПд 0,87±0,09 0,82±0,24 0,87±0,19 0,85±0,03

ЗСд 0,69±0,14 0,78±0,13 0,61±0,08 0,67±0,09

ФУ 46,87±4,10 44,66±6,01 41,5±1,11 40,36±5,22

ФВ (Т) 83,86±3,54 81,47±5,89 78,82±1,17 77,17±5,83

ПЖ, мм 1,77±0,05 1,83±0,22 1,83±0,15 1,93±0,22

ЛП, мм 2,18±0,21 1,99±0,18 1,85±0,201,2 2,19±0,11

MAPSE 0,82±0,17 0,68±0,04 0,59±0,08 0,86±0,15

TAPSE 1,13±0,11 1,06±0,08 0,77±0,091,2 1,05±0,11

ЛПп, мм 2,57±0,29 2,64±0,11 2,41±0,21 2,46±0,27

ЛПдл, мм 2,83±0,24 2,96±0,29 2,45±0,38 2,57±0,25

ППп, мм 1,85±0,2 1,99±0,19 1,97±0,14 1,93±0,19

ППдл, мм 2,22±0,14 2,38±0,15 2,14±0,28 2,2±0,17

Примечание: данные представлены в виде M±m, где М — среднее арифметическое значение показателя группы, 
m — среднеквадратическое отклонение. В надстрочном индексе: 1 — p<0,01 в сравнении с 1-й точкой группы 
циклофосфамида; 2 — p<0,05 в сравнении со 2-й точкой группы контроля.
Note: data are presented as M±m, where M — arithmetic mean of the group index, m — standard deviation. In super-
script: 1 — p<0.01 in comparison with point 1 of cyclophosphamide group; 2 — p<0.05 in comparison with point 2  
of control group.  
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и TAPSE (табл.). При этом размер левого 
предсердия и величина TAPSE у животных 
опытной группы оказались ниже, чем у мы-
шей из группы контроля. 

Увеличение ЛЖ и снижение сократимо-
сти ПЖ (снижение TAPSE) могут свиде-
тельствовать о развитии циклофосфамид-
индуцированной кардиомиопатии, а рост 
массы тела животных — о возможной за-
держке жидкости, свойственной сердечной 
недостаточности. Отсутствие значимого 
снижения ФВ ЛЖ не противоречит по-
нятию циклофосфамид-индуцированной 
кардиотоксичности, т. к. хорошо извест-
но, что у большинства пациентов с этим 
осложнением высокодозной химиотерапии 
наблюдается преимущественно диастоли-
ческая СН [6]. Увеличение размеров ЛЖ 
при неизменной толщине стенок предпола-
гает увеличение массы миокарда ЛЖ, так-

же свойственное циклофосфамидной кар-
диомиопатии [4].

Следует отметить, что нами впервые 
для оценки результативности «циклофос-
фамидной» модели СН применена ЭхоКГ, 
которая может дать ценную информа-
цию не только о ремоделировании сердца, 
но и о гемодинамике экспериментальных 
животных. Предыдущие модели опирались 
только на патоморфологические данные [3].

Заключение
Воспроизведена циклофосфановая мо-

дель сердечной недостаточности на мышах, 
для контроля результативности которой ис-
пользована ЭхоКГ. Модель может быть полез-
на для исследования методов профилактики 
лекарственной токсичности, а также как мо-
дель сердечной недостаточности с сохранён-
ной фракцией выброса левого желудочка.
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СРАВНИТЕЛЬНАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ ЭТМАБЕНА  
И ЭМПАГЛИФЛОЗИНА В МОНО- И КОМБИНИРОВАННОЙ 

ТЕРАПИИ ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ ХРОНИЧЕСКОЙ  
СЕРДЕЧНОЙ НЕДОСТАТОЧНОСТИ

Д.Ю. Ивкин*, М.В. Краснова, Е.Д. Семивеличенко, А.А. Карпов,  
В.Е. Ковансков, С.В. Оковитый 
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В нескольких исследованиях была продемонстрирована кардиотропная активность производного 
малоновой кислоты — этмабена, возможность применения эмпаглифлозина при хронической сер-
дечной недостаточности доказана рядом доклинических и клинических исследований. Авторы про-
вели сравнительную оценку эффективности препаратов в схемах монотерапии и комбинированного 
применения на модели экспериментальной хронической сердечной недостаточности у крыс.
Наиболее эффективной схемой лечения оказалось применение этмабена, комбинирование его с эм-
паглифлозином привело к снижению эффективности, вне зависимости от того, какой из этих препа-
ратов являлся стартовым.
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COMPARATIVE EFFICACY OF ETMABEN AND EMPAGLIFLOZIN  
IN MONO- AND COMBINED THERAPY OF EXPERIMENTAL 

CHRONIC HEART FAILURE

Dmitry Yu. Ivkin*, Marina V. Krasnova, Evgeniy D. Semivelichenko, Andrew A. Karpov, 
Vladislav E. Kovanskov, Sergey V. Okovitiy
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The cardiotropic activity of etmaben, a malonic acid derivative, has been confirmed by a number of studies. 
The possibility of using empagliflozin in chronic heart failure has been proven in a number of preclinical 
and clinical studies. In this study, the efficacy of the drugs in monotherapy and combined use regimens 
is compared using a model of experimental chronic heart failure in rats. The most effective treatment 
regimen was found to be etmaben; its combination with empagliflozin led to a decrease in effectiveness, 
regardless of which of these drugs was the starting drug. 

4.0



188 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 187–190 

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
NON-CLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

Keywords: shortening fraction, malonic acid derivative
Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.
For citation: Ivkin D.Yu., Krasnova M.V., Semivelichenko E.D., Karpov A.A., Kovanskov V.E., Oko- 
vitiy S.V. Comparative Efficacy of Etmaben and Empagliflozin in Mono- and Combined Therapy of Ex-
perimental Chronic Heart Failure. Journal Biomed. 2024;20(3E):187–190. https://doi.org/10.33647/2713-
0428-20-3E-187-190

Submitted 15.04.2024 
Revised 05.08.2024 
Published 01.11.2024

Введение
В проведённых ранее исследованиях эт-

мабена в качестве референтных препаратов 
использовали мельдоний, триметазидин 
и этилметилгидроксипиридина сукцинат 
[2]. Дизайн исследований кардиотропного 
эффекта этмабена и эмпаглифлозина подра-
зумевал оценку эффективности при моно-
терапии [1, 2, 5]. 

Целью работы явилось сравнительное 
изучение эффективности этмабена по отно-
шению к фозиноприлу и эмпаглифлозину 
на первом этапе и комбинаций, получен-
ных путём добавления эмпаглифлозина 
к этмабену и этмабена к эмпаглифлозину, — 
на втором.

Материалы и методы
Крысы-самцы породы Brown Norway 

Catholic Rats были получены путём раз-
множения в виварии ФГБОУ ВО СПХФУ 
Минздрава России, в работе с ними со-
блюдались все биоэтические нормы. 
Моделирование хронической сердечной 
недостаточности (ХСН) проводили по стан-
дартной методике лигирования левой ко-
ронарной артерии [4]. Через 1 мес. после 
перевязки осуществляли рандомизацию 
животных, исходя из значения фракции 
укорочения (ФУ). Были сформированы 
четыре группы животных: группа 1 — па-
тология без лечения (контроль, n=10); жи-
вотные группы 2 получали 10 мг/кг фози-
ноприла (n=10); группа 3 — эмпаглифлозин 

Рис. Результаты оценки фракции укорочения при терапии экспериментальной хронической сердечной недоста-
точности.
Fig. Assessment of the shortening fraction during treatment of experimental chronic heart failure
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в дозе 1 мг/кг (n=20); группа 4 — этмабен 
в дозе 60 мг/кг (n=20). Через 1 мес. ежед-
невного перорального введения препара-
тов животных вводили в наркоз и повторно 
оценивали показатели эхокардиографиче-
ского исследования. Животные группы 3 
были повторно рандомизированы и разде-
лены на две подгруппы: 3А — продолжали 
получать эмпаглифлозин, 3Б — добавление 
этмабена. Та же манипуляция была про-
ведена с животными группы 4 — 4А про-
должили получать этмабен, в 4Б добавлен 
эмпаглифлозин. После месяца терапии по-
вторно проведено эхокардиографическое 
исследование.

Результаты исследований
Сравнение ФУ у животных разных групп 

представлено на рисунке. После введения 
препаратов в течение 1 мес. ФУ у живот-
ных группы этмабена значимо увеличилась 
по отношению к контролю и двум препара-
там сравнения. Фозиноприл и эмпаглифло-
зин не вызывали значимого увеличения ФУ 
по сравнению с контролем.

В проведённых ранее исследованиях 
сходного дизайна значимый прирост фрак-
ции выброса и ФУ при терапии фозинопри-
лом и эмпаглифлозином наблюдался спустя 
3 мес. от начала введения препаратов [5]. 
При этом введение эмпаглифлозина на эта-
пе формирования ХСН позволяло повысить 
ФУ по сравнению с патологией без лечения 
[3]. Напротив, введение этмабена при фор-
мировании ХСН не вызывало значимого 
улучшения эхокардиографических пока-
зателей. Через 2 мес. продемонстрирова-
но отсутствие синергизма между этмабе-
ном и эмпаглифлозином вне зависимости 
от препарата стартовой терапии.

Выводы
На коротких сроках исследования 

(1 и 2 мес.) производное малоновой кислоты, 
этмабен, превосходил ингибитор ангиотен-
зинпревращающего фермента фозиноприл 
и блокатор натрий-глюкозного ко-транспор-
тёра эмпаглифлозин, причём комбинация 
с последним не приводила к синергическим 
лекарственным взаимодействиям.
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работке. В эксперименте установлено, что содержание крыс популяции линий Wistar на высокока-
лорийной диете в сочетании с введением тилоксапола при различных режимах во второй половине 
беременности приводит к нарушению толерантности к глюкозе, увеличению уровня ДНК-повре-
ждений в органах потомства и отклонениям в постнатальном периоде развития. Предложенная 
модель может использоваться для поиска средств фармакологической коррекции репродуктивных 
нарушений при гестационном диабете.

Ключевые слова: гестационный диабет, высококалорийная диета, тилоксапол, ДНК-кометы, по-
томство, крысы
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Качалов К.С., Соломина А.С., Родина А.В. Репродуктивные нарушения у мате-
рей и потомства крыс при моделировании гестационного диабета высококалорийной диетой в со-
четании с тилоксаполом. Биомедицина. 2024;20(3E):191–196. https://doi.org/10.33647/2713-0428-20-
3E-191-196

Поступила 15.04.2024 
Принята после доработки 28.08.2024 
Опубликована 01.11.2024

REPRODUCTIVE DISORDERS IN MOTHERS AND OFFSPRING  
OF RATS IN  GESTATIONAL DIABETES MODELLED  

WITH A HIGH-CALORIE DIET IN COMBINATION WITH TYLOXAPOL

Kirill S. Kachalov*, Anna S. Solomina, Anastasia V. Rodina
Federal Research Center for Original and Promising Biomedical and Pharmaceutical Technologies 

125315, Russian Federation, Moscow, Baltiyskaya Str., 8

The absence of a generally accepted model of gestational diabetes makes the task of its search and develop-
ment highly relevant. The conducted experiments found that a high-calorie diet in combination with tyloxa-
pol administration in various modes in the second half of pregnancy of Wistar rats leads to impaired glucose 
tolerance, an increase in the level of DNA damage in the organs of offspring, and deviations in the postnatal 
period of development. The proposed model can be used to search for pharmacological correction of repro-
ductive disorders in gestational diabetes.

Keywords: gestational diabetes, high-calorie diet, tyloxapol, DNA comet assay, offspring, rats 
Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.

4.0



192 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 191–196 

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
NON-CLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

For citation: Kachalov K.S., Solomina A.S., Rodina A.V. Reproductive Disorders in Mothers and 
Offspring of Rats in Gestational Diabetes Modelled with a High-Calorie Diet in Combination with 
Tyloxapol. Journal Biomed. 2024;20(3E):191–196. https://doi.org/10.33647/2713-0428-20-3E-191-196

Submitted 15.04.2024 
Revised 28.08.2024 
Published 01.11.2024

Введение
Гестационный сахарный диабет (ГСД) — 

нарушение обмена углеводов, впервые 
диагностируемое во время беременности 
и характеризующееся нарушением толе-
рантности к глюкозе различной степени вы-
раженности. По данным Международной 
Федерации диабета, ГСД ежегодно диаг-
ностируется у 17% беременных во всём 
мире [6]. К факторам риска развития ГСД 
относятся: сахарный диабет в семейном 
анамнезе или ГСД в анамнезе самой паци-
ентки, малоподвижный образ жизни, вы-
сокоуглеводная диета, а также лишний вес 
и ожирение. Патогенез ГСД принципиаль-
но отличается от сахарного диабета 1-го 
и 2-го типа и связан с преходящими изме-
нениями именно у беременных. Несмотря 
на обратимость гипергликемии при ро-
доразрешении, ГСД индуцирует наруше-
ния материнского организма (патологии 
родовой деятельности, риск развития за-
болеваний сердечно-сосудистой системы) 
и вызывает различные неврологические 
и метаболические отклонения у потомства 
[5, 7]. В основе указанных нарушений мо-
гут лежать выявляемые при ГСД первичные 
повреждения ДНК [2], которые в последнее 
время служат маркером различных патоло-
гий (в т. ч. сопровождающихся гиперглике-
мией) и подлежат отдельной оценке.

На данный момент не существует обще-
принятой модели ГСД. Диабетогены аллок-
сан и стрептозотоцин не позволяют воспро-
извести поэтапность патогенеза и основные 
клинические проявления ГСД, что ставит 
задачу по изысканию новых путей для мо-
делирования данного заболевания.

Цель работы — исследовать метаболи-
ческие нарушения у матерей и фетотоксиче-
ское действие у потомства в антенатальном 
и постнатальном периоде при гестацион-
ном диабете, индуцированном высококало-
рийной диетой в сочетании с тилоксаполом.

Материалы и методы
Исследование проведено на самках крыс 

популяции линий Wistar (n=42; возраст 
14 недель; масса тела не менее 220 г), по-
лученных из Филиала «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России (Московская обл.). 
Животных содержали в виварии ФГБНУ 
«ФИЦ оригинальных и перспективных би-
омедицинских и фармацевтических тех-
нологий» в соответствии с ГОСТ 33215-
2014. В начале эксперимента животных 
случайным образом разделяли на группы. 
Контрольная группа животных содержалась 
на стандартном корме и воде. Животных 
опытных групп содержали на высококало-
рийной диете (состоящей из корма с 60% 
животного жира) и 10%-ном р-ре сахаро-
зы в качестве единственного источника 
жидкости, не менее 4 недель до беремен-
ности и на протяжении периода беремен-
ности длительностью не менее 3 недель. 
С 14-го дня беременности (ДБ) животным 
контрольной группы внутрибрюшинно 
вводили фосфатно-солевой буфер (ФСБ) 
с pH=7,4. Животным опытных групп вво-
дили тилоксапол (Triton WR-1339), модели-
рующий гиперлипидемию за счёт ингиби-
рования липопротеинлипазы и увеличения 
активности ГмГ-КоА-редуктазы и обла-
дающий способностью обратимо и уме-
ренно повышать уровень глюкозы в крови 
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грызунов [4]. Тилоксапол использовали 
в дозе 200 мг/кг в ФСБ (pH=7,4) трёхкратно 
(на 14-й, 17-й, 20-й ДБ) или четырёхкратно 
(на 14-й, 16-й, 18-й и 20-й ДБ). На 20-й день 
животных всех групп животных ограничи-
вали в доступе к корму и содержали толь-
ко на воде. На 21-й ДБ животным измеря-
ли уровень глюкозы натощак (глюкометр 
«Diacont») и проводили внутривенный 
глюкозотолерантный тест (ВГТТ) с после-
дующим расчётом площади под кривой 
(AUC) [3]. Одну часть самок декапитиро-
вали, и в ходе некропсии из каждого рога 
матки извлекали по одному плоду вместе 
с плацентой. Уровень ДНК-повреждений 
оценивали в образцах плаценты, пече-
ни и мозга плодов методом ДНК-комет 
в щелочной версии (с вычислением % ДНК 
в хвосте кометы) [1]. Другую часть самок 
оставляли на роды и наблюдали за выжива-
емостью потомства и его психо-поведенче-

ским статусом после 60-го дня жизни (ДЖ) 
в тестах «Приподнятый крестообразный 
лабиринт» (ПКЛ), «Распознавание нового 
объекта» (РНО), «Открытое поле» (ОП), 
«Экстраполяционное избавление» (ЭИ).

Для статистической обработки данных 
использовали ранговые критерии Манна — 
Уитни и Краскела — Уоллиса. Различия 
между группами считали статистически 
значимыми при p<0,05.

Результаты исследований
Содержание животных на ВКД в сочета-

нии с тилоксаполом в дозе 200 мг/кг при-
водило к достоверному повышению уровня 
глюкозы в крови натощак при трёхкратном 
режиме до 5,6 ммоль/л, при четырёхкрат-
ном — до 7,6 ммоль/л (против 4,4 ммоль/л 
в контрольной группе). В результате про-
ведения ВГТТ установлено сопостави-
мое нарушение толерантности к глюкозе 

Рис. Внутривенный глюкозотолерантный тест: А — площадь под кривой (AUC) на 21-й день беременности; 
Б — ДНК-повреждения в тканях плодов.
Примечание: Тилоксапол 3× – трёхкратный режим введения тилоксапола в дозе 200 мг/кг; Тилоксапол 4× — 
четырёхкратный режим введения тилоксапола в дозе 200 мг/кг; данные представлены в виде медиан групп; 

* — статистически значимые различия при р<0,05 по сравнению с контрольной группой. 
Fig. Intravenous glucose tolerance test: A – area under the curve (AUC) on the 21st day of pregnancy; Б — DNA 
damage in fetal tissues.
Note: Tyloxapol 3× — three-time regimen of administration of tyloxapol at a dose of 200 mg/kg; Tyloxapol 4× — four-
time regimen of administration of tyloxapol at a dose of 200 mg/kg; data are presented in the form of group medians; 

* — statistically significant differences at p<0.05 compared with the control group.
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в опытных группах на 21-й ДБ (рис., А). 
При оценке генотоксичности в результате 
трёхкратного введения тилоксапола было 
установлено значимое увеличение уров-
ня ДНК-повреждений в плаценте и пече-
ни плодов, тогда как при четырёхкратном 
режиме введения тилоксапола показатель 
поврежденности ДНК был значимо выше 
во всех исследуемых тканях (рис., Б). 
Полученные данные согласуются с клини-
ческими наблюдениями, указывающими 
на увеличение поврежденности ДНК у ма-
терей и новорождённых на фоне ГСД [2].

В раннем постнатальном периоде вы-
живаемость потомства составила 100% 
в контрольной группе, в модели ГСД 
на фоне трёхкратного введения тилоксапо-

ла выживаемость составила 75%. При че-
тырёхкратном введении тилоксапола доля 
выживших крысят значимо снижалась 
(до 30%), что не позволило получить доста-
точное количество потомства обоего пола 
для проведения поведенческих тестов.

В модели ГСД при трёхкратном введении 
тилоксапола — на фоне отсутствия ДНК-
повреждений в мозге плодов — и самки, 
и самцы потомства демонстрировали зна-
чимое увеличение тревожности в тесте 
ПКЛ, снижение индекса распознавания 
нового объекта в тесте РНО, уменьшение 
исследовательской и горизонтальной дви-
гательной активности в тесте ОП и увели-
чение времени принятия решения в тесте 
ЭИ (табл.).

Таблица. Результаты проведения поведенческих тестов после 60-го дня жизни потомства
Table. Results of behavioral tests following 60 days of offspring life

Измеряемый показатель Группа Самки Самцы
Тест «Приподнятый крестообразный лабиринт»

Нахождение  
в открытом рукаве, с

Контроль 136,9 
[76,2÷216,6]

80,7 
[32,6÷257,3]

Тилоксапол 3× 52,1* 
[38,2÷63,3]

21,7* 
[8,4÷40,5]

Нахождение  
в закрытом рукаве, с

Контроль 83,7 
[63,4÷148,8]

168,0 
[38,8÷234,8]

Тилоксапол 3× 230,9* 
[203,9÷245,2]

268,7* 
[214,4÷281,5]

Тест «Распознавание нового объекта»

Индекс распознавания 
нового объекта

Контроль 63,5 
[53,8÷73,9]

61,9 
[61,2÷64,2]

Тилоксапол 3× 49,5* 
[42,4÷57,2]

52,3* 
[37,8÷64,0]

Тест «Экстраполяционное избавление»

Время принятия решения
Контроль 3,0 

[2,43÷9,1]
5,8 

[3,8÷7,9]

Тилоксапол 3× 23,6* 
[5,0÷60,0]

17,4* 
[13,3÷31,7]

Тест «Открытое поле»

Горизонтальная 
двигательная активность

Контроль 57,5 
[45,0÷67,0]

47,0 
[39,0÷52,0]

Тилоксапол 3× 34,0* 
[29,0÷47,0]

25,5* 
[13,0÷33,0]

Примечание: с — секунды; Тилоксапол 3× — трёхкратный режим введения тилоксапола в дозе 200 мг/кг; 
данные представлены в виде медиан групп и 25% и 75% квартилей; * — статистически значимые различия 
при  р<0,05 по сравнению с контрольной группой. 
Note: c — seconds; Tyloxapol 3× — three-time regimen of administration of tyloxapol at a dose of 200 mg/kg; data are 
presented in the form of group medians and 25% and 75% quartiles; * — statistically significant differences at p<0.05 
compared with the control group.
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«Репродуктивные нарушения у матерей и потомства крыс при моделировании  
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Заключение
Сочетание высококалорийной диеты и ти-

локсапола в трёхкратном и четырёхкратном 
режиме вызывает значимую гиперглике-
мию натощак и достоверное нарушение 
толерантности к глюкозе у самок крыс, уве-
личение уровня ДНК-повреждений в эм-
бриональных тканях и отклонения в пове-

дении у взрослого потомства. Полученные 
данные согласуются с клиническими про-
явлениями гестационного сахарного диа-
бета, позволяя использовать предложенную 
модель для поиска и оценки эффективности 
фармакологических корректоров снижать 
репродуктивные нарушения при исследуе-
мой патологии.
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И СКEЛЕТНЫХ МЫШЦ У МЫШЕЙ ЛИНИИ DB/DB  

РАЗНЫХ ВОЗРАСТНЫХ ГРУПП

Т.М. Матузок1,*, В.А. Приходько1, В.Е. Карев2, О.В. Буюклинская1, С.В. Оковитый1

1 ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государственный химико-фармацевтический университет» 
Минздрава России 

197376, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, 14, лит. А
2 ФГБУ «Детский научно-клинический центр инфекционных болезней ФМБА России» 

197022, Российская Федерация, Санкт-Петербург, ул. Профессора Попова, 9

Целью данной работы стало изучение патоморфологических изменений ткани печени и скелетных 
мышц у мышей линии C57Bl/Ks-db+/+m (db/db) разного возраста. Исследование было проведено 
на мышах-самках db/db в возрасте 3 мес. (n=7) и 7 мес. (n=5). По результатам гистоморфологическо-
го исследования не было обнаружено существенных различий между группами.
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Введение
С увеличением числа пациентов с ожире-

нием возрастает риск возникновения мета-
болических заболеваний, таких как неалко-
гольная жировая болезнь печени (НАЖБП) 
и сахарный диабет 2-го типа (СД-2) [1]. 
Мыши линии C57Bl/Ks-db+/+m (db/db) 
в связи с мутацией в гене рецептора лепти-
на имеют лептинрезистентность, поэтому 
для них характерны гиперфагия, гипоме-
таболизм, ожирение, с формированием 
к 4 мес. жизни СД-2. Использование этой 
линии как модели связывают со схожестью 
патогенеза СД-2 у db/db и человека. В то же 
время ожирение и инсулинорезистентность 
являются одними из основных факторов 
развития НАЖБП и саркопении [2, 4].

На прогрессирование НАЖБП и сарко-
пении, помимо сопутствующих патологий, 
влияет естественное старение. Возрастные 
изменения сопровождаются укорочени-
ем теломер, что приводит к необратимой 
остановке клеточного роста, нарушениям 
пролиферации и аутофагии, повреждению 
ДНК не только самих клеток, но и митохон-
дрий, что вызывает усугубление оксидатив-
ного стресса — одного из важных факторов 
патогенеза заболеваний [4].

В связи с указанным целью данного ис-
следования стало изучение влияния про-
цессов старения на гистоморфологические 
изменения печени и скелетных мышц у мы-
шей линии db/db как модели СД-2.

Материалы и методы
Исследование проводили в соответст-

вии с принципами Базельской декларации 
и Правилами надлежащей лабораторной 
практики Евразийского экономического 

союза в сфере обращения лекарственных 
средств после одобрения биоэтической ко-
миссией ФГБОУ ВО СПХФУ Минздрава 
России. Эксперименты были выполнены 
на 5 молодых взрослых (3 мес.; группа 3) 
и 7 взрослых (7 мес.; группа 7) мышах-самках 
линии C57Bl/Ks-db+/+m массой 40–55 г, по-
лученных из филиала «Столбовая» ФГБУН 
«Научный центр биомедицинских техно-
логий ФМБА России» (Московская обл.). 
Мыши получали «Полнорационный комби-
корм для лабораторных животных» (ООО 
«Лабораторкорм», Россия) и воду, соот-
ветствующую требованиям ГОСТ 2874-82 
«Вода питьевая». Доступ к корму и воде 
был обеспечен ad  libitum.

В течение 5 недель до конца эксперимента 
еженедельно измеряли массу тела мышей.

После проведения всех исследований жи-
вотных выводили из эксперимента путём 
эвтаназии в атмосфере углекислого газа 
(«Bioscape/Zoonlab GmbH», Германия) и за-
бирали ткани печени и скелетных мышц 
нижней конечности для гистоморфологи-
ческого анализа. Подготовленные образцы 
ткани окрашивали гематоксилином и эози-
ном, пикрофуксином либо суданом III.

Для каждого образца ткани печени оце-
нивали наличие и выраженность основных 
признаков поражения печени (воспаление 
по шкале METAVIR-A [2]; жировая ди-
строфия гепатоцитов; баллонная (белковая) 
дистрофия гепатоцитов; холестаз, некроз 
и фиброз), используя шкалу от 0 до 3, где 
0 — отсутствие признака; 1 — слабовыра-
женный признак; 2 — умеренно выражен-
ный признак; 3 — выраженный признак. 
В рамках оценки тяжести фибротических 
изменений по аналогичной шкале отдель-
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но оценивали выраженность перипор-
тального сегментарного фиброза, фиброза 
центральных вен, внутридолькового пери-
синусоидального фиброза и наличие фи-
брозных септ. Стадирование фиброза пе-
чени осуществляли по шкале METAVIR-F 
[1]. Дополнительно оценивали наличие 
патологической клеточной инфильтрации 
паренхимы печени. Для каждого образца 
ткани скелетных мышц оценивали наличие 
и выраженность интерстициальной кле-
точной инфильтрации, пролиферативных 
изменений перимизия, интерстициального 
фиброза, некроза, дистрофических изме-
нений и гипертрофии мышечных волокон, 
используя аналогичную шкалу.

Статистическую обработку дан-
ных проводили с помощью программы 
Prism 9.0.0 («GraphPad Software», США). 
Нормальность распределения количест-
венных признаков проверяли с помощью 
W-критерия Шапиро — Уилка. При нор-
мальном распределении количественных 
признаков значимость различий оцени-
вали с помощью t-критерия Стьюдента, 
при отличном от нормального распреде-
лении — с помощью U-критерия Манна 

— Уитни. Порог статистической значи-
мости устанавливали на уровне p<0,05. 
Числовые данные представлены в виде 
средних арифметических с указанием 
стандартной ошибки средних. Для анали-
за балльных значений использовали про-
граммную среду R 4.1.1 («R Foundation 
for Statistical Computing», Австрия) с ин-
тегрированной средой разработки RStudio 
1.4.1717 («Rstudio, PBC», США), а также 
пакет функций RVAideMemoire 0.9-81 [3]. 
Значимость различий между распределени-
ями частот встречаемости шкалированных 
оценок оценивали с помощью расширен-
ного точного теста Фишера с поправкой 
Холма — Бонферрони по описанному ранее 
протоколу [5].

Суммы баллов на графиках представлены 
в виде медианы и 95%-ного доверительно-
го интервала (95% ДИ). Порог статистиче-
ской значимости устанавливали на уровне 
p<0,05.

Результаты исследований
За 5 недель наблюдения за животными 

был обнаружен статистически значимый 
прирост средней массы тела животных 

Рис. 1. Суммарные балльные оценки и распределение балльных оценок выраженности гистоморфологических 
признаков повреждения печени. 3 — группа мышей в возрасте 3 мес., 7 — группа мышей в возрасте 7 мес.
Fig. 1. Total scores and score distribution for the severity of histomorphological signs of liver damage. 3 — group 
of mice aged 3 months, 7 — group of mice aged 7 months.
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Рис. 2. Суммарные балльные оценки и распределение балльных оценок выраженности гистоморфологических 
признаков повреждения скелетных мышц нижних конечностей. 3 — группа мышей в возрасте 3 мес., 7 — группа 
мышей в возрасте 7 мес.
Fig. 2. Total scores and score distribution for the severity of histomorphological signs of damage to skeletal muscles 
of the lower extremities. 3 — group of mice aged 3 months, 7 — group of mice aged 7 months.

в группе 3 — с 42,92±1,66 до 49,14±1,68 г 
(p<0,05) и в группе 7 — с 47,40±1,2 
до 52,76±1,36 г (p<0,05). Разница в массах 
между группами не была статистически 
значимой.

У всех животных наблюдалась баллонная 
(белковая) дистрофия гепатоцитов различ-
ной степени выраженности. В гепатоцитах 
большинства животных обнаруживались 
мелкие вакуоли, депонирующие нейтраль-
ные жиры, а также средне- и крупнока-
пельная жировая дистрофия гепатоци-
тов, наиболее выраженная у животных 
из группы 7. У всех испытуемых обнару-
жены различной степени выраженности 
повреждения паренхимы печени, условно 
соответствующие преимущественно уме-
ренной и реже высокой гистологической 
активности гепатита. Также у большинст-
ва животных обеих групп отмечались яв-
ления фиброза, соответствующие 1 баллу 
по шкале METAVIR-F, преимущественно 
в виде нерезко выраженного расширения 

стромы большинства портальных трак-
тов. Медианная суммарная оценка в груп-
пе 3 составила 11 баллов (95% ДИ: 9–13), 
в группе 7 — также 11 баллов (95% ДИ: 
7–14) (рис. 1).

Патологические изменения скелетных 
мышц прослеживались у большинства жи-
вотных обеих групп. Жировая дистрофия 
с мелкогранулярной депозицией нейтраль-
ных жиров в сарколемме отмечалась у боль-
шинства животных, однако наиболее выра-
женной была в группе 3. Компенсаторная 
гипертрофия части мышечных волокон об-
наруживалась редко. Медианная суммарная 
оценка в группе 3 составила 2 балла (95% 
ДИ: 2–4), в группе 7 — также 2 балла (95% 
ДИ: 2–3) (рис. 2).

Выводы
У мышей линии db/db в возрасте 3 и 7 мес. 

не выявлено значимых различий патомор-
фологических изменений печени и скелет-
ных мышц нижних конечностей.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ | REFERENCES
1. Bedossa P., Poynard T. An algorithm for the grad-

ing of activity in chronic hepatitis C. The METAVIR 
Cooperative Study Group. Hepatology. 1996;24(2):289–
293. DOI: 10.1002/hep.510240201

2. Dalbøge L.S., Almholt D.L., Neerup T.S., Vassiliadis E., 
Vrang N., Pedersen L., Fosgerau K., Jelsing J. 
Characterisation of age-dependent beta cell dynamics 
in the male db/db mice. PloS One. 2013;8(12):e82813. 
DOI: 10.1371/journal.pone.0082813



201БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 197–201

Матузок Т.М., Приходько В.А., Карев В.Е., Буюклинская О.В., Оковитый С.В.  
«Патоморфологические изменения в тканях печени  

и скелетных мышц у мышей линии db/db разных возрастных групп»

3. Hervé M. RVAideMemoire: Testing and plotting pro-
cedures for biostatistics. R Package Version 0.9-81-2. 
Available online. 2021.

4. Ogawa S., Yakabe M., Akishita M. Age-related sar-
copenia and its pathophysiological bases. Inflamm 
Regener. 2016;36:17. DOI: 10.1186/s41232-016-
0022-5

5. Prikhodko V.A., Karev V.E., Sysoev Y.I., Ivkin D.Y., 
Okovityi S.V. A simple algorithm for semiquantitative 
analysis of scored histology data in the R environment, 
on the example of murine non-alcoholic steatohepa-
titis pharmacotherapy. Livers. 2022;2(4):412–424. 
DOI:  10.3390/livers2040031

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ | INFORMATION ABOUT THE AUTHORS

Матузок Татьяна Максимовна*, ФГБОУ ВО 
«Санкт-Петербургский государственный хими-
ко-фармацевтический университет» Минздрава 
России;
e-mail: matuzok.tatyana@pharminnotech.com

Tatyana M. Matuzok*, Saint Petersburg State 
Chemical and Pharmaceutical University of the  Mi-
nistry of Health Care of Russia;
e-mail: matuzok.tatyana@pharminnotech.com

Приходько Вероника Александровна, к.б.н., 
ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский государст-
венный химико-фармацевтический универси-
тет» Минздрава России;
e-mail: veronika.prihodko@pharminnotech.com

Veronika A. Prikhodko, Cand. Sci. (Biol.), Saint 
Petersburg State Chemical and Pharmaceutical 
University of the Ministry of Health Care of Russia;
e-mail: veronika.prihodko@pharminnotech.com

Карев Вадим Евгеньевич, д.м.н., проф., ФГБУ 
«Детский научно-клинический центр инфекци-
онных болезней ФМБА России»;
e-mail: vadimkarev@yandex.ru

Vadim E. Karev, Dr. Sci. (Med.), Prof., Pediatric 
Research and Clinical Center for Infectious 
Diseases of the Federal Medical and Biological 
Agency of Russia;
e-mail: vadimkarev@yandex.ru

Буюклинская Ольга Владимировна, д.м.н., 
доц., ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский госу-
дарственный химико-фармацевтический уни-
верситет» Минздрава России;
e-mail: olga.buyklinskaya@pharminnotech.com

Olga V. Buyuklinskaya, Dr. Sci. (Med.), 
Assoc. Prof., Saint Petersburg State Chemical 
and Pharmaceutical University of the Ministry 
of Health Care of Russia;
e-mail: olga.buyklinskaya@pharminnotech.com

Оковитый Сергей Владимирович, д.м.н., 
проф., ФГБОУ ВО «Санкт-Петербургский го-
сударственный химико-фармацевтический уни-
верситет» Минздрава России;
e-mail: sergey.okovity@pharminnotech.com

Sergey V. Okovitiy, Dr. Sci. (Med.), Prof., Saint 
Petersburg State Chemical and Pharmaceutical 
University of the Ministry of Health Care of Russia;
e-mail: sergey.okovity@pharminnotech.com

* Автор, ответственный за переписку / Corresponding author



202 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 202–205 

ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
NON-CLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE
ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
NON-CLINICAL RESEARCH IN BIOMEDICINE

https://doi.org/10.33647/2713-0428-20-3E-202-205

ИЗУЧЕНИЕ СТРЕСС-ПРОТЕКТОРНЫХ СВОЙСТВ ПЕПТИДА APHC3 
В ТЕСТЕ «ПРИПОДНЯТЫЙ КРЕСТООБРАЗНЫЙ ЛАБИРИНТ»  

НА МЫШАХ ICR
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TRPV1, играющий ключевую роль в передаче болевых сигналов, широко распространён в различ-
ных тканях и клетках, включая ЦНС. Активация или подавление TRPV1 влияет на нейронную де-
сенсибилизацию, трансмиссию болевых сигналов и регуляцию нейротрансмиттерных систем. Пеп-
тид APHC3, как селективный антагонист TRPV1, используется для исследования эффектов блокады 
этого канала на тревожность и реакцию на стресс у мышей. Результаты работы могут свидетельст-
вовать о влиянии TRPV1 на формирование эмоциональных состояний. Представленное исследо-
вание важно для понимания влияния TRPV1 каналов на стресс у мышей ICR и имеет потенциал 
для дальнейших исследований в области биомедицины и биомоделирования.
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STRESS-PROTECTIVE PROPERTIES OF THE APHC3 PEPTIDE  
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TRPV1, which plays a key role in transmitting pain signals, is widely distributed in various tissues and cells, 
including the central nervous system. Activation or suppression of TRPV1 influences neuronal desensiti-
zation, pain signal transmission, and regulation of neurotransmitter systems. The APHC3 peptide, as a se-
lective antagonist of TRPV1, is used to investigate the effects of blocking this channel in terms of anxiety 
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and stress response in mice. The results of studies can indicate the influence of TRPV1 on the formation 
of emotional states. This study is important for understanding the impact of TRPV1 channels on stress 
in ICR mice, being promising for further research in the field of biomedicine and biomodeling.
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Введение
TRPV1 (или транзиентный рецепторный 

потенциал ваниллоидного типа 1) — это 
нейрональный канал, который играет клю-
чевую роль в передаче болевых сигналов. 
Он является белковым ионным каналом, 
который специфично реагирует на различ-
ные физические и химические стимулы, 
включая высокую температуру, низкий pH, 
а также экзо- и эндогенные регуляторы 
активности [11]. К эндогенным агонистам 
относятся производные полиненасыщен-
ных жирных кислот, окситоцин, а к экзо-
генным — капсаицин. К антагонистам от-
носят пищевые омега-3 жирные кислоты, 
полиамины [1]. 

TRPV1 распространён в различных тка-
нях и клетках, включая нейронные узлы 
дорсального ганглия, гипоталамуса, гиппо-
кампа, коры мозга и других участков ЦНС. 
Его активация приводит к десенсибили-
зации нейронов, изменению трансмиссии 
болевых сигналов и регуляции нейротран-
смиттерных систем [7]. Подавление актив-
ности TRPV1 в центральной нервной систе-
ме с помощью введения антагониста этого 
канала в медиальную префронтальную кору 
приводит к снижению уровня тревоги 
у крыс [3]. Мыши, у которых отсутствует 
ген TRPV1, проявляют меньше тревожно-
сти и реагируют слабее на страх по срав-
нению с обычными мышами. Это связано 

с уменьшением долгосрочной потенциации, 
что указывает на важное влияние TRPV1 
на формирование чувства страха [5].

В нашем исследовании в качестве иссле-
дуемого вещества использовался пептид 
APHC3, который является селективным ан-
тагонистом TRPV1 канала. Исследования 
показали, что введение этого пептида ока-
зывает противовоспалительное и обезболи-
вающее действие на моделях ревматоидно-
го и остеоартрита, острой и хронической 
боли [4, 9, 10]. Пептид APHC3 был выделен 
из морской анемоны Heteractis сrispa [9]. 
В исследованиях in vitro у данного пепти-
да наблюдалась нейропротективная актив-
ность на моделях нейродегенерации [8].

 
Материалы и методы 
В исследованиях был использован пеп-

тид APHC3, который был получен путём 
гетерологичной экспрессии в E. coli [6].

Исследование проведено на базе Лабо-
ратории биологических испытаний 
Института биоорганической химии им. ака-
демиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчин-
никова РАН. В основе дизайна исследования 
лежали рекомендации «Руководства по про-
ведению доклинических исследований ле-
карственных средств» [2]. Для проведения 
исследования было взято 16 самцов белых 
половозрелых мышей аутбредной линии 
ICR статуса SPF массой тела 20–30 г, воз-
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раст 7–8 недель (НПП Питомник лабора-
торных животных ФИБХ РАН, Московская 
обл.). Животные размещались по 4 особи 
в поликарбонатные клетки (тип 3, размеры 
425×266×155 мм).

Животных разделили на две группы 
по 8 животных в соответствии с вводимы-
ми препаратами. Животным из группы 1 
вводили физ. р-р («Обновление», Россия), 
а животным из группы 2 — APHC3 в дозе 
1 мг/кг. Всем группам животных тестируе-
мые препараты вводились внутримышечно 
в объёме 2 мл/кг.

Функциональный тест проводился 
через 30 мин после введения веществ. 

Рис. Результаты теста «Приподнятый крестообраз-
ный лабиринт». Время пребывания в открытых зонах. 
Результаты представлены как среднее значение ± SD; 

** — p<0,01 по сравнению с группой контроля (непара-
метрический тест Манна — Уитни).
Fig. The results of an elevated cross-shaped maze 
test. Time spent in open areas. The results are present-
ed as an average value ± SD; ** — p<0.01 compared 
with the control group (nonparametric Mann–Whitney 
test).

Тест «Приподнятый крестообразный 
лабиринт» используется для изучения 
уровня тревожности у грызунов на основе  
их инстинктивных предпочтений к тёмным 
норам, страха перед открытыми простран-
ствами и высотой. В рамках этого теста 
измеряются количество выходов и время 
пребывания животных в открытых секциях 
лабиринта. 

Результаты исследований
В тесте «Приподнятый крестообраз-

ный лабиринт» наблюдалось естественное 
стремление животных контрольной группы 
к нахождению в закрытых лучах и меньшее 
количество посещений открытых лучей. 
При анализе воздействия APHC3 на взаи-
модействие животных с открытыми зона-
ми площадки было отмечено повышение 
данного показателя у опытных животных, 
которые получали дозу 1 мг/кг APHC3, 
на 110,5% по сравнению с контрольной 
группой.

Выводы 
В результате исследования было обнару-

жено, что пептид APHC3, который является 
селективным ингибитором TRPV1 канала, 
проявляет анксиолитическую активность 
при внутримышечном введении в дозе  
1 мг/кг. Было обнаружено, что данный пеп-
тид снижает уровень тревожности у живот-
ных, что важно для дальнейших исследова-
ний и поиска эффективных доз.
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В работе было показано, что с возрастом у крыс Wistar развивается возрастная артериальная ги-
пертензия у 52% 18-месячных животных против 33% у 3-месячных животных. Было изучено влия-
ние препарата Таксифолин в дозе 100 мг/кг, вводимого внутрибрюшинно на протяжении недели, на 
величину артериального давления (АД) и параметров биохимии у 18-месячных животных и 3-ме-
сячных животных при разделении этих животных на нормотензивных (АД ниже 115 мм рт. ст.) 
и гипертензивных (АД выше 115 мм рт. ст.). Было показано, что недельный курс Таксифолина при-
водит к достоверному снижению АД у гипертензивных 18-месячных животных, при отсутствии 
влияния на АД у нормотензивных животных. Было показано также наличие возрастных изменений 
биохимических параметров крови и наличие влияния Таксифолина на некоторые биохимические 
параметры крови.
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This work shows that age-related arterial hypertension in Wistar rats develops with age, in 52% of 18-mont-
hold animals versus 33% of 3-month-old animals. Effects of Taxifolin at a dose of 100 mg/kg, adminis-
tered intraperitoneally for a week, on blood pressure (BP) and biochemical parameters in 18-month-old 
and  3-month-old animals were studied. The experimental animals were divided into two groups, those nor-
motensive (BP<115 mmHg) and hypertensive (BP>115 mmHg). It was shown that a weekly course of Taxi- 
folin leads to a significant decrease in blood pressure in hypertensive 18-month-old animals with no  effect 
on blood pressure in normotensive animals. In addition, some age-related changes in the biochemical pa-
rameters of blood under the influence of Taxifolin were revealed.
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Введение
Артериальная гипертензия (АГ) — син-

дром, являющийся одним из ведущих при-
чин смертности во всём мире. По оценкам 
Всемирной организации здравоохранения 
на 2023 г., АГ страдают не менее 1,28 млрд 
взрослых. АГ может развиваться с возра-
стом без наследственной предрасположен-
ности и других причин, хотя это и считается 
факторами риска, и часто проявляется вме-
сте с другими возрастными заболеваниями 
[1]. Следовательно, возникает необходи-
мость в лекарствах и биологически актив-
ных добавках (БАД), способных точечно 
влиять на физиологические параметры 
и обладающих минимумом побочных эф-
фектов. Одним из таких БАД является 
Таксифолин, для которого было показано 
положительное влияние при повышении 
давления [6, 7]. Мы решили проверить вли-
яние БАД Таксифолин на модели возраст-
ной гипертензии на давление и биохимиче-
ские параметры.

Материалы и методы
Работа проведена на базе лаборатории 

биологических испытаний ФИБХ РАН 
(Московская обл., Пущино).

Традиционно антигипертензивные ве-
щества изучаются на модели с использо-
ванием крыс линий SHR (Spontaneously 
Hypertensive Rats) и WKY (Wistar-Kyoto), 
однако в случае возрастной гипертензии, 
не обусловленной генетически, эта мо-
дель не подходит [3]. Проверка влияния 
Таксифолина на возрастные изменения 
физиологических параметров самцов крыс 
была выполнена на животных SPF популя-
ции линий Wistar в возрастных группах 3 
и 18 мес. У всех животных было измерено 
артериальное давление (АД) неинвазив-
ным методом при помощи хвостовой ман-
жеты. Использовали компьютеризирован-
ную систему PowerLab ML125 и единицу 
для неинвазивного измерения артериально-
го давления NIBP System («ADInstruments», 
Австралия). После животные обоих возра-
стов были поделены по значению систо-
лического давления на нормотензивных 
(АД до 115 мм рт. ст.) и гипертензивных 
(АД выше 115 мм рт. ст.) [7]. После каждая 
группа была ещё раз поделена пополам. 
Половина животных получала препарат 
Таксифолин в дозе 100 мг/кг внутрибрю-
шинно, вторую половину составили конт-
рольные животные с нормальным и повы-
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шенным давлением, которые получали физ. 
р-р. После 7 дней введения у животных 
снова измерили АД, и они были эвтанази-
рованы с забором крови на получение сыво-
ротки. Сыворотку получали центрифугиро-
ванием на центрифуге Eppendorf на 1600 g 
в течение 15 мин при температуре +4°C, 
после чего замораживали на –20°C до изме-
рения. Измерение биохимических параме-
тров проводилось на приборе Saphire 400 
Tokio Boeki с использованием реагентов 
фирмы «Randox» (Великобритания).

Результаты и их обсуждение
Доля гипертензивных животных в груп-

пе крыс в возрасте 3 мес. составляла 33%, 
а у крыс в возрасте 18 мес. уже 52% живот-
ных были с гипертензией. 

У животных с гипертензией в возрасте 
18 мес. было показано достоверно значи-
мое снижение АД после недельного курса 
Таксифолина, у животных с повышенным 
АД в возрасте 3 мес. — тенденция к сниже-
нию АД. Сравнение показателей АД у нормо-
тензивных животных контрольной группы 
и получавших Таксифолин, обоих возрастов, 
не показали достоверных отличий.

Анализ биохимических параметров 
сыворотки показал значимые отличия 
при попарном сравнении аналогичных 
групп (нормотензивные/нормотензивные, 
гипертензивные/гипертензивные) разных 
возрастов. Во всех четырёх парах срав-
нения наблюдалась одинаковая картина: 
повышение холестерина и триглицеридов, 
повышение креатинина, снижение уровней 
мочевины и щелочной фосфатазы (ЩФ). 
Повышение холестерина и триглицеридов 
как факторов нарушения липидного обмена 
считается характерным возрастным призна-
ком [4]. Наблюдалось повышение креатини-
на, как одного из показателей работы почек, 

и снижение уровней мочевины и ЩФ, одна-
ко не было замечено значимых изменений 
аланинаминотрансферазы (АЛТ) и аспарта-
таминотрансферазы (АСТ) как показателей 
работы печени (эти показатели требуют по-
следующего изучения другими методами, 
т. к. невозможно однозначно отнести полу-
ченные данные к дисфункции определён-
ного органа или системы) [2, 5].

Сравнение биохимических показателей 
между группами животных, получавших 
Таксифолин, и контрольными животными 
в соответствии с возрастом и показателя-
ми давления выявило несколько отличий. 
У нормотензивных животных, получавших 
Таксифолин, по сравнению с контрольными 
животными обоих возрастов было показано 
снижение уровня ЩФ, которое невозмож-
но однозначно отнести к определённому 
типу нарушений. У гипертензивных жи-
вотных в возрасте 3 мес. было обнаружено 
снижение уровня глюкозы и повышение 
билирубина. У гипертензивных животных 
в возрасте 18 мес., получавших Таксифолин, 
по сравнению с контрольными животными 
был обнаружен повышенный уровень кре-
атинина, что может указывать на наруше-
ние работы почек [2, 5], однако повышение 
уровней мочевины и ЩФ, учитывая воз-
растное снижение этих параметров, сле-
дует считать терапевтическим эффектом 
и тенденцией к нормализации показателей. 

Выводы
Результаты исследования подтвердили 

антигипертензивный эффект Таксифолина 
на модели возрастной гипертензии 
(на 18-месячных животных). Также были 
показаны изменения некоторых биохими-
ческих показателей, особенно мочевины 
и ЩФ, которые требуют дальнейшего, бо-
лее подробного изучения.
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Введение
Термический ожог — это поражение 

кожи c полным или частичным разрушени-
ем клеток кожи и/или нижележащих тканей 
[2]. По данным ВОЗ, ежегодно 11 млн чел. 
страдают от ожоговых ран, и 180 000 слу-
чаев заканчиваются летальным исходом [5]. 
В Российской Федерации в 2022 г. за меди-
цинской помощью с термическими ожога-
ми обратились 203 000 чел., из них умер-
ло 6120. Ожоговый травматизм составляет 
1,6% от всех травм, вызванных внешним 
воздействием [1]. Несмотря на развитие 
регенеративной терапии и комбустиологии, 
лечение ожоговых больных до сих пор явля-
ется сложной задачей, т. к. не разработаны 
и не внедрены идеальные наружные средст-
ва лечения ожоговых ран, к тому же в 94% 
случаев в ране обнаруживаются бактерии. 
На данный момент препаратами, ускоряю-
щими регенерацию тканей при ожоге, явля-
ются декспантенол, метилурацил, облепи-
ховое масло, препараты ультрафильтратов 
телячьей крови [2]. Однако они имеют ряд 
недостатков, которые ограничивают их ис-
пользование. В совокупности эти факторы 
определяют время госпитализации паци-
ента. Так, в России средняя длительность 
пребывания на койке составляет 17,9 дня, 
а занятость койки составляет 262,7 дня. 
Это в свою очередь определяет финансо-
вую стоимость ведения одного больного 
[1]. Именно поэтому актуальны разработка 
и поиск новых субстанций, обладающих 
высоким ранозаживляющих эффектом.

Гидрогели представляют собой сшитые 
полимерные цепи с трёхмерной (3D) сет-
чатой структурой, которые могут погло-
щать относительно большие количества 
жидкости. Преимущества гидрогелей: 
возможность регулировать биоразлагае-
мость и биосовместимость путём моди-
фикации функциональных групп, обес-

печивают увлажнение раны, образуют 
защитный барьер на поверхности раны, 
обеспечивают газообмен, ускоряют за-
живление, имеется возможность введения 
в состав различных активных фармацев-
тических субстанций [4]. 

Целью данного исследования являлась 
оценка ранозаживляющего эффекта ги-
дрогелей, содержащих комплексы кальция  
и/или иономеры на основе комплексов меди 
(II), в сравнении с препаратом Депантол® 
на модели термического ожога у лабора-
торных крыс.

Материалы и методы
Синтез гидрогелей был произведён 

в Институте высокомолекулярных соеди-
нений. Основу экспериментальных препа-
ратов — гидрогель — готовили смешени-
ем р-ра PVP (Mw ~106), PEG-400, ацетата 
натрия, этанола, глицерина, триэтанолами-
на и воды с последующей УФ-обработкой 
(Hg-лампа высокого давления, 250 Вт, 
20 мин). Р-р комплекса кальция [Ca(TEG)2]
(OAc)2 был приготовлен взаимодействием 
триэтиленгликоля (TEG) и р-ра Ca(OAc)2. 
Иономерные комплексы [CuII(L)n](poly-
mer), (L — триэтилентетрамин (TETA) 
или N,N,N`,N`-тетраметилэтилендиамин 
(TMEDA); polymer — частично гидроли-
зованный поливинилпирролидон (HPVP) 
или сополимер винилпирролидон-кротоно-
вая кислота (VPKK)) были приготовлены 
растворением свежеосаждённого Cu(OH)2 
в р-ре полимерной карбоновой кислоты 
(HPVP или VPKK) с последующим до-
бавлением аминатного лиганда L (TETA 
или TMEDA). Во всех эксперименталь-
ных р-рах концентрация [Ca2+] составляла 
120 µM, концентрация [Cu2+] — 120 µM 
(группы 1–6), 240 µM (группа 7) и 360 µM 
(группа 8). 
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Исследование проводилось на аутбред-
ных крысах-самцах (n=50), которые были 
рандомизированы в 10 групп по 5 осо-
бей: группы S1–S8 — исследуемые ги-
дрогели; группа 9 — препарат сравнения 
Депантол®; группа 10 — патология без ле-
чения (негативный контроль). Для модели-
рования ожога (III степень) в крестцовой 
и хвостовой областях у крыс выбривалась 
шерсть для доступа к коже, проводилась 
наркотизация (смесь Золетил-Ксилазин), 
затем металлическим круглым зондом на-
носилось повреждение кожного покрова 
(термостатирование 350°С, экспозиция 
1 мин, Dзонда=25 мм). Поражённый участок 
ежедневно оценивался и измерялся с фото-
фиксацией. Препараты наносили 28 дней 
по 0,2 мл. 

Результаты исследований
После моделирования образовалась ра-

невая поверхность с плотным, неравномер-
ным по толщине струпом. В ходе экспери-
мента оценивалась динамика заживления 
раневой поверхности, а также смертность 
в каждой группе. Динамика заживления 
оценивалась по размеру площади раневой 

поверхности и индексу заживления. Была 
посчитана медиана площади раневой по-
верхности в каждой группе за каждые 7 сут 
эксперимента, также рассчитан индекс за-
живления по следующей формуле [3]:

(S – Sn)×100 ,
(S×T)

где S — площадь раны при предыдущем из-
мерении, мм2; Sn — площадь раны при дан-
ном измерении, мм2; T — интервал между 
измерениями, сут.

Обработка данных и построение графи-
ков проводилось в программе GraphPad 
Prism 9 («GraphPad Software», США). 
Для оценки различий применялся двухфак-
торный дисперсионный анализ. Различия 
считались достоверными при p<0,05.

В ходе анализа ранозаживляющего эф-
фекта гидрогелей и эталонного препарата 
были получены данные, представленные 
в таблице.

В ходе эксперимента были получены сле-
дующие результаты: гидрогели 1, 2 и 5 по-
казали высокую эффективность в срав-
нении с препаратом Депантол®, а также 
в сравнении с гидрогелями 6 и 7. Гидрогель 3 
показал более низкую эффективность, чем 

Таблица. Динамика заживления
Table. Healing dynamics 

Группа
День

1-й 7-й 14-й 21-й 28-й

S1 гидрогель (основа) 21,07±1,79 22,07±1,55 19,91±0,8 11,97±4,42 7,49±3,34

S2 (основа + [Cu(TЭТА)](HPVP)) 23,22±2,95 23,07±2,75 20,12±1,7 15,16±3,25 7,51±2,88

S3 (основа + [Ca(ТЭГ)2](OAc)2 + 
[Cu(TЭТА)](HPVP)) 24,06±3,36 22,49±1,76 18,92±1,42 13,79±4,05 9,38±6,54

S5 основа + [Cu(Tmeda)](VPKK) 22,77±3,57 22,85±0,88 18,07±2,28 11,72±2,7 5,34±1,35

S6 (основа + [Ca(ТЭГ)2](OAc)2 + 
1 экв. [Cu(Tmeda)](VPKK)) 21,24±0,87 20,83±1,42 19,32±1,13 15,52±2,93 11,43±1,52

S7 (основа + [Ca(ТЭГ)2](OAc)2 + 
2 экв. [Cu(Tmeda)](VPKK)) 24,12±2,06 22,98±1,12 22,57±3,10 16,26±2,31 9,39±4,11

9 Препарат сравнения – Депантол® 23,53±0,92 23,39±2,24 19,39±2,64 14,56±6,75 10,29±5,88

10 Контрольная группа  
(Негативный контроль) 24,36±2,12 30,65±1,74 29,47±1,59 23,02±1,57 17,91±2,13

Примечание: данные представлены в виде M±m, где М — среднее арифметическое значение показателя группы, 
m — среднеквадратическое отклонение.
Note: data are presented as M±m, where M — arithmetic mean of the group index, m — standard deviation.
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1 и 5, но более высокую, чем препарат срав-
нения и гидрогели 6 и 7. 

Заключение
В группах животных, получавших пре-

парат чистого гидрогеля (S1) и гидро-
гель, содержащий иономерный комплек-
сы [CuII(TMEDA)](VPKK) (S5), результат 
превосходил Депантол® по индексу за-
живления в 3 раза, по площади остаточ-
ного раневого процесса — в 3 и 6 раз 
(40,12 мм2 (S1), 23,54 мм2 (S5) и 134 мм2 
(S9, препарат сравнения, соответственно). 
В группах S6 и S7 показан умеренный эф-
фект или схожий с препаратом сравнения. 
Препарат на основе гидрогеля и комплекса 

[Ca(ТЭГ)2](OAc)2 (S4, [Ca2+] ~120 µM) выз-
вал гибель экспериментальных животных, 
хотя в большинстве внеклеточных жидко-
стей [Ca2+] составляет около 1 мМ, а его 
внутриклеточная концентрация — поряд-
ка 0,1 µM, за счёт совместного действия 
насосов и переносчиков, выводящих ионы 
Ca2+, или концентрирующих их в эндоплаз-
матическом ретикулуме или митохондриях 
клеток. Вероятной причиной наблюдаемо-
го эффекта является лёгкое проникнове-
ние комплекса кальция через клеточную 
мембрану, обусловленное составом ком-
плекса [Ca(ТЭГ)2](OAc)2, однако данное 
предположение требует дополнительных 
исследований. 
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Определена выживаемость мышей через 30 дней после воздействия протонов, ионов углерода или 
рентгеновского излучения в присутствии и отсутствии ксилазин-золетиловой анестезии. Показано, 
что использованная анестезия способствует увеличению продолжительности жизни мышей в ука-
занный период для фотонов и большинства применённых доз протонов и углерода. Максимальное 
влияние анестезии наблюдали при облучении ионами углерода (в 3,3 раза), протонами (в 1,7 раза), 
при рентгеновском излучении (в 1,7–2 раза), что следует учитывать при выборе доз и свидетельству-
ет о специфике сочетанного действия анестезии и физических характеристик излучений.
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The survival of mice was determined 30 days after exposure to protons, carbon ions, or X-rays in the pre-
sence and absence of xylazine-zoletil anesthesia. The anesthesia used was shown to increase the lifespan 
of mice during the specified period for photons and most applied doses of protons and carbon. The ma- 
ximum effect of anesthesia was observed when irradiated with carbon ions (by 3.3 times), with protons 
(by 1.7 times), and with X-ray radiation (by 1.7–2 times), which should be taken into account when selec- 
ting doses. This indicates the specificity of the combined effect of anesthesia and the physical characteris-
tics of radiation.
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Введение
При терапии рака ускоренными заря-

женными частицами, требующей высоко-
точного контроля позиционирования па-
циентов, особенно детей и пожилых, часто 
используется анестезия. Разные виды ане-
стезии оказывают существенное действие 
на многие физиологические параметры, 
что влияет на результат лечения и радио-
чувствительность организма [1]. Основная 
часть исследований влияния анестезии 
на радиочувствительность проведена с ис-
пользованием фотонных излучений с низ-
кими значениями линейной потери энергии 
(ЛПЭ). Поскольку в последнее время всё 
больше внимания уделяется более эффек-
тивной адронной терапии, характеризую-
щейся большими значениями ЛПЭ [3, 4], 
то для решения практических задач необхо-
димо исследование радиочувствительности 

объектов в сочетании с анестезирующими 
и седативными препаратами в зависимости 
от доз и качества применяемого излучения.

Целью работы являлось изучение 
влияния ксилазин-золетиловой анестезии 
на 30-суточную выживаемость мышей 
при тотальном облучении протонами, иона-
ми углерода и рентгеновским излучением.

Материалы и методы
Эксперименты проводили на 2-месячных 

самцах мышей колонии SHK массой тела 
30–35 г, которых содержали в стандартных 
условиях вивария. План экспериментов 
был одобрен Комиссией ИТЭБ РАН по био-
безопасности и биоэтике. Всего было ис-
пользовано 150 мышей.

Мышей облучали индивидуально в хоро-
шо вентилируемых контейнерах. За 10 мин 
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до облучения мышам вводили внутрибрю-
шинно комбинацию препаратов ксилазина 
(«Interchemie», Нидерланды) — 0,7 мг/кг и зо-
летила 100 («Virbac», Франция) — 3,4 мг/кг. 
Препараты и дозы были подобраны на ос-
нове литературных данных о составе и ме-
ханизмах действия соединений, а также би-
омедицинских результатов, полученных 
на мышах [2, 5]. Выбранная схема анесте-
зии обеспечивала обездвиживание мышей 
во время укладки и облучения, 100% вы-
ход мышей из наркоза без введения допол-
нительных антагонистических препаратов 
и отсутствие гибели животных. Облучение 
животных пучком протонов с энергией око-
ло 100 МэВ в дозах 6,5–8,5 Гр в пике Брэгга 
(ЛПЭ=2,5±0,7 кэВ/мкм) проводили в ЦКП 
«Прометеус» ФТЦ ФИАН (Московская обл., 
Протвино). Облучение мышей моноэнер-
гетическим пучком ионов углерода с энер-
гией 450 МэВ/нуклон в дозе 6,5 Гр в пике 
Брэгга (ЛПЭ=39 кэВ/мкм) осуществляли 
на «Радиобиологическом стенде на угле-
родном пучке У-70» НИЦ «Курчатовский 
институт» — ИФВЭ (Московская обл., 
Протвино). Рентгеновским излучением 
(РИ) мышей облучали в диапазоне доз 6,0–
8,5 Гр на установке РУТ (ЛПЭ=2 кэВ/мкм)  
в ЦКП «Источники излучения» (ИБК, 
Московская обл., Пущино).

Влияние анестезии оценивали по дина-
мике гибели и средней продолжительности 
жизни (СПЖ) погибших мышей в течение 
30 сут. Показатели сравнивали с помощью 
непараметрических критериев: Гехана — 
Вилкоксона — для оценки продолжитель-
ности жизни животных, логрангового 
критерия — для сравнения 30-суточной вы-
живаемости. Различия считали статистиче-
ски значимыми при p≤0,05.

Результаты и их обсуждение
Как видно из результатов, представлен-

ных в таблице, облучение мышей РИ в при-
сутствии анестезии приводило к повыше-
нию 30-суточной выживаемости при всех 

дозах. СПЖ мышей, облучённых в дозе 
6,0 Гр с анестезией, составила 20±5 сут, 
а без анестезии — 13±3 сут, но после об-
лучения в дозах 6,5 и 8,5 Гр не зависела 
от наличия анестезии и в среднем равня-
лась 13±5 и 6±3 сут соответственно.

При облучении протонами в дозах 6,5 
и 7,5 Гр анестезия не влияла на динамику 
гибели, характер течения лучевой болезни 
и СПЖ мышей, но при облучении в дозе 
8,5 Гр наблюдалось значительное повыше-
ние выживаемости: к 30-м сут выжило 45% 
животных по сравнению с неанестезиро-
ванными мышами, где этот показатель был 
всего 5%. Для РИ и протонов был рассчи-
тан фактор изменения дозы (ФИД) как от-
ношение полулетальных доз при введении 
модифицирующего вещества и без него. 
Для определения ЛД50/30 использовали 
пробит-анализ в качестве метода прео-
бразования кривых смертности. Для РИ 
ФИД=1,13, что свидетельствует о слабом за-
щитном эффекте анестезии при этих дозах 
для фотонного излучения, а для протонов 
в пике Брэгга ФИД=0,94, т. е. не выявлено 
влияния анестезии на радиочувствитель-
ность мышей по этому показателю.

При облучении ионами углерода в дозе 
6,5 Гр выявлено защитное влияние анесте-
зии на 30-суточную выживаемость мышей: 
без анестезии к 7-м сут. наблюдалась 100% 
гибель, а при использовании анестезии 
28% животных доживало до 30-х сут. СПЖ 
мышей не зависела от использования ане-
стезии.

Влияние анестезии на радиационное 
поражение оценивали также по значени-
ям площади под кривыми, отражающими 
динамику гибели мышей в течение 30 сут 
Максимальный защитный эффект анесте-
зии (в 3,3 раза) проявлялся при облуче-
нии мышей ионами углерода в дозе 6,5 Гр; 
при облучении протонами в дозах 6,5 
и 7,5 Гр влияние анестезии на радиочув-
ствительность мышей незначительно, 
но при облучении самой высокой дозой 
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8,5 Гр выживаемость возрастала в 1,7 раза. 
Значительное защитное действие анесте-
зии по этому критерию показано и при дей-
ствии РИ: в 1,7 раза — для доз 6,0 и 8,5 Гр 
и в 2 раза — для дозы 6,5 Гр.

Заключение
Таким образом, нами было показано, 

что применение ксилазин-золетиловой ане-
стезии существенно снижает гибель живот-
ных при действии рентгеновского излуче-
ния и ионов углерода в дозах 6,0–6,5 Гр, 
а при облучении протонами такой эффект 
был выявлен только при дозе 8,5 Гр. Эти 

факты указывают на многообразие сиг-
нальных путей клеточного и тканевого 
взаимодействия в отдалённой реализации 
начальных повреждений при действии 
ускоренных частиц и фотонов в услови-
ях in vivo. Полученные данные имеют 
практическое значение при внедрении 
новых методов радиотерапии в ветерина-
рии, разработке биомедицинских моде-
лей для доклинических испытаний новых 
источников излучения, а также исследо-
вания механизмов сочетанного действия 
фармакологических веществ и радиации 
разного качества.

Таблица. Влияние ксилазин-золетиловой анестезии на выживаемость мышей в течение 30 сут. после облучения
Table. Effect of xylazine-zoletil anesthesia on the survival rate of mice for 30 days after irradiation

Вид облучения, 
доза

Количество выживших мышей, %
5 сут 10 сут 15 сут 20 сут 25 сут 30 сут

+ – + – + – + – + – + –

РИ 6,0 Гр 100 100 100 88 90 38* 80 18* 70 18* 60 18*

РИ 6,5 Гр 100 95 100 80 60 15* 60 12* 50 5* 40 2*

РИ 8,5 Гр 89 70 11 0 0 0 0 0 0 0 0 0

П 6,5 Гр 100 100 90 100 85 90 85 80 80 70 40* 70

П 7,5 Гр 100 100 90 90 55 50 55 50 45 50 45 40

П 8,5 Гр 100 90 80 70 60 20* 60 15* 50 5 45 5*
12С 6,5 Гр 95 20* 35 0* 30 0* 30 0* 28 0 28 0*

Примечания: «+» — с анестезией, «–» — без анестезии, РИ — рентгеновское излучение, П — протоны, 12С — 
ионы углерода. * — p≤0,01.
Notes: “+” — with anesthesia, “–”without anesthesia, РИ — X-rays, П — protons, 12C — carbon ions. * — p≤0.01.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ | REFERENCES
1. Гугушвили Б.С., Джанджгава И.М., Кахиани  Э.Д., 

Надареишвили К.Ш., Санеблидзе О.Н., Хурция М.Н. 
Радиопротекторы (справочник). Тбилиси: Мецни-
ерева, 1987. [Gugushvili B.S., Dzhandzhgava I.M., 
Kakhiani E.D., Nadareishvili K.Sh., Saneblidze O.N., 
Khurtsiya M.N. Radioprotektory (spravochnik) 
[Radioprotectors (Handbook)]. Tbilisi: Metsniereva 
Publ., 1987. (In Russian).

2. Огнева Н.С., Савченко Е.С., Табоякова Л.А. 
Анестезия самок мышей при хирургической транс-
плантации эмбрионов. Биомедицина. 2021;17(3E): 
64–69. [Ogneva N.S., Savchenko E.S., Taboyako-
va L.A. Anesteziya samok myshey pri khirurgich-
eskoy transplantatsii embrionov [Anesthesia of female 
mice during surgical embryo transfer]. Biomeditsina 

[Journal Biomed]. 2021;17(3E):64–69. (In Russian)]. 
DOI: 10.33647/2713- 0428-17-3E-64-69

3. Durante M., Debus J., Loeffler J.S. Physics and bio-
medical challenges of cancer therapy with accelerat-
ed heavy ions. Nat. Rev. Phys. 2021;3(12):777–790. 
DOI:  10.1038/s42254-021-00368-5

4. Vanderwaeren L., Dok R., Verstrepen K., Nuyts S. 
Clinical progress in proton radiotherapy: Biological 
unknowns. Cancers (Basel). 2021;13(4):604. 
DOI: 10.3390/cancers13040604

5. Zhang Y.M., Yu D.X., Yin B.S., Li X.R., Li L.N., 
Li Y.N., Wang Y.X., Chen Y., Liu W.H., Gao L. 
Xylazine regulates the release of glycine and aspar-
tic acid in rat brain. J. Vet. Res. 2018;62(1):121–128. 
DOI: 10.1515/jvetres-2018-0017



220 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 216–220 

БИОМЕДИЦИНСКИЕ ТЕХНОЛОГИИ В КЛИНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ |  
BIOMEDICAL TECHNOLOGIES IN CLINICAL STUDIES

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ | INFORMATION ABOUT THE AUTHORS

Стрельникова Наталия Сергеевна*, Фили-
ал «Физико-технический центр» ФГБУН 
Физический институт им. П.Н. Лебедева РАН;
e-mail: strelnikova.ns@lebedev.ru

Nataliia S. Strelnikova*, Branch “Physical 
Technical Center”, P.N. Lebedev Physical Institute 
of the Russian Academy of Sciences;
e-mail: strelnikova.ns@lebedev.ru

Розанова Ольга Митрофановна, ФГБУН 
Институт теоретической и экспериментальной 
биофизики РАН;
e-mail: rozanova.iteb@gmail.com 

Olga M. Rozanova, Institute of Theoretical 
and Experimental Biophysics of the Russian 
Academy of Sciences;
e-mail: rozanova.iteb@gmail.com

Смирнова Елена Николаевна, ФГБУН 
Институт теоретической и экспериментальной 
биофизики РАН;
e-mail: smirnova.elena04@gmail.com 

Helena N. Smirnova, Institute of Theoretical 
and Experimental Biophysics of the Russian 
Academy of Sciences;
e-mail: smirnova.elena04@gmail.com 

Белякова Татьяна Анатольевна, ФГБУН 
Институт теоретической и эксперименталь-
ной биофизики РАН, ФГБУ «Институт фи-
зики высоких энергий имени А.А. Логунова 
Национального исследовательского центра 
«Курчатовский институт»;
e-mail: belyakovatanya@mail.ru

Tatiana A. Belyakova, Institute of Theoretical 
and Experimental Biophysics of the Russian 
Academy of Sciences, Institute for High Energy 
Physics named after A.A. Logunov of the National 
Research Centre “Kurchatov Institute”;
e-mail: belyakovatanya@mail.ru

Кузнецова Елена Ананьевна, к.б.н., ФГБУН 
Институт теоретической и экспериментальной 
биофизики РАН;
e-mail: kuzglu@rambler.ru 

Elena A. Kuznetsova, Cand. Sci. (Biol.), Institute 
of Theoretical and Experimental Biophysics 
of the Russian Academy of Sciences;
e-mail: kuzglu@rambler.ru

* Автор, ответственный за переписку / Corresponding author



221БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2024| Toм 20 | № 3Е | 221–228

Трусов Н.В., Балакина А.С., Мжельская К.В.,  
Никитин Н.С., Аксенов И.В., Гусева Г.В., Тутельян В.А.  

«Влияние ресвератрола на развитие неалкогольной жировой болезни  
печени у крыс, получавших высокожировой высокофруктозный рацион»

https://doi.org/10.33647/2713-0428-20-3E-221-228

ВЛИЯНИЕ РЕСВЕРАТРОЛА НА РАЗВИТИЕ НЕАЛКОГОЛЬНОЙ 
ЖИРОВОЙ БОЛЕЗНИ ПЕЧЕНИ У КРЫС, ПОЛУЧАВШИХ 
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Многие исследования указывают на способность полифенола ресвератрола (РЕС) оказывать 
благотворное влияние на заболевания печени, в т. ч. на неалкогольную жировую болезнь печени 
(НАЖБП). Липогенез de novo в печени рассматривается как один из возможных молекулярных 
механизмов развития ожирения и НАЖБП. Целью данной работы было изучение влияния РЕС 
на развитие НАЖБП и оценка экспрессии генов ключевых ферментов углеводного и липидного 
обмена у крыс, получавших рацион с высоким содержанием жира и фруктозы (ВЖВФР). В течение 
10 недель контрольная группа крыс-самцов Wistar получала стандартный рацион и воду; три 
опытные группы — ВЖВФР. Крысы 2-й и 3-й опытных групп получали РЕС в суточной дозе 
10 и 100 мг/кг массы тела соответственно. Проводили гистологическое исследование печени 
и изучали экспрессию генов ферментов углеводного (Khk, Gck, Pklr) и липидного (Acaca, Fasn, Scd) 
обмена, а также факторов транскрипции (Mlxipl, Srebf1, Ppara). Потребление ВЖВФР приводило 
к развитию НАЖБП, что сопровождалось увеличением экспрессии гена Gck, снижением — Pklr, 
Acaca, Fasn, Scd. РЕС в обеих дозах не оказал влияния на развитие НАЖБП, а также на экспрессию 
изучаемых генов.

Ключевые слова: неалкогольная жировая болезнь печени (НАЖБП), ресвератрол, ферменты угле-
водного и липидного обмена, экспрессия генов
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The beneficial effect of polyphenol resveratrol (RES) on liver diseases, including non-alcoholic fatty liver 
disease (NAFLD), has been reported in numerous studies. De novo lipogenesis in the liver is considered 
as one of the possible molecular mechanisms for the development of obesity and NAFLD. This work 
aimed to study the effect of RES on the development of NAFLD and to evaluate the expression of car-
bohydrate and lipid metabolic key enzymes genes in rats fed on a high-fat high-fructose diet (HFHFrD). 
For 10 weeks, the control group of Wistar male rats received a standard diet and water; three experimental 
groups were fed on HFHFrD. The rats in the 2nd and 3rd experimental groups received RES at a daily dose 
of 10 and  100 mg/kg body weight, respectively. A histological examination of the liver was carried out 
and the expression of carbohydrate (Khk, Gck, Pklr) and lipid (Acaca, Fasn, Scd) metabolizing enzymes 
and transcription factors (Mlxipl, Srebf1, Ppara) genes was studied. The consumption of HFHFrD led 
to the development of NAFLD, accompanied by an increase in Gck gene expression, a decrease in Pklr, 
Acaca, Fasn, Scd. RES in both doses had no effect on the development of NAFLD, as well as on the ex-
pression of the studied genes.

Keywords: non-alcoholic fatty liver disease (NAFLD), resveratrol, carbohydrate and lipid metabolizing 
enzymes, gene expression
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Введение
Малоподвижный образ жизни и значи-

тельное увеличение в рационе населения 
насыщенных жиров и простых углеводов 
сопровождается в последние десятилетия 
существенным ростом распространённости 
неалкогольной жировой болезни печени 
(НАЖБП), которая характеризуется разви-
тием гепатостеатоза, фиброза, внутрилобу-
лярного (лобулярного) воспаления и бал-
лонной дистрофии гепатоцитов. Липогенез 
de novo в печени рассматривается как один 
из возможных молекулярных механизмов 
развития ожирения и НАЖБП. Он связан 
с ферментами ацетил-КоА карбоксилазой, 
синтазой жирных кислот и стеароил-КоА 
десатуразой, катализирующими переход 
ацетил-КоА в малонил-КоА и далее в ацил-
КоА с последующим образованием моно-
ненасыщенных жирных кислот соответ-

ственно. Интенсивность синтеза жирных 
кислот из углеводов во многом обусловле-
на доступностью субстратов для липоге-
неза de novo, что в свою очередь зависит 
от функционального состояния ферментов 
гликолиза: кетогексокиназы и глюкокина-
зы, обеспечивающих начальную метабо-
лическую активацию фруктозы и глюкозы 
соответственно, а также пируваткиназы, 
катализирующей конечный этап гликоли-
за, — превращение фосфоенолпирувата 
в пируват. Важную роль в липидном об-
мене играют транскрипционные факторы 
SREBP-1c и ChREBP (повышающие экс-
прессию генов ферментов гликолиза и ли-
погенеза), а также PPARα (стимулирующий 
β-окисление жирных кислот) [11].

Некоторые экспериментальные и кли-
нические исследования указывают на спо-
собность полифенола ресвератрола (РЕС) 
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(3,4',5 тригидроксистильбена), основны-
ми источниками которого в рационе че-
ловека являются виноград, вино, арахис, 
фисташки, черника, клюква, какао, ока-
зывать благоприятное воздействие на за-
болевания печени, включая НАЖБП [5, 6, 
10]. Однако данные, описывающие влия-
ние РЕС на экспрессию ключевых генов 
углеводного и липидного обмена на фоне 
высокожирового высокофруктозного раци-
она (ВЖВФР) (имитирующего широко рас-
пространённый «западный» тип питания), 
фрагментарны, а информация о комплекс-
ном воздействии на указанные группы ге-
нов практически отсутствует.

Материалы и методы
Все экспериментальные процедуры прово-

дились в соответствии с рекомендациями 
«Международные руководящие принципы 
биомедицинских исследований на живот-
ных», разработанными Советом междуна-
родных научных медицинских организаций, 
и «Руководством по уходу и использованию ла-
бораторных животных» (the Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animals, 8th edition).

Четырёхнедельные самцы крыс Wistar 
были получены из филиала «Столбовая» 
ФГБУН «Научный центр биомедицин-
ских технологий ФМБА России» (Москов-
ская обл.). Животным давали одну неделю 
на акклиматизацию. Крыс размещали пара-
ми в помещении при температуре 22±2°С 
при 12-часовом цикле свет/темнота. 
Ежедневно измеряли потребление рациона 
и р-ра фруктозы.

Крысы были разделены на четыре груп-
пы (n=6 в группе). В течение 10 недель 
контрольную группу кормили стандартным 
рационом (12% жира по калорийности) 
и водой; три опытные группы — высоко-
жировым высокофруктозным рационом 
(ВЖВФР) (52% жира по калорийности 
и 20% р-р фруктозы вместо питьевой воды). 
Крысы двух опытных групп (ВЖВФР + 
РЕС10 и ВЖВФР + РЕС100) получали 

РЕС в суточной дозе 10 и 100 мг/кг массы 
тела соответственно. Выбранные дозы РЕС 
были сопоставимы с дозами, используемы-
ми в экспериментах на модельных живот-
ных и в исследованиях на добровольцах 
[8]. Животных выводили из эксперимента 
после 16-часового голодания путём декапи-
тации под эфирным наркозом.

Образцы печени фиксировали в 10% за-
буференном формалине, заливали парафи-
ном, нарезали на микротоме и окрашивали 
гематоксилином и эозином (для обзорного 
осмотра) и по Ван-Гизону (для определе-
ния соединительной ткани) по стандарт-
ным методикам [3]. Гистологические 
образцы анализировали на оптическом 
микроскопе AxioImager Z1 («Karl Zeiss», 
Германия) с камерой AxioCamHRc («Karl 
Zeiss», Германия). Для получения и анализа 
окрашенных срезов тканей при 100-крат-
ном увеличении использовали программу 
AxioVision Rel.4.8 («Karl Zeiss», Германия), 
оценивали по полуколичественной шкале 
SAF [4]. Данные с каждого слайда объе-
диняли для определения медианы баллов 
в каждой группе.

Образцы печени немедленно заморажи-
вали и хранили при температуре –80°C. 
Тотальную РНК из ткани печени выде-
ляли с помощью TRI Reagent («Sigma-
Aldrich», США) в соответствии с инструк-
циями производителя. Концентрацию РНК 
определяли методом спектрофотометрии. 
Экспрессию мРНК целевых генов опре-
деляли методом TaqMan ПЦР в реальном 
времени с флуоресцентным красителем 
FAM. После выделения и определения кон-
центрации, 2 мкг очищенной РНК подвер-
гали обратной транскрипции для синтеза 
комплементарной ДНК. Далее, с использо-
ванием праймеров и зондов для кетогексо-
киназы (Khk), глюкокиназы (Gck), пируват-
киназы (Pklr), ацетил-КоА карбоксилазы 
(Acaca), синтазы жирных кислот (Fasn), 
стеароил-КоА десатуразы (Scd), транс-
крипционных факторов SREBP-1c (Srebf1), 
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Рис. 1. Репрезентативные микрофотографии печени крыс (область портального тракта, ув. ×100). Степень 
развития неалкогольной жировой болезни печени (НАЖБП) соответствует медиане выраженности соответ-
ствующих признаков в указанной группе крыс. Статистически значимые различия между группами обозначены 
разными буквами — a и b. 
Fig. 1. Representative microphotographs of the rat liver (portal tract area, magn.×100). The score of non-alcoholic 
fatty liver disease (NAFLD) corresponds to the median of the relevant characteristics in the specified group of rats. 
Statistically significant differences between groups are indicated by different letters (a and b).

ChREBP (Mlxipl), PPARa (Ppara), а так-
же генов домашнего хозяйства (β-актин 
(Actb) и GAPDH (Gapdh)), произведённых 
в компании «ДНК-синтез» (Россия), про-

водили ПЦР на приборе CFX96 Real-Time 
PCR Detection System («Bio-Rad», США), 
как описано ранее [9]. Экспрессию мРНК 
оценивали по отношению к Actb и Gapdh 
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и определяли методом 2-ΔΔCT. Данные ана-
лизировали с помощью теста Краскела — 
Уоллиса с последующим пост-хок тестом 
Данна с использованием программного 
обеспечения Prism («GraphPad», США).

Результаты исследований
Гистологическое исследование не выя-

вило отклонений в структуре печени крыс 
контрольной группы (S0A0F0) (рис. 1). 
Морфологические признаки НАЖБП на-
блюдались в печени крыс всех опытных 
групп, получавших ВЖВФР, при значитель-
ных внутригрупповых различиях в их выра-
женности. В печени крыс первой опытной 
группы (ВЖВФР) выявлены стеатоз и бал-
лонная дистрофия гепатоцитов без фибро-
за (S1A1F0). РЕС не оказал статистически 
значимого влияния на морфологические 
изменения в печени крыс, получавших 
ВЖВФР. Однако у крыс, получавших РЕС 
в дозе 10 мг/кг массы тела, отмечена тен-
денция к более выраженной инфильтрации 
лимфоплазмоцитарными элементами вну-
три печёночных долек (S1A2F0), а в дозе 
100 мг/кг массы тела — к незначительному 
усилению стеатоза и баллонной дистрофии 
гепатоцитов (S2A2F0) по сравнению с кры-
сами, получавшими ВЖВФР без РЕС.

Для поиска молекулярных механизмов 
гепатостеатоза в печени крыс изучали экс-
прессию генов ферментов углеводного (Khk, 
Gck, Pklr) и липидного (Acaca, Fasn, Scd) 
обмена, а также транскрипционных фак-
торов SREBP-1c (Srebf1), ChREBP (Mlxipl), 
PPARα (Ppara) (рис. 2). Как показано 
на рис. 2А, у крыс, получавших ВЖВФР, 
наблюдалась тенденция к снижению уров-
ня мРНК кетогексокиназы (Khk, фруктоки-
назы) (на 34%, p=0,076) и статистически 
значимое повышение уровня мРНК глюко-
киназы (Gck) (на 2085%) и снижение уров-
ня мРНК фермента печени пируваткиназы 
(Pklr) (79%) по сравнению с контрольной 
группой. В то же время наблюдалось по-
давление экспрессии генов всех изученных 

ферментов de novo липогенеза: ацетил-
КоА карбоксилазы альфа (Acaca) (на 70%), 
синтазы жирных кислот (Fasn) (на 84%) 
и стеароил-КоА десатуразы (Scd) (на 97%) 
(рис. 2В). Уровень мРНК факторов транс-
крипции PPARα, ChREBP и SREBP-1c 
не претерпел значительных изменений 
(рис. 2C). РЕС статистически значимо 
не изменял экспрессию генов по сравнению 
с ВЖВФР, однако наблюдалась тенденция 
к снижению уровня мРНК глюкокиназы 
(Gck), наиболее выраженной при исполь-
зовании РЕС в дозе 100 мг/кг/сут (на 51%, 
p=0,096).

Обсуждение результатов
Анализ литературных данных не позво-

ляет сделать однозначный вывод о влиянии 
РЕС при НАЖБП, в т. ч. на экспрессию 
генов ферментов углеводного и липидно-
го обмена и участвующих в их регуляции 
транскрипционных факторов, что может 
быть связано с различными условиями 
эксперимента (состав рациона, доза РЕС, 
период кормления и т. д.). РЕС в суточной 
дозе 100 мг/кг м.т. в течение 4 недель сни-
жал уровень триглицеридов и уменьшал 
проявления НАЖБП, но не влиял на экс-
прессию генов ацетил-КоА карбоксилазы, 
синтазы жирных кислот, стеароил-КоА 
десатуразы, а также SREBP-1c и PPARα 
в печени мышей, получавших высокожи-
ровой рацион (60% жира по калорийности) 
[5]. У крыс, получавших рацион с высоким 
содержанием жира (45% жира), РЕС в дозе 
30 мг/кг/сут в течение 6 недель приводил 
к снижению активности ацетил-КоА кар-
боксилазы в печени, не влияя на активность 
синтазы жирных кислот и экспрессию ге-
нов транскрипционных факторов PPARα 
и SREBP-1c [1]. В работе [10] добавление 
РЕС в дозе 100 мг/кг/сут в течение 10 не-
дель уменьшало выраженность НАЖБП 
за счёт снижения экспрессии генов SREBP-1c 
и синтазы жирных кислот в печени крыс, 
получавших высокожировой рацион (59% 
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Рис. 2. Уровень мРНК генов ферментов углеводного (А) и липидного (B) обмена, а также транскрипционных 
факторов (С) в печени крыс, получавших высокожировой высокофруктозный рацион (ВЖВФР) и ресвератрол 
(РЕС). 1 — контрольная группа; 2 — ВЖВФР; 3 — ВЖВФР+РЕС в дозе 10 мг/кг м.т.; 4 — ВЖВФР+РЕС в дозе 
100 мг/кг м.т. (в % от контроля). Данные представлены в виде медианы, интерквартильного размаха, мак-
симального и минимального значения. Уровень мРНК целевых генов в опытных группах (2, 3 и 4) определяли 
относительно уровней мРНК генов Actb и Gapdh методом ПЦР в реальном времени по сравнению с медианными 
значениями в контрольной группе (1). Статистически значимые различия (p˂0,05) между группами обозначены 
разными буквами (a и b).
Fig. 2. Gene expression of carbohydrate (A), lipid metabolizing enzymes (B) and transcription factors (C) in the liver 
of rats fed on high fat high-fructose diet and resveratrol. 1 – control group; 2 – high-fat high-fructose diet (HFHFrD); 3 – 
HFHFrD + 10 mg resveratrol/kg b.w.; 4 – HFHFrD + 100 mg resveratrol/kg b.w. (in % of control). Results are expressed 
as median, interquartile range, maximum and minimum values. mRNA abundance related to Actb and Gapdh was 
determined using real-time PCR. The data are presented relative to the median of the control group (1). Statistically 
significant differences (p˂0.05) between groups are indicated by different letters (a and b).

жира), что может быть связано с влиянием 
полифенола на АМФ-активируемую про-
теинкиназу. В эксперименте [2] на крысах, 

которых кормили высокожировой диетой 
(45% жира) в течение 6 недель, РЕС в дозе 
15 мг/кг/сут не влиял на активность син-
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тазы жирных кислот и экспрессию PPARα, 
однако наблюдалось снижение активности 
ацетил-КоА карбоксилазы в печени. В дру-
гом исследовании РЕС в дозе 100 мг/кг/сут 
в течение 6 недель не оказывал существен-
ного влияния на экспрессию гена SREBP-1c 
в печени крыс, которых кормили высокохо-
лестериновым рационом с высоким содер-
жанием жира (65% жира) [8].

Способность РЕС подавлять экспрессию 
гена глюкокиназы в гепатоцитах крыс, от-
меченная в нашем исследовании, была 
также обнаружена в работе [7], что может 
быть связано с опосредованным FoxO1 по-
давлением транскрипционной активности 
HNF-4a. Наряду с этим в другом исследо-
вании было показано отсутствие эффекта 
РЕС на экспрессию HNF-4a на фоне высо-
кожирового рациона [5]. Учитывая отсутст-
вие значимого влияния полифенола на экс-

прессию Srebf1 в нашей работе, вероятным 
механизмом ингибирующего действия РЕС 
на Gck может быть влияние других транс-
крипционных факторов, таких как HIF-1, 
USF1 и USF2 [7].

Выводы
Ресвератрол в обеих использованных до-

зах не оказывает существенного влияния 
на развитие НАЖБП, а также на экспрессию 
генов, связанных с углеводным и липид-
ным обменом, в печени крыс, получавших 
ВЖВФР. Это подчёркивает сложное дейст-
вие биологически активных веществ, кото-
рые могут оказывать различные эффекты 
в зависимости от комбинаций и использу-
емых доз. Дальнейшие исследования могут 
помочь более чётко установить, каковы эф-
фекты полифенолов и характер биологиче-
ских процессов, вовлечённых в их действие.
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TRPV1, являющийся ключевым медиатором передачи ноцицептивных сигналов, широко 
распространён в различных тканях и клетках, включая центральную нервную систему. 
Регуляционная активность TRPV1 оказывает воздействие на нервную десенсибилизацию, передачу 
болевых импульсов и нейротрансмиттерные системы. Использование полезного пептида APHC3 
как селективного антагониста TRPV1 является методом исследования блокировки данного канала 
на уровне тревожности и представляет собой реакцию на стресс у мышей. Результаты исследования 
могут расширить наше понимание о влиянии TRPV1 на сдерживание эмоциональных состояний. 
Данное исследование имеет важное значение для осознанного воздействия TRPV1 на стресс 
у мышей ICR, а также может послужить исследованиям в области медицины и биомедицины.
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TRPV1, a key mediator of nociceptive signaling, is widely distributed in various tissues and cells, including 
the central nervous system. The regulatory activity of TRPV1 affects neural desensitization, pain trans-
mission, and neurotransmitter systems. The use of the beneficial peptide APHC3 as a selective antagonist 
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of TRPV1 is a method for studying the blocking of this channel at the level of anxiety and is a response 
to stress in mice. The findings improve our understanding of the influence of TRPV1 on the moderation 
of emotional states. This study has important implications for understanding the effects of TRPV1 on stress 
states in ICR mice and may also contribute to medical and biomedical research.
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Введение
Рецептор TRPV1 (транзиентный потен-

циал ваниллоидного типа 1) принадлежит 
семейству трансмембранных ионных кана-
лов и играет ключевую роль в передаче сиг-
налов болевой чувствительности и темпе-
ратурных стимулов в организме [5]. TRPV1 
является одним из основных рецепторов, 
ответственных за восприятие острой боли 
и ощущений, связанных с высокими темпе-
ратурами. 

Он широко распространён в ЦНС, при-
сутствует в ганглиях спинного мозга, в ней-
ронах гиппокампа, гипоталамуса и других 
областей мозга. Также рецепторы встреча-
ются в других тканях и органах организма 
[2]. Основными стимуляторами для акти-
вации TRPV1 являются капсаицин, а также 
различные тепловые стимулы и некоторые 
химические соединения. Активация TRPV1 
приводит к открытию канала для ионов 
кальция (Ca2+), что в свою очередь вызыва-
ет деполяризацию мембраны и генерацию 
акционных потенциалов в нервных клет-
ках [7]. Это важно для передачи информа-
ции о болевых и температурных стимулах 
в ЦНС. Отмечается, что активация TRPV1 
в различных участках мозга может оказы-
вать анксиолитический эффект, снижая 
уровень тревожности и способствуя ощу-

щению расслабления. Например, активация 
TRPV1 в некоторых регионах головного 
мозга может снижать уровень тревожности 
и стимулировать ощущение расслабления [3].

Селективный антагонист TRPV1 кана-
ла — пептид APHC3 — был выбран нами 
в качестве исследуемого объекта. Этот 
пептид был выделен из морской анемо-
ны Heteractis сrispa. Научные исследова-
ния свидетельствуют о том, что данный 
пептид проявляет свою эффективность 
в снижении воспаления и облегчении боли 
при ревматоидном и остеоартрите, а также 
при острой и хронической боли [4, 9, 10]. 
Нейропротективная активность пептида 
APHC3 была показана в in vitro исследова-
ниях. В проведённых ранее исследовани-
ях in vivo было показано, что он обладает 
анальгетической, противовоспалительной 
и гипотермической активностью [8]. 

Материалы и методы 
В исследовании был использован пептид 

APHC3, полученный путём гетерологичной 
экспрессии в E. coli [6].

Исследование проведено на базе лабора-
тории биологических испытаний Института 
биоорганической химии им. академиков 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН. 
В основе дизайна исследования лежали 
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рекомендации «Руководства по проведе-
нию доклинических исследований лекар-
ственных средств» [1]. Для проведения 
исследования было взято 16 самцов белых 
половозрелых мышей аутбредной линии 
ICR статуса SPF массой 20–30 г, возраст 
7–8 недель (НПП Питомник лаборатор-
ных животных ФИБХ РАН, Московская 
обл.). Животные размещались по 4 особи 
в поликарбонатные клетки (тип 3, размеры 
425×266×155 мм).

Все животные были разделены на две 
группы по 8 животных. Объём введения 
тестируемого препарата для всех живот-
ных составлял 2 мл/кг. Животным группы 
1 вводили физ. р-р («Обновление», Россия), 
а животные группы 2 получали APHC3 
в дозе 1 мг/кг. Через 30 мин после введения 
препаратов проводился функциональный 
тест «Тёмная/светлая камера».

Методика использования тёмной/светлой 
камеры в установке «TSE Multiconditioning 
System» основана на естественной склон-
ности грызунов избегать сильно освещён-
ных областей. В данном эксперименте 
животных помещали в ярко освещённую 
часть двухкамерной установки и за 5 мин 

фиксировали количество переходов между 
светлой и тёмной зонами, а также время, 
проведённое в каждой из них.

Результаты исследований
По результатам теста «Тёмная/светлая ка-

мера» у животных группы 1 было отмечено 
естественное стремление избегать областей 
с ярким освещением, проявляя предпочтение 
к пребыванию в условиях низкой освещен-
ности. Животные же группы 2, получавшие 
пептид APHC3 в дозе 1 мг/кг, наоборот, про-
демонстрировали снижение времени, про-
ведённого в тёмной камере, на 25% по срав-
нению с контрольной группой.

Выводы 
В ходе исследования было установле-

но, что пептид APHC3, функционирующий 
как селективный ингибитор TRPV1 кана-
ла, обладает анксиолитическим эффектом 
при введении внутримышечно в дозе 1 мг/кг. 
Этот пептид оказывает снижающее воздей-
ствие на уровень тревожности у животных, 
что придаёт значимость продолжению ис-
следований для определения оптимального 
диапазона его эффективных доз.

Рис. Результаты теста «Тёмная/светлая камера». Время нахождения в темной камере (сек). Результаты 
представлены как среднее значение ± SD; ** — p<0,01 по сравнению с группой контроля (непараметрический 
тест Манна — Уитни).
Fig. Results of the dark/light camera test. The time spent in a dark cell (sec.). The results are presented as an average 
value ± SD; ** — p<0.01 compared with the control group (nonparametric Mann — Whitney test).
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ИЗУЧЕНИЕ ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ β-АМИЛОИДНОГО ПЕПТИДА 
С ИНСУЛИНОМ ДЕТЕМИР МЕТОДАМИ БИОСЛОЙНОЙ 

ИНТЕРФЕРОМЕТРИИ И МОЛЕКУЛЯРНОГО МОДЕЛИРОВАНИЯ
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Исследование взаимодействий β-амилоидного пептида (Aβ) с белковыми и пептидными 
лигандами является актуальной задачей. Большой интерес представляет изучение комплексов Aβ 
с лекарственными средствами, которые рассматриваются в качестве перспективных кандидатов 
для терапии болезни Альцгеймера. К данной категории относится группа гипогликемических 
препаратов, в т. ч. инсулин детемир, аналог инсулина длительного действия. В данной работе 
методом биослойной интерферометрии впервые получены кинетические и равновесные параметры 
взаимодействия инсулина детемир с мономерными формами Aβ с длиной цепи 40 и 42 аминокислоты, 
а также предложена модель комплексов «инсулин детемир – Аβ40/42». Полученные данные могут 
быть использованы для изучения механизмов влияния инсулина детемир на когнитивные функции 
пациентов c диагнозом болезнь Альцгеймера.

Ключевые слова: инсулин детемир, β-амилоидный пептид, болезнь Альцгеймера
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INTERACTION OF β-AMYLOID PEPTIDE WITH INSULIN DETEMIR 
STUDIED BY BIOLAYER INTERFEROMETRY  

AND MOLECULAR MODELLING 
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The study of β-amyloid peptide (Aβ) interactions with protein and peptide ligands is a relevant research 
task. Aβ complexes with drugs that are considered as promising candidates for the therapy of Alzheimer’s 
disease are of particular interest. This category includes a group of hypoglycemic drugs, such as insulin 
detemir, a long-acting insulin analogue. In this work, the method of biolayer interferometry is used to ob-
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tain the kinetic and equilibrium parameters of interaction of insulin detemir and monomeric Aβ forms 
with a  chain length of 40 and 42 amino acids. A model of “insulin detemir–Aβ40/42” complexes is pro-
posed. The data obtained can be used to study the mechanisms of the effect of insulin detemir on cognitive 
functions of patients with Alzheimer’s disease. 
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Введение
Исследование взаимодействий β-амило-

идного пептида (Аβ) с лигандами раз-
личной природы является актуальной 
задачей как с точки зрения пополнения 
знаний о механизмах развития болезни 
Альцгеймера (БА), так и в связи с поиском 
эффективных способов её терапии и про-
филактики. Особый интерес представляет 
изучение комплексов мономерной формы 
Аβ. Создание библиотеки взаимодействий 
Аβ с указанием кинетических и равновес-
ных параметров образования комплекса 
может послужить базой для поиска взаимо-
действий Аβ, значимых in vivo. Особенно 
актуально изучение комплексов Аβ с ле-
карственными средствами, которые могут 
быть использованы для лечения БА. Так, 
например, интраназальное применение ин-
сулина детемир (одной из пролонгирован-
ных форм инсулина) положительно влияло 
на память пациентов с БА, носителей алле-
ли ApoE e4, и ухудшало память пациентов 
с БА, не имеющих данной аллели в своём 
генотипе [1]. В то же время взаимодействие 
инсулина детемир с мономерной формой 
Аβ до сих пор не изучено. В нашей работе 
было проведено исследование взаимодей-
ствия мономерных форм Aβ с длиной цепи 
40 и 42 аминокислотных остатка (Aβ40/42) 
с инсулином детемир: методом биослойной 

интерферометрии (БСИ) получены кинети-
ческие и равновесные параметры их взаи-
модействия, а также методом молекуляр-
ного моделирования построена модель их 
комплексов.

Материалы и методы
В ходе исследований были использованы 

рекомбинантный человеческий Aβ40/42, 
полученный по методике, разработанной 
в нашей лаборатории [3], и инсулин дете-
мир производства Novo Nordisk (торговое 
название — Левемир). Взаимодействие 
Aβ40/42 с инсулином детемир исследовали 
методом БСИ с использованием системы 
Octet QKe (ForteBio). Aβ40/42 использовал-
ся в качестве лиганда, в качестве аналита 
был использован р-р инсулина детемир (5–
10 мкМ) в буфере 20 мM Трис-HCl, 140 мM 
NaCl, 4,9 мM KCl, 1 мM MgCl2, 2,5 мM 
CaCl2, pH=7,4. Данные анализировали 
с помощью программного обеспечения 
ForteBio Data Analysis Software. Для аппрок-
симации использовали модель гетероген-
ного лиганда. Моделирование комплекса 
исследуемых молекул проводилось на ос-
нове трёхмерных структур инсулина дете-
мир (PDB ID: 1XDA цепи A, B, X-RAY) и Аβ 
(PDB ID: 2LFM, 1–40, NMR; PDB ID: 1Z0Q, 
1–42, NMR) с помощью программы ClusPro 
(https://cluspro.org/login.php?redir=/home.php). 
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Обработка полученных комплексов про-
водилась по алгоритму, описанному нами 
в работе [2]. Визуализация комплексов 
была реализована с помощью программы 
PyMol (https://pymol.org/2). Остатки прону-
мерованы в соответствии с трёхмерными 
структурами молекул. 

Результаты исследований
На рис. 1 представлены результаты оп-

ределения параметров взаимодействия 
Aβ40/42 с инсулином детемир методом 
БСИ. Значения равновесных констант дис-
социации близки в пределах погрешности 
для двух изоформ Aβ как для первой рав-

Рис. 1. Сенсограмма взаимодействия Aβ40/42 с инсулином детемир (5–10 мкМ), полученная методом БСИ.
Примечание: синим цветом для Aβ40 и красным для Aβ42 показана зависимость сдвига длины волны (отклика) 
от времени в процессе ассоциации и диссоциации, черными линиями показана аппроксимация эксперименталь-
ных данных моделью гетерогенного лиганда 2:1.
Fig. 1. Sensorgram of the interaction of Aβ40/42 with insulin detemir (5–10 μM), obtained by biolayer interferometry.
Note: the time dependence of the wavelength shift (response) during association and dissociation is shown for Aβ40 
(blue) and Aβ42 (red); the black lines show the approximation of the experimental data by the 2:1 heterogeneous ligand 
model.

Таблица. Кинетические и термодинамические константы взаимодействия Aβ40/42 с инсулином детемир
Table. Kinetic and thermodynamic constants of interaction of Aβ40/42 with insulin detemir

ka1, 
×102

1/(M сек)

kd1,
×10–4

1/сек

KD1,
×10–7 M

ka2,
×104

1/(M·сек)

kd2,
×10–2

1/сек

KD2,
×10–6 M

Aβ40

8,2±5,1 4,0±1,2 4,88±0,45 2,0±1,5 1,91±0,21 0,96±0,78

Aβ42

6,14±2,83 5,85±0,13 9,53±0,46 1,45±0,63 1,77±0,11 1,22±0,60
Примечание: в качестве погрешностей приведены величины стандартного отклонения среднего.
Note: the standard deviation values of the mean are given as errors.
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новесной константы диссоциации (KD1), так 
и для KD2.

Модели комплексов «Aβ40/42 – инсулин 
детемир», полученные методом молекуляр-
ного моделирования с помощью програм-
мы ClusPro, приведены на рис. 2.

Анализ полученных моделей комплексов 
показал, что Aβ40 имеет большее число 
контактов с инсулином детемир, чем Aβ42 
(за счёт входящих в комплекс N-концевых 
остатков пептида). Общие аминокислотные 
остатки для Aβ40 и Aβ42, взаимодействую-
щие с инсулином детемир: Y10, H14, Q15, 
L17 и V18. Области связывания, располо-
женные на обеих цепях молекулы инсулина 

детемир (PDB ID: 1XDA цепи A, B), схожи 
для Aβ40 и Aβ42. 

Выводы
В данной работе впервые было проведе-

но исследование взаимодействия мономер-
ных форм Aβ40/42 с инсулином детемир, 
были получены кинетические и равно-
весные параметры их взаимодействия, 
а также предложена модель их комплексов. 
Полученные данные могут быть исполь-
зованы для изучения влияния инсулина 
детемир на метаболизм Аβ и когнитивные 
функции пациентов с диагнозом болезнь 
Альцгеймера [4].

Рис. 2. Модели комплексов «Aβ40 (слева) / Aβ42 (справа) – инсулин детемир», полученные методом молекуляр-
ного моделирования с помощью программы ClusPro на основе трёхмерных структур инсулина детемир (выде-
лен голубым цветом) и Аβ (Аβ40 выделен зелёным цветом; Аβ42 выделен жёлтым цветом). Аминокислотные 
остатки, общие для Aβ40 и Aβ42, взаимодействующие с инсулином детемир (Y10, H14, Q15, L17 и V18), выде-
лены оранжевым и подписаны.
Fig. 2. Models of the “Aβ40 (left) / Aβ42 (right) – insulin detemir” complexes obtained by molecular modeling using 
the ClusPro program based on the three-dimensional structures of insulin detemir (highlighted in blue) and Aβ (Aβ40 
in green; Aβ42 in yellow). Amino acid residues common to Aβ40 and Aβ42 that interact with insulin detemir (Y10, H14, 
Q15, L17 and V18) are highlighted in orange and labeled.
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ВОЗМОЖНОСТИ ПРИМЕНЕНИЯ  
ГУМИНОВЫХ ВЕЩЕСТВ В СОПРОВОДИТЕЛЬНОЙ ТЕРАПИИ  

ОНКОЛОГИЧЕСКИХ БОЛЬНЫХ

Н.С. Бендерский1, А.В. Сафроненко2, Е.В. Ганцгорн2,*, О.М. Куделина2, А.В. Мороз2
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В настоящее время сопроводительная терапия является неотъемлемой частью лечения онкологи-
ческих больных, позволяющей купировать симптомы злокачественных новообразований и неже-
лательные явлений проводимого лечения. Это в значительной степени обусловливает актуальность 
поиска и разработки новых лекарственных веществ для поддерживающей терапии пациентов с он-
копатологией. Одной из наиболее интересных и малоизученных групп природных соединений 
растительного происхождения являются гуминовые вещества. Представленный обзор направлен 
на обобщение и систематизацию имеющейся к настоящему времени информации об известных фар-
макологических эффектах и возможных механизмах действия гумусовых кислот, а также перспекти-
вах их применения в сопроводительной терапии онкологических больных.
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POTENTIAL OF HUMIC SUBSTANCES  
IN THE СONCOMITANT THERAPY OF CANCER PATIENTS
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Concomitant therapy is an integral part of modern approaches in treating cancer patients, which allows 
the symptoms of malignant neoplasms to be mitigated and the adverse events of the treatment to be avoided. 
Therefore, the search for new drugs for supportive therapy of oncopathology patients seems highly rele-
vant. Humic substances represent a promising, although insufficiently studied, group of natural compounds 
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of plant origin. This review article is aimed at generalizing and systematizing the information currently 
available on the known pharmacological effects and possible action mechanisms of humic acids, as well 
as the prospects for their use in the concomitant therapy of cancer patients.
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Введение
Несмотря на значительные достижения 

в области диагностики и лечения, злока-
чественные новообразования (ЗНО) оста-
ются одной из наиболее значимых причин 
снижения качества жизни, инвалидизации 
и смертности населения. Ежегодно в мире 
выявляется более 19 млн новых случаев 
ЗНО. По прогнозам Всемирной органи-
зации здравоохранения (ВОЗ), ожидается, 
что к 2040 г. онкологическая заболевае-
мость во всём мире увеличится до 28 млн 
новых случаев, при этом наибольшее уве-
личение распространенности ЗНО будет 
наблюдаться в развивающихся странах [10].

В настоящее время для лечения онколо-
гических заболеваний используют «клас-
сическую» триаду методов, включающую 
оперативное лечение, химио- и лучевую 
терапию. Однако альтернирующий ха-
рактер основного противоопухолевого 
лечения как на патологические, так и, за-
частую, на здоровые ткани обуславливает 
важность качественной сопроводительной 
терапии у пациентов с ЗНО. Её адекватное 
выполнение по объёму и качеству соглас-
но современным международным стан-
дартам способствует повышению качества 
и продолжительности жизни пациентов. 
В отдельных случаях успех лечения на-
прямую зависит от проведения сопрово-
дительного лечения. Это в значительной 
степени обусловливает актуальность по-
иска и разработки новых лекарственных 

веществ для поддерживающей терапии 
пациентов с онкопатологией. В этом ас-
пекте определённый интерес представляют 
природные соединения и их производные, 
обладающие широким спектром использо-
вания наряду с благоприятным профилем 
безопасности. Одной из наиболее интерес-
ных и малоизученных групп природных 
соединений растительного происхождения 
являются гуминовые вещества.

Методология поиска источников
Был проведён поиск публикаций c ис-

пользованием комбинаций ключевых слов 
и логического оператора SQL: (“antioxidant 
properties” OR “radioprotective properties” 
OR “prebiotic properties” OR “antitumor”) 
AND (“humic substances” OR “humic acid” 
OR “fulvic acid” OR “hymatomelanic acid”) 
за период с 1990 по 2023 гг. Таким обра-
зом, на основании данных о хронологии 
публикаций, актуальности содержащейся 
в них информации в настоящий обзор было 
включено 7 наиболее релевантных отече-
ственных и зарубежных научно-исследо-
вательских работ, в которых обсуждаются 
фундаментальные, прикладные и клиниче-
ские аспекты применения гумусовых кислот.

Антиоксидантные свойства
Многочисленные исследования указы-

вают на то, что гуминовые вещества (ГВ) 
обладают антиоксидантными свойствами. 
Это обусловлено наличием легкоподвиж-
ных атомов водорода (H+) фенольных ги-
дроксилов, способных нейтрализовывать 
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свободные радикалы, а также свойством 
хиноидных группировок инициировать 
процесс электровосстановления кислорода 
[1]. Также за счёт сильно делокализиро-
ванной молекулярной орбитали ГВ могут 
выступать в роли ловушек для свободных 
радикалов, что подтверждается наличием 
в их структуре высокой концентрации па-
рамагнитных центров [2].

Данное свойство ГВ подтверждается 
работой [8], в которой оценивались кар-
диопротективные свойства фульвовой 
кислоты (ФК) на животной модели карди-
отоксичности, вызванной доксорубицином 
(DOX). В ходе исследования крысам Wistar 
вводили DOX в общей кумулятивной дозе  
15 мг/кг, разделённой на 6 введений, в тече-
ние 14 дней. ФК вводили соответствующим 
группам один раз в день, в течение 21 дня, 
в дозе 100, 200 и 300 мг/кг соответственно. 
Затем животных наркотизировали для ре-
гистрации частоты сердечных сокращений 
(ЧСС), систолического (САД) и диастоли-
ческого (ДАД) артериального давления 
(путём канюлирования сонной артерии) 
и забирали кровь для определения уровня 
лактатдегидрогеназы (ЛДГ), аспартатами-
нотрансферазы (АСТ) и креатинкиназы МВ 
(СК-МВ), после чего животных умерщвля-
ли для выделения сердца и приготовления 
гомогенатов тканей. Антиоксидантный 
статус оценивался путём измерения уровня 
малонового диальдегида (МДА), а также 
активности супероксиддисмутазы (СОД), 
каталазы и глутатиона.

В результате было установлено, что при-
менение DOX достоверно приводило к сни-
жению ЧСС, САД и ДАД (p<0,001). Это 
обуславливается способностью DOX вли-
ять на фазу восстановление потенциала 
действия за счёт нарушения регуляции вну-
триклеточной концентрации Ca2+. В то же 
время в группах, получавших ФК, отмеча-
лось значительное увеличение ЧСС и САД, 
а также незначительное повышение ДАД 
(р<0,05). Анализ сердечно-сосудистых 

маркеров показал, что применение DOX 
приводило к значительному повышению 
уровня АСТ, ЛДГ и СК-МВ, что свиде-
тельствовало о повреждении сердечной 
мышцы (р<0,0001). При этом в группах, 
получавших ФК, отмечалось значительное 
снижение данных показателей (p<0,001). 
При анализе антиоксидантных параме-
тров в группе, получавшей DOX, отмеча-
лось увеличение перекисного окисления 
липидов, снижение уровня СОД, глутати-
она, каталазы и увеличение уровня МДА 
(p<0,0001). В то же время применение ФК 
приводило к улучшению эндогенного анти-
оксидантного потенциала, что характери-
зовалось увеличением уровня СОД, глута-
тиона, каталазы и снижением уровня МДА. 
При гистологическом анализе в группе 
с применение DOX отмечалась клеточная 
инфильтрация, некроз, а также изменения 
гиалина. При этом в группах, получавших 
ФК, происходило уменьшение миоцитоли-
за и клеточной инфильтрации. Результаты 
данного исследования свидетельствуют 
о том, что ФК способна предотвращать сво-
боднорадикальное повреждение сердечных 
миоцитов и нивелировать патологические 
изменения, вызванные DOX. 

Радиопротекторные 
 и антимутагенные свойства
Несмотря на последние достижения в об-

ласти лучевой терапии (ЛТ), исследования 
последних лет свидетельствуют о том, 
что ЛТ может индуцировать стохастиче-
ские эффекты, которые могут приводить 
к появлению радиационно-индуцированно-
го вторичного ЗНО в соседних тканях и ор-
ганах [5, 6]. 

Исследования указывают на то, что ГВ 
могут проявлять антимутагенные и ради-
опротективные свойства [11]. В работе [9] 
проводился метафазный анализ хромосом-
ных аберраций в культивируемых лимфо-
цитах периферической крови пациентов 
с раком щитовидной железы, после об-
лучения лимфоцитов in vitro цезием-137 
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в дозе 1 Гр. Гумат натрия в концентра-
ции 10 и 100 мкг/мл добавляли в культуру 
клеток через 30±15 мин после стимуля-
ции фитогемагглютининов. В результате 
было выявлено, что ГН в концентрации  
10 мкг/мл проявлял большую эффектив-
ность, чем в концентрации 100 мкг/мл, 
при этом снижая среднюю частоту му-
таций на 51,88 и 38,77% соответственно. 
Подобное действие ГВ оказывают за счёт 
своих адаптогенных свойств, включаю-
щих активацию процессов репарации ДНК. 
Таким образом, выявлен потенциал приме-
нения ГВ не только во время ЛТ, но и в усло-
виях техногенных радиационных ката-
строф, для снижения риска возникновения 
онкологических заболеваний.

Пребиотические свойства
В настоящее время появляется всё боль-

ше данных о потенциальной взаимосвязи 
токсического влияния противоопухоле-
вых препаратов на микробиом и сниже-
нии эффективности терапии, приводящем 
к негативным последствиям, включая воз-
никновение резистентности к химиотера-
певтическим препаратам. С древних вре-
мён известно о стимулирующем действии 
ГВ на развитие микробов в почве, что яви-
лось причиной изучения их влияния на ми-
кробиом живых организмов. Гуминовые 
кислоты (ГК) в основном состоят из арома-
тического остова, включающего азотистые 
гетероциклы, окружённые фенольными, 
карбоксильными и хиноидными функцио-
нальными группами, а также широким на-
бором биологически активных соединений, 
водорастворимых и быстро гидролизуемых 
фракций. Было установлено, что благодаря 
полифункциональности групп при низких 
значениях pH ГК заряжены положитель-
но и могут взаимодействовать с анионами, 
но при pH выше 4,7 они заряжены отрица-
тельно из-за диссоциации протонов от кар-
боновых кислот или спиртов и способны 
реагировать с катионами [3, 12]. 

В связи с этим в эксперименте с ис-
пользованием модели, имитирующей три 
основных отдела желудочно-кишечного 
тракта курицы in vitro, использовались 
ферментативные условия и различные 
значения pH (1,2–2; 5,2 и 6,4–6,8), в кото-
рых оценивали влияние ГК на количество 
важных для домашних птиц бактерий, та-
ких как S. enteritidis, E. coli, Cl. perfringens, 
L. salivarius и B. subtilis. В ходе исследо-
вания было выяснено, что добавление ГК 
достоверно приводило к увеличению коли-
чества S. enteritidis, E. coli, Cl. perfringens 
и B. subtilis. При этом в преджелудоч-
ке количество бактерий было снижено 
по сравнению с наблюдаемым в кишечнике, 
что объясняется низким уровнем pH, явля-
ющимся важным фактором для роста бак-
терий. ГК, являясь амфифильными вещест-
вами, проявляют большую эффективность 
при низком pH и способствуют абсорбции 
на различных поверхностях, в т. ч. и на би-
ологоческих мембранах бактерий [4, 11].

Таким образом, стимулирующее дей-
ствие ГВ на микробиоту толстой кишки 
повышает интерес к данной группе ве-
ществ, особенно если взять их за основу 
для разработки специфических препаратов, 
применяемых с целью повышения эффек-
тивности химиотерапии онкологических 
больных.

Заключение
Накопленный объём исследований под-

тверждает многообразие эффектов гуми-
новых веществ, что объясняется не толь-
ко составом их периферических цепей 
и функциональных групп, но и особенно-
стями строения конденсированных аро-
матических ядер. Приведённые данные 
свидетельствуют о том, что они обладают 
выраженными антиоксидантными и радио-
протективными свойствами, а также могут 
оказывать положительное влияние на ми-
крофлору, демонстрируя пребиотические 
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свойства. Выявленный спектр фармаколо-
гических эффектов в будущем может по-
зволить дополнить существующие методы 

сопроводительной терапии онкологиче-
ских больных, повысив их эффективность, 
или разработать новые подходы.
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На протяжении многих лет цефалоспорины редко упоминались как лекарственные средства, вызы-
вающие гепатотоксичность. Однако к настоящему времени накоплены данные, подтверждающие 
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Лекарственное поражение печени (ЛПП) 
является основной причиной заболеваемо-
сти и смертности, а также основной причи-
ной изъятия антибиотиков с рынка и снятия 
с производства [6]. Антимикробные препа-
раты возглавляют список этиологических 
факторов ЛПП, несмотря на то что серьёз-
ная гепатотоксичность, вызванная антиби-
отиками, невелика по сравнению с ежегод-
ным их использованием [1].

Что касается цефалоспоринов, то в лите-
ратуре описаны редкие случаи гепатобили-
арных нарушений [2]. Среди них в основ-
ном холестаз на фоне приёма цефтриаксона, 
который может вызвать образование кам-
ней в желчном пузыре.

Цефалоспорины считаются одной 
из безопасных групп препаратов. Так 
ли это? Что изменилось за последние годы? 
Данный вопрос вызывает особый интерес, 
т. к. средний интервал между годом запуска 
препарата и годом, в котором впервые было 
зарегистрировано нежелательное явление, 
составляет 4–8 лет [6]. Поэтому могут по-
явиться новые данные, которые способны 
изменить наше отношение к безопасности 
данной группы.

В исследовании в VigiBase [7] было про-
анализировано 1343 сообщения о безопас-
ности и 1585 случаев побочных реакций 
на цефалоспорины второго поколения. 
Нарушение функции печени было наибо-
лее частой нежелательной лекарственной 
реакцией (НЛР), за ним следовали желтуха 
и гепатит. Для 49% НЛР, зарегистрирован-
ных у пожилых людей, и 51% у взрослого 
населения, исход был благоприятным, ле-
тальный исход был отмечен у 2% взрослых 
и 10% пожилых людей.

Выявлена общая тенденция увеличения 
спонтанных сообщений НЛР гепатобилиар-
ной системы при применении цефалоспо-
ринов второго поколения (рис.) в период 
с 1980 по 2018 гг. Она не постоянная, с не-
сколькими пиками, самый высокий из кото-
рых пришёлся на 2014 г.

Более высокие значения пропорцио-
нального коэффициента отчётности были 
зарегистрированы у пожилых людей 
при цефотетан-ассоциированной желтухе, 
цефуроксим-ассоциированном остром ге-
патите и холестатическом гепатите, а также 
при цефотиам- и цефметазол-ассоцииро-
ванном заболевании печени.

Рис. Количество спонтанных сообщений НЛР гепатобилиарной системы при применении цефалоспоринов вто-
рого поколения [7].
Fig. Number of spontaneous reports of adverse drug reactions in the hepatobiliary system associated with the use 
of second generation cephalosporins [7].
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В работе [5] в анализ ЛПП включили 
471 пациента, получавшего цефтриаксон. 
Высокую дозу антибиотика назначали 
в 7,9% случаев, тогда как остальные 92,1% 
получили обычную дозу. У 16,2% пациен-
тов, получавших высокие дозы цефтриак-
сона, наблюдалось повреждение печени. 
Настоящее исследование показало, что вы-
сокие дозы цефтриаксона были связаны 
со значительно более высокой частотой 
повреждения печени по сравнению с режи-
мом нормальной дозы.

В ретроспективном когортном исследо-
вании, включившем 634 пациента, анализи-
ровалась связь применения цефтриаксона 
с частотой ЛПП у всех пациентов, посту-
пивших с января по декабрь 2019 г. в боль-
ницу общего профиля Хазм Мебайрик 
(Доха, Катар) по поводу распространённых 
заболеваний, которые требовали терапии 
данным антибиотиком по клиническим по-
казаниям [4]. Повреждения печени у паци-
ентов, получавших цефтриаксон, наблюда-
лись в 19,71%, что значительно выше, чем 
описано в литературе (2,9–13,9%). При этом 
высокие дозы использованы были толь-
ко у 2,2% пациентов. Возможно, различия 
данных с описанными в литературе связа-
ны с использованием цефтриаксона вместе 
с другими лекарствами, которые метаболи-
зируются в печени.

Проспективное многоцентровое исследо-
вание DILIN [5], включавшее 1212 пациен-
тов, выявило 19 случаев повреждения пе-
чени через 1–3 недели после однократной 
инфузии цефазолина, вводимого профилак-

тически во время операции. Отклонения 
лабораторных анализов отражали холеста-
тическое или смешанное холестатическое/
гепатоцеллюлярное повреждение [4], воз-
можная причина которого — иммуноаллер-
гическая реакция на структурный компо-
нент 4-кольцевой молекулы β-лактама.

Выявлены НЛР на другие цефалоспори-
ны (цефалексин, цефадроксил, цефурок-
сим, цефаклор, цефтриаксон, цефдинир, 
цефотаксим, цефепим). Они были связаны 
с более тяжёлым течением повреждений, 
включая 2 случая смерти от печёночной 
недостаточности. Большинству (64%) па-
циентов потребовалась госпитализация, 
а уровень смертности составил 14%.

В исследованиях описывают холеста-
тический [3, 5, 7], гепатоцеллюлярный [8] 
и смешанный [3, 5, 7] тип ЛПП при приме-
нении цефалоспоринов.

Заключение
Лекарственные поражения печени 

на фоне применения цефалоспоринов 
встречаются чаще, чем предполагалось 
ранее. Нежелательные лекарственные ре-
акции могут быть как немедленные, про-
являющиеся в период использования пре-
паратов, так и отдалённые, возникающие 
через 1–3 недели после отмены. Тип повре-
ждения печени зарегистрирован не только 
холестатический, но гепатоцеллюлярный 
и смешанный. Это требует более тщатель-
ного врачебного наблюдения за признаками 
поражения печени во время и после приме-
нения цефалоспоринов.
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ОЦЕНКА ВЛИЯНИЯ ПОЛИМОРФНОГО МАРКЁРА A1166C  
ГЕНА РЕЦЕПТОРА К АНГИОТЕНЗИНУ II 1-ГО ТИПА (AGTR1)  

НА ДИНАМИКУ ПОКАЗАТЕЛЕЙ СУТОЧНОГО 
МОНИТОРИРОВАНИЯ АРТЕРИАЛЬНОГО ДАВЛЕНИЯ  
У ПАЦИЕНТОВ С АРТЕРИАЛЬНОЙ ГИПЕРТЕНЗИЕЙ  

1–2-Й СТЕПЕНИ

Е.В. Реброва*, Е.В. Ших
ФГАОУ ВО «Первый Московский государственный медицинский университет им. И.М. Сеченова» 

Минздрава России (Сеченовский университет) 
119991, Российская Федерация, Москва, ул. Трубецкая, 8, стр. 2

Различия в ответе на фармакотерапию блокаторами рецепторов ангиотензина II типа могут опре-
деляться полиморфизмами в генах, ответственных за их мишень действия. Цель работы: изучить 
фармакодинамические показатели суточного мониторирования артериального давления (СМАД) 
эффективности терапии блокаторами рецепторов ангиотензина II в виде монотерапии и в составе 
комбинированных препаратов у пациентов с артериальной гипертензией в зависимости от генетиче-
ских особенностей пациентов — полиморфизма A1166C гена рецептора к ангиотензину II 1-го типа 
(AGTR1). В исследование включено 179 пациентов Московского региона с впервые выявленной ар-
териальной гипертензией 1–2-й степени, среди которых 141 (78,8%) женщина и 38 (21,2%) мужчин 
в возрасте от 32 до 69 лет, которые были случайным образом распределены по группам ирбесартана 
и валсартана в виде моно- или комбинированной терапии с гидрохлортиазидом методом простой 
рандомизации. Через 3 недели фармакотерапии определяли наличие генетического полиморфизма 
rs5186 (A1166C) гена AGTR1. СМАД проводили при включении пациентов в исследование и через 
3 мес. терапии. Максимальный антигипертензивный эффект по уровню снижения среднего днев-
ного систолического артериального давления (САД) и диастолического артериального давления 
(ДАД), среднего ночного САД, вариабельности ночного САД и ДАД определялся у гетерозигот А/С 
в группе пациентов, принимающих валсартан через 3 мес. назначенной фармакотерапии блокато-
рами рецептора ангиотензина II. Среди пациентов, получавших ирбесартан, статистически значи-
мой ассоциации генотипа полиморфизма A1166C гена AGTR1 с данными показателями выявлено не 
было. У гетерозигот отмечено статистически значимо более выраженное снижение средней ночной 
частоты сердечных сокращений (ЧСС) в группе пациентов валсартана, в то время как снижение 
средней дневной ЧСС значительнее определялось у гомозигот С/С как в группе пациентов ирбесар-
тана, так и валсартана. Таким образом, при персонализации терапии у пациентов с впервые выяв-
ленной артериальной гипертензией 1–2-й степени с помощью детекции генетического полиморфиз-
ма A1166C гена AGTR1 пациентам Московского региона, носителям A/C генотипа, целесообразно 
рекомендовать в качестве более эффективной стартовой терапии блокаторами рецепторов ангиотен-
зина II типа валсартан в виде моно- или комбинированной терапии в зависимости от группы риска.

Ключевые слова: артериальная гипертензия, ген рецептора к ангиотензину II 1-го типа, AGTR1, 
полиморфизм A1166C, ирбесартан, валсартан
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рецептора к ангиотензину II 1-го типа (AGTR1) на динамику показателей суточного мониторирова-
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ASSESSMENT OF THE EFFECT OF A1166C POLYMORPHIC 
MARKER OF  ANGIOTENSIN II TYPE 1 RECEPTOR GENE (AGTR1) 
ON THE DYNAMICS OF DAILY BLOOD PRESSURE IN PATIENTS 

WITH STAGE 1–2 ARTERIAL HYPERTENSION

Ekaterina V. Rebrova*, Evgeniya V. Shikh
I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (Sechenov University) 

119991, Russian Federation, Moscow, Trubetskaya Str., 8, Building 2

Differences in the response to pharmacotherapy with angiotensin II receptor blockers may be determined 
by polymorphisms in the genes responsible for their target of action. In this work, we investigate the phar-
macodynamic parameters of daily blood pressure monitoring (DBPM) to assess the efficacy of therapy 
with angiotensin II receptor blockers in the form of monotherapy and as part of combination therapy in pa-
tients with arterial hypertension, depending on their genetic characteristics, i.e., polymorphism A1166C 
of  the angiotensin II type 1 receptor gene (AGTR1). The study included 179 patients in the Moscow 
Oblast with newly diagnosed arterial hypertension of 1–2 stages. Among them, 141 (78.8%) were wo- 
men and 38 (21.2%) were men aged 32 to 69 years, randomly assigned to irbesartan and valsartan groups 
in the form of mono- or combination therapy with hydrochlorothiazide by a simple randomization method. 
Following three weeks of pharmacotherapy, the presence of the rs5186 (A1166C) genetic polymorphism 
of AGTR1 gene was determined. DВPM was performed when patients were included in the study and af-
ter three months of therapy. The maximum antihypertensive effect was observed in heterozygotes A/C 
in the group of patients taking valsartan after three months of prescribed angiotensin II receptor blockers 
pharmacotherapy. This effect was manifested in a decreased average daily systolic blood pressure (SBP) 
and diastolic blood pressure (DBD), average night SBP, variability of night SBP and DBP. Among patients 
treated with irbesartan, there was no statistically significant association of the A1166C polymorphism geno- 
type of the AGTR1 gene with these indicators. Heterozygotes showed a statistically significantly more 
pronounced decrease in the average sleeping heart rate in the group of valsartan patients. At the same time, 
the average daily heart rate decreased more significantly in C/C homozygotes in both the group of irbesartan 
and valsartan patients. Thus, when developing personalized treatment plans for patients with newly diag-
nosed stage 1–2 arterial hypertension using detection of the A1166C genetic polymorphism of the AGTR1 
gene, it is advisable to recommend valsartan as a more effective initial therapy with angiotensin II receptor 
blockers in the form of mono- or combination therapy depending on the risk group for patients in the Mos-
cow Oblast who are carriers of the A/C genotype.

Keywords: arterial hypertension, type 1 angiotensin II receptor gene, AGTR1, polymorphism A1166C, 
irbesartan, valsartan
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Введение
Смертность населения, к которой при-

водит артериальная гипертензия (АГ), по-
прежнему остаётся на высоком уровне, 
а отсутствие фармакодинамического отве-
та или его недостаточная эффективность 
на назначенную антигипертензивную тера-
пию, несмотря на количество доступных те-
рапевтических мишеней, – распространён-
ной проблемой [4, 5, 7, 12]. Ингибиторы 
ангиотензинпревращающего фермента 
и блокаторы рецептора ангиотензина II яв-
ляются основными классами препаратов, 
рекомендуемых в качестве терапии пер-
вой линии при лечении АГ у взрослых [1]. 
В настоящее время многочисленные иссле-
дования отражают влияние генетических 
полиморфизмов на вариабельность фарма-
кодинамического ответа на фармакотера-
пию, а дальнейшие исследования, оценива-
ющие межгенные взаимодействия в ответ 
на антигипертензивные препараты, могут 
помочь выявить потенциальные генетиче-
ские предикторы ответа на лекарственную 
терапию [8, 9, 11].

Многочисленные исследования показали, 
что частота генотипов А/С и С/С по марке-
ру А1166С гена AGTR1 достоверно выше 
в группах пациентов, страдающих гипер-
тонией, чем в контрольной группе здоро-
вых людей. Опубликованный в 2019 г. ме-
таанализ 45 исследований (11 911 случаев) 
установил, что С-аллель на 18% повышает 
риск развития артериальной гипертензии 
(ОШ=1,18; 95% ДИ: 1,04–1,34; р=0,013) [6]. 

Цель исследования — изучить фарма-
кодинамические показатели суточного мо-
ниторирования артериального давления 
(СМАД) эффективности терапии блока-
торами рецепторов ангиотензина II в виде 
монотерапии и в составе комбинированных 
препаратов у пациентов с АГ в зависимо-
сти от генетических особенностей пациен-
тов – полиморфизма A1166C гена рецепто-
ра к ангиотензину II 1-го типа (AGTR1).

Материалы и методы
В исследование включено 179 пациен-

тов с впервые выявленной АГ 1–2-й степе-
ни, проживающих в Московском регионе. 
Среди включённых в исследование были 
141 (78,8%) женщина и 38 (21,2%) мужчин 
в возрасте от 32 до 69 лет (средний воз-
раст — 58,2±6,4 года, медианный возраст — 
60 (57–63) лет). Пациенты соответствовали 
следующим критериям включения: АГ 1–2-й 
степени, возраст от 18 до 74 лет, наличие 
подписанного письменного информирован-
ного согласия пациента на участие в иссле-
довании [3]. 

Исследование одобрено локальным эти-
ческим комитетом ФГАОУ ВО Первый 
МГМУ им. И.М. Сеченова Минздрава 
России (Сеченовский Университет) (Прото-
кол № 05-21 от 10.03.2021 г.). Дизайн ис-
следования: открытое рандомизированное 
контролируемое клиническое исследование. 
Программа клинико-инструментального 
обследования пациента включала в себя: 
сбор жалоб пациента, анамнеза (наличие 
факторов риска развития АГ, сопутствую-
щие заболевания), физикальный осмотр, 
биохимический анализ крови, офисное из-
мерение АД, электрокардиографию (ЭКГ) 
для исключения больных с нарушениями 
ритма или сопутствующими заболевани-
ями сердца, Эхо-КГ, суточное монитори-
рование АД (СМАД). СМАД проводили 
при включении пациентов в исследование 
и через 3 мес. терапии, оценивали значения 
стандартных дневных и ночных показателей 
СМАД: среднее значение систолического 
и диастолического артериального давления 
(САД, ДАД), частота сердечных сокраще-
ний (ЧСС), вариабельность САД, ДАД. 

Определение генетического полимор-
физма rs5186 (A1166C) гена рецептора 1-го 
типа ангиотензина II (AGTR1) проводили 
с помощью набора реагентов для выявления 
полиморфизма в геноме человека «SNP-
ЭКСПРЕСС» в режиме реального времени 
производства ООО НПФ «Литех» (Россия).
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артериального давления у пациентов с артериальной гипертензией 1–2-й степени»

Статистический анализ и визуализация 
полученных данных проводились с исполь-
зованием среды для статистических вычи-
слений R 4.2.3 («R Foundation for Statistical 
Computing», Австрия). Описательные ста-
тистики для качественных переменных 
представлены в виде числа наблюдений 
(относительная частота). Для сравнения 
групп в отношении качественных перемен-
ных использовался точный тест Фишера. 
Для анализа соответствия эмпирического 
распределения генотипов теоретическо-
му, определяемому равновесием Харди — 
Вайнберга использовался тест отношения 
правдоподобия [3].

Результаты исследований
В таблице представлены результаты 

оценки динамики САД, ДАД и ЧСС в зави-
симости от генотипа AGTR1 A1166C.

Статистически значимых различий в от-
ношении эффекта ирбесартана на среднее 

дневное САД в зависимости от генотипа 
AGTR1 A1166C выявлено не было (p=0,782). 
Среди гетерозигот, получавших валсартан, 
отмечалось статистически значимо более 
выраженное снижение дневного САД — 
в среднем 7 мм рт. ст. (95% ДИ: –10÷–4 мм 
рт. ст.; p<0,001) по сравнению с гомозигота-
ми AA (рис. 1).

Статистически значимых различий в от-
ношении эффекта ирбесартана на среднее 
дневное ДАД в зависимости от генотипа 
AGTR1 A1166C выявлено не было (p=0,942). 
У пациентов с генотипом С/С, получав-
ших валсартан, отмечено статистически 
значимо менее выраженное снижение 
ДАД — в среднем на 6 мм рт. ст. (95% ДИ: 
0,6–11,4 мм рт. ст.; p=0,024) по сравнению 
с гомозиготами A/A, а также несколько ме-
нее выраженно снижение ДАД — в среднем 
на 4,2 мм рт. ст. (95% ДИ: –1,2–9,5 мм рт. ст.; 
p=0,156) по сравнению с гетерозиготами 
(рис. 2).

Рис. 1. Сравнительный анализ динамики среднего дневного САД у пациентов с различными генотипами поли-
морфизма A1166C гена AGTR1 в группах пациентов ирбесартана и валсартана.
Fig. 1. Comparative analysis of the dynamics of mean daily SBP in patients with different genotypes of the A1166C 
polymorphism of the AGTR1 gene in the irbesartan and valsartan patient groups.
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Реброва Е.В., Ших Е.В.  
«Оценка влияния полиморфного маркёра A1166C гена рецептора  

к ангиотензину II 1-го типа (AGTR1) на динамику показателей суточного мониторирования  
артериального давления у пациентов с артериальной гипертензией 1–2-й степени»

Как среди пациентов, получавших ирбе-
сартан, так и среди получавших валсартан, 
пациенты с генотипом С/С имели статисти-
чески значимо более выраженное снижение 
дневной ЧСС — в среднем на 2,8 уд./мин  
(95% ДИ: –5,6÷–0,1 уд./мин; p=0,043) 
и 2,4 уд./мин (95% ДИ: –4,6÷–0,3 уд./мин; 
p=0,024) соответственно.

Статистически значимых различий в от-
ношении эффекта ирбесартана на сред-
нее ночное САД в зависимости от гено-
типа AGTR1 A1166C выявлено не было 
(p=0,915). Среди гетерозигот, получавших 
валсартан, отмечалось статистически зна-
чимо более выраженное снижение ночно-
го САД — в среднем, 8,1 мм рт. ст. (95% 
ДИ: –11,4÷–4,8 мм рт. ст.; p<0,001) по срав-
нению с гомозиготами AA и на 5,5 мм рт. ст. 
(95% ДИ: –11,5–0,5 мм рт. ст.; p=0,08) 
по сравнению с гомозиготами CC (рис. 3).

Статистически значимой ассоциации 
изменения среднего ночного ДАД на фоне 
лечения не было установлено как среди 

пациентов, принимающих ирбесартан 
(p=0,701), так и среди пациентов, прини-
мающих валсартан (p=0,114).

Статистически значимых различий в от-
ношении эффекта ирбесартана на среднюю 
ночную ЧСС в зависимости от генотипа 
AGTR1 A1166C выявлено не было (p=0,852). 
У гетерозигот, получавших валсартан, от-
мечено статистически значимо более вы-
раженное снижение ЧСС — в среднем  
на 3 уд./мин (95% ДИ: –5,1÷–0,9 уд./мин; 
p=0,003) по сравнению с гомозиготами AA 
и несколько более выраженное снижение 
ЧСС — в среднем на 2,8 уд./мин (95% ДИ: 
–6,7–1 уд./мин; p=0,195) по сравнению с го-
мозиготами CC.

Нами не было установлено статистиче-
ски значимой ассоциации вариабельности 
САД днём с генотипом по локусу AGTR1 
A1166C как среди пациентов, получавших 
ирбесартан (p=0,902), так и среди получав-
ших валсартан (p=0,243).

Рис. 2. Сравнительный анализ динамики среднего дневного ДАД у пациентов с различными генотипами поли-
морфизма A1166C гена AGTR1 в группах пациентов ирбесартана и валсартана.
Fig. 2. Comparative analysis of the dynamics of mean daily DBP in patients with different genotypes of the A1166C 
polymorphism of the AGTR1 gene in the irbesartan and valsartan patient groups.
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Рис. 3. Сравнительный анализ динамики среднего ночного САД у пациентов с различными генотипами полимор-
физма A1166C гена AGTR1 в группах пациентов ирбесартана и валсартана.
Fig. 3. Comparative analysis of the dynamics of mean sleeping SBP in patients with different genotypes of the A1166C 
polymorphism of the AGTR1 gene in the irbesartan and valsartan patient groups.

Рис. 4. Сравнительный анализ динамики вариабельности ДАД днём у пациентов с различными генотипами 
полиморфизма A1166C гена AGTR1 в группах пациентов ирбесартана и валсартана.
Fig. 4. Comparative analysis of the dynamics of daytime DBP variability in patients with different genotypes 
of  the A1166C polymorphism of the AGTR1 gene in the irbesartan and valsartan patient groups.
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Статистически значимой связи генотипа 
AGTR1 A1166C с вариабельностью ДАД 
днём при применении ирбесартана выяв-
лено не было (p=0,801), при применении 
валсартана отмечено статистически более 
выраженное снижение вариабельности 
у гомозигот CC в среднем на 0,6 мм рт. ст. 
(95% ДИ: –1,2–0 мм рт. ст.; p=0,061) по срав-
нению с гомозиготами AA и в среднем  
на 0,7 мм рт. ст. (95% ДИ: –1,3÷–0,1 мм рт. ст.; 
p=0,024) по сравнению с гетерозиготами 
(рис. 4).

Среди пациентов, получавших ирбесарт-
ан, не было выявлено статистически значи-
мой ассоциации генотипа AGTR1 A1166C 
с вариабельностью ночного САД (p=0,619). 
Среди гетерозигот, получавших валсартан, 
было отмечено статистически значимо бо-
лее выраженное снижение вариабельности 
ночного САД в среднем на 1 мм рт. ст. (95% 
ДИ: –1,4÷–0,6 мм рт. ст.; p<0,001) по срав-
нению с гомозиготами AA и на 1 мм рт. ст. 

(95% ДИ: –1,6÷–0,3 мм рт. ст.; p=0,002) 
по сравнению с гомозиготами СС (рис. 5).

Среди пациентов, получавших ирбесартан, 
не было выявлено статистически значимой 
ассоциации генотипа AGTR1 A1166C с вари-
абельностью ночного ДАД (p=0,568). Среди 
гетерозигот, получавших валсартан, было 
отмечено статистически значимо более вы-
раженное снижение вариабельности ноч-
ного ДАД в среднем на 0,7 мм рт. ст. (95% 
ДИ: –1÷–0,5 мм рт. ст.; p<0,001) по сравне-
нию с гомозиготами AA и на 0,5 мм рт. ст. 
(95% ДИ: –0,9÷–0,1 мм рт. ст.; p=0,019) 
по сравнению с гомозиготами С/С (рис. 6).

Обсуждение результатов
В литературе представлено ограниченное 

количество исследований оценки эффек-
тивности терапии блокаторами рецептора 
ангиотензина II в зависимости от генотипа 
по полиморфизму A1166C гена AGTR1, а их 
результаты остаются противоречивыми.

Рис. 5. Сравнительный анализ динамики вариабельности САД ночью у пациентов с различными генотипами 
полиморфизма A1166C гена AGTR1 в группах пациентов ирбесартана и валсартана.
Fig. 5. Comparative analysis of the dynamics of SBP variability at night in patients with different genotypes of the A1166C 
polymorphism of the AGTR1 gene in the irbesartan and valsartan patient groups.
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Рис. 6. Сравнительный анализ динамики вариабельности ДАД ночью у пациентов с различными генотипами 
полиморфизма A1166C гена AGTR1 в группах пациентов ирбесартана и валсартана.
Fig. 6. Comparative analysis of the dynamics of DBP variability at night in patients with different genotypes 
of the  A1166C polymorphism of the AGTR1 gene in the irbesartan and valsartan patient groups.

Так, авторы работы [10] опубликовали 
данные ретроспективного исследования, 
в которое был включён 281 пациент с АГ, 
получавшие монотерапию валсартаном 
в течение месяца. Пациенты были разделе-
ны на две группы по уровню САД и ДАД 
при офисном измерении АД: хорошо конт-
ролируемая АД (менее 140/90 мм рт. ст.) — 
144 пациента; и плохо контролируемая 
АД (более либо равное 140/90 мм рт. ст.). 
Авторы определили более высокую часто-
ту встречаемости аллеля С гена AGTR1 
A1166C в группе пациентов с хорошим 
контролем значений АД (р=0,005 и р=0,006 
соответственно), а генотипы А/С и С/С 
AGTR1 A1166C были достоверно связаны 
с лучшим контролем АГ при лечении вал-
сартаном по сравнению с генотипом А/А 
(ОШ=2,836; 95% ДИ: 1,199–6,705; р=0,018). 
Полученные нами данные среди населения 
Московского региона коррелируют с ре-
зультатами данного исследования.

В исследовании [2] на жителях Горной 
Шории при изучении влияния А1166С по-
лиморфизма гена AGTR1 было выявлено, 
что в когорте шорцев достигали целевого 
уровня АД обладатели гомозиготного гено-
типа А/А гена AGTR1, при этом пациентам, 
включённым в исследование (597 человек), 
были назначены различные группы антиги-
пертензивных препаратов.

В работе [13] изучали влияние А1166С 
полиморфизма гена AGTR1 на эффектив-
ность терапии лозартаном у пациентов 
с циррозом печени и портальной гипертен-
зией. Гомозиготы по А аллелю гена AGTR1 
исходно показали более высокое лёгочное 
и портальное венозное давление, а после 
назначения фармакотерапии — значимо 
более выраженное снижение давления в во-
ротной вене по сравнению с пациентами 
с генотипом A/C и C/C. 10 из 15 пациен-
тов с генотипом A/A ответили на лечение 
лозартаном, в то время как только один 
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из восьми пациентов с генотипами A/C 
и C/C (p<0,002) продемонстрировал сниже-
ние портальной гипертензии. 

Таким образом, данное исследование по-
священо отдельному полиморфизму, ответ-
ственному за определённое звено ренин-
ангиотензин-альдостероновой системы 
и оказывающему влияние на риск развития 
АГ и на эффективность терапии блокатора-
ми рецептора ангиотензина II, в то время 
как ответ на антигипертензивную терапию 
также зависит и от генов, которые вовлече-
ны в патогенетические механизмы разви-
тия АГ и изменяют фармакодинамические 
эффекты лекарственных средств, моди-
фицируют механическое взаимодействие 
между лекарственными средствами и ге-
нами, а также от полиморфизмов в генах, 
связанных с переносчиками лекарственных 
средств, что определяет необходимость 
дальнейшего изучения влияния полимор-
физмов панели генов-кандидатов.

Выводы
Таким образом, достоверный макси-

мальный антигипертензивный эффект 
по уровню снижения среднего дневного 
САД и ДАД, среднего ночного САД, вариа-
бельности ночного САД и ДАД определялся 
у гетерозигот полиморфизма A1166C гена 

AGTR1 в группе пациентов, принимающих 
валсартан в виде моно- или комбинирован-
ной терапии через 3 мес. назначенной фар-
макотерапии блокаторами рецептора анги-
отензина II. Также у гетерозигот отмечено 
статистически значимо более выраженное 
снижение средней ночной ЧСС в группе 
пациентов валсартана, в то время как сни-
жение средней дневной ЧСС значительнее 
определялось у гомозигот С/С как в группе 
пациентов ирбесартана, так и валсартана. 
Полученные данные могут свидетельст-
вовать о более стабильном антигипертен-
зивном эффекте у пациентов, гетерозигот 
генетического полиморфизма A1166C гена 
AGTR1. Среди пациентов, получавших ир-
бесартан, статистически значимой ассоциа-
ции генотипа полиморфизма A1166C гена 
AGTR1 с данными показателями выявлено 
не было. Таким образом, при персонализа-
ции терапии у пациентов с впервые выяв-
ленной АГ 1–2-й степени с помощью детек-
ции генетического полиморфизма A1166C 
гена AGTR1, пациентам Московского ре-
гиона, носителям A/C генотипа, целесоо-
бразно рекомендовать в качестве более эф-
фективной стартовой терапии блокаторами 
рецептора ангиотензина II валсартан в виде 
моно- или комбинированной терапии в за-
висимости от группы риска.
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