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ПОЗДРАВЛЯЕМ
с 75-летием академика РАМН 

Кукеса Владимира Григорьевича

8 сентября 2009 года исполняется 75 лет 
со дня рождения директору филиала «Кли-
ническая фармакология» Научного центра 
биомедицинских технологий РАМН, вы-
дающемуся ученому, педагогу, академику 
РАМН Владимиру Григорьевичу Кукесу.

В 1957 году Владимир Григорьевич 
с отличием окончил лечебный факультет  
1 Московского медицинского института  
им. И.М.Сеченова, где он в период с 1960 по 

1962 годы проходил клиническую ординату-
ру на кафедре пропедевтики внутренних болезней. Со студенческой скамьи Владимир 
Григорьевич проявлял большой интерес к научной работе. Успешно защитил диссерта-
цию на соискание ученой степени кандидата медицинских наук, а затем и на соискание 
ученой степени доктора медицинских наук.

Владимир Григорьевич стоял у истоков создания кафедр клинической фармакологии 
в России. С 1985 года он возглавляет кафедру клинической фармакологии и пропедев-
тики внутренних болезней медицинской академии им. И.М.Сеченова. С 1992 года воз-
главляет Институт клинической фармакологии ФГУ НЦ ЭСМП. Владимир Григорьевич 
– один из пионеров многих научных направлений клинической фармакологии, в том чис-
ле по оптимизации фармакотерапии, фармакокинетике, фармакогенетике, метаболизму 
лекарственных средств. 

За свою многогранную научную и педагогическую деятельность Владимир Григо-
рьевич удостоен Государственной премии СССР (1985), премии г.Москвы в области ме-
дицины (2004), лауреат премий Правительства РФ (2007, 2008).

Огромный творческий опыт ученого, клинициста Владимир Григорьевич передает 
молодым коллегам. Он автор более 370 научных статей в российских и иностранных ме-
дицинских журналах, 21 монографии, в том числе 10 учебников. Научный руководитель 
157 кандидатских диссертаций и научный консультант 69 докторских диссертаций, име-
ет 14 патентов, заслуженный деятель науки РФ. Инициатор, научный редактор и автор 
руководства по проведению клинических исследований лекарственных средств и руко-
водства по экспериментальному доклиническому исследованию новых фармакологиче-
ских веществ.

Человек высокой культуры, необычайной скромности, Владимир Григорьевич поль-
зуется заслуженным авторитетом у коллег не только в нашей стане, но и далеко за ее 
пределами.

Коллектив Научного центра биомедицинских технологий РАМН., редакция журнала 
«Биомедицина» сердечно поздравляет с юбилеем и желает здоровья и дальнейших твор-
ческих успехов.

Коллектив Научного центра биомедицинских технологий 
и редколлегия журнала «Биомедицина»
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ОБЗОРЫ

Нанобезопасность: новые подходы к оценке рисков и 
токсичности наноматериалов

Н.Н.Каркищенко

Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Москва

Уникальные свойства наночастиц ограничивают возможности прогнозов, которые мо-
гут быть сделаны из наших знаний о больших веществах. Необходимо собирать ин-
формацию о размерах частиц, их структуре и квантово-механических механизмах, а 
также о функциях, способности взаимодействовать с протеинами и тканями. Необхо-
димы тесты in vitro для определения безопасности или рисков от использования нано-
частиц, выяснения их избирательной токсичности и токсикокинетики. Присоединение к 
фуллеренам С60 пиридинов и пиримидинов усиливало их избирательную нейротропную 
активность, но в 3-5 раз повышало их общую токсичность. Опыты in vitro должны стать 
основой для лучшего предсказания возможной токсичности наночастиц и снижения 
числа использованных животных. Необходимы применение гетерогенных и генномо-
дифицированных линий животных, переход от моделей-животных к животным моделям 
и использование компьютерного моделирования в нанобиотехнологиях.

Ключевые слова: нанориски, наномишени, фуллерены, избирательная нанотоксич-
ность, биомоделирование нанопроцессов, модели животных.

Наночастицы, наноматериалы и на-
нотехнологии их производства карди-
нально отличаются по своим свойствам 
и эффектам, комплексу физических, хи-
мических и биологических свойств от 
веществ в форме макроскопических дис-
персий и сплошных фаз. Безопасность 
наноматериалов и нанотехнологий явля-
ется важнейшим фактором, регламенти-
рующим промышленное производство и 
внедрение в здравоохранение нанопро-
дуктов. Для абсолютного большинства 
наноматериалов не известны механизмы 
поступления в организм, биосовмести-
мости, биотрансформации, транслока-
ции в органах и тканях, элиминации и, 
что особенно важно, их токсичности. В 

России, США, странах Евросоюза, Кана-
де, Японии, Китае и других странах ве-
дутся обширные исследования по оценке 
безопасности и потенциальных рисков, 
связанных с производимыми наномате-
риалами [5, 11]. В России разработаны и 
в 2007 году утверждены Постановлением 
Госсанэпиднадзора «Концепция токсико-
логических исследований, методологии 
оценки риска, методов идентификации 
и количественного определения нанома-
териалов» и Приказом Роспотребнадзора 
– методические рекомендации «Оценка 
безопасности наноматериалов» [http://
stroy.dbases.ru/Data1/52/52003/index.
htm].
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Биомишени токсического 
действия для наноматериалов

Определим основные термины, по-
нятия нанотехнологий и примерную 
классификацию наноматериалов.

Нанотехнологии – совокупность 
принципов, методов и технологий, раз-
вивающихся на атомном, молекулярном 
или макромолекулярном уровне, направ-
ленных на создание и использование 
структур, способов и систем модифи-
кации объектов и/или их компонентов в 
масштабе 1-100 нм, обладающих прин-
ципиально новыми свойствами и функ-
циями.

Наноматериалы – продукция и ма-
териалы, содержащие структурные эле-
менты в виде наночастиц, обладающие 
качественно новыми свойствами, позво-
ляющими осуществлять их интеграцию 
в полноценно функционирующие микро- 
и макросистемы.

Нанориски – количественные или ка-
чественные проявления негативного воз-
действия наноматериалов на здоровье и 
репродуктивные последствия людей и 
животных и среду их обитания. 

Критерии нанобезопасности – от-
сутствие или крайне низкий уровень 
объективных параметров нанорисков 
в отношении человека и окружающую 
среду.

Нанотест-системы – биомедицин-
ские, физические, химические, информа-
ционные модели для оценки, валидации 
и экспертизы наноматериалов и нанотех-
нологий.

В соответствии с современными 
представлениями о форме, составе и 
физико-химических свойствах нанома-
териалов, можно выделить следующие 
направления исследований:

─ углеродные наночастицы (фулле 
рены, нанотрубки, графены, нанопены, 
нанопровода и др.),

─ неуглеродные простые наноча-
стицы на основе кремния, магния, цинка, 
титана, золота, серебра и др. металлов,

─ квантовые точки, нанороботы,
─ наночастицы бинарных и компо-

зитных соединений,
─ препараты наночастиц полиме-

ров, биополимеров и др. сложных ве-
ществ.

Учитывая особенности поступления 
наночастиц в организм человека и жи-
вотных, основными органами-мишенями 
являются ткани дыхательной, интести-
циальной, иммунной, кожной систем, а 
критичными по последствиям действия 
наноматериалов являются головной 
мозг, костный мозг, репродуктивные 
и выделительные органы. Отсутствие 
единой шкалы приоритетов для оценки 
безопасности всего многообразия нано-
материалов и низкая информативность, 
а, зачастую, неприменимость традици-
онных токсико-гигиенических характе-
ристик к наноразмерным структурам, 
делает необходимым поиск и использо-
вание новых биомедицинских подходов 
к их оценке. 

Можно полагать, что мишенями для 
наночастиц, в том числе углеродных, 
являются биологические макромолеку-
лы (ДНК, РНК, белки), биологические 
мембраны, в том числе гистогемати-
ческие (ГГБ), гематоэнцефалические 
(ГЭБ) барьеры, системы окисления–
восстановления, в том числе перекисно-
го.

Молекулы фуллеренов (С60 и С70) об-
ладают высокой электроотрицательно-
стью, что позволяет использовать их для 
направленного транспорта различных 
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веществ и лекарств. Направленная до-
ставка р-циклодекстрина с «привязан-
ным» остатком фуллерена обеспечивала 
высокую ДНК-расщепляющую актив-
ность при освещении видимым светом 
[26]. Высокая эффективность биологи-
ческого действия также достигается за 
счет объединения в одной молекуле и 
действующего начала (фуллерена как 
«генератора» синглетного кислорода), 
и системы его направленной доставки 
к молекуле-мишени (катионные груп-
пы связываются с анионными группами 
ДНК) [38].

Наночастицы соизмеримы с биологи-
ческими молекулами, вирусами, и, благо-
даря своим размерам, могут иметь новые 
химические и биологические свойства по 
сравнению с материалами бо΄льших раз-
меров. Они также могут входить и про-
никать в организм, взаимодействовать с 
клетками и тканями, недоступными для 
больших частиц способами. Наночасти-

цы захватываются клетками и попадают 
в неожиданные внутримолекулярные 
пространства (например, митохондрии 
или ядро) [2, 5, 8, 29].

Обратимся в качестве примера к 
фуллеренам, которые мы исследовали 
на протяжении ряда лет. Фуллерены С60 
считаются малотоксичными (1200-2500 
мг/кг). Соединения C60 с глютатионом, 
цистином или бета-аланином [21] яв-
ляются альтернативными акцепторами 
свободных радикалов с хорошей био-
совместимостью и отсутствием види-
мой токсичности. Многогидроксильные 
фуллерены также являются хорошими 
антиоксидантами [14]. C60(OH)24 – фул-
леренол обладает защитным действием 
в отношении вызываемого доксорубици-
ном оксидантного стресса [22]. Некото-
рые исследователи считают, что защит-
ное действие фуллеренила возможно, 
когда оксидантный стресс в клетках 
печени слишком высок. В нормальных 
же условиях C60(OH)24 вызывает гепато-
токсический эффект [22]. Несмотря на 
противоречивость немногочисленных 
данных по их физиологической актив-
ности, следует отметить, что фуллеренол 
в концентрации 30 нмоль предохраняет 
ткани ЦНС от повреждения, вызванного 
оксидантным стрессом, нормализует по-
веденческие реакции, устраняет явления 
энцефалопатии [37]. 

Показатель Норма Фуллеренилы
Глюкоза, mmol/l 7-8 7-7,5

АЛТ, U/l 32-38 29-31
АСТ, U/l 70-160 100-140

Щелочная фосфатаза, U/l 350-450 90-140

Рис. 1. Структурная формула фуллеренила 
C60-F36(NH2)12

Та б л и ц а
Изменение усредненных биохимических показателей в крови крыс через 3 часа после 

введения исследованных фуллеренилов в дозе 300 мг/кг
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ных фуллеренов. Параметры глюкозы, 
АЛТ снижались, а АСТ несколько по-
высились, отличаясь от нормы. Резкое 
уменьшение щелочной фосфатазы в 
среднем с 400 до 120 U/1 могло бы гово-
рить о сдвиге в буферных системах КЩР 
за счет низких значений рН вводимых 
фуллеренов. Но, поскольку изменения 
щелочной фосфатазы практически оди-
наковы при введении веществ с рН от 
2,79 до 5,34, можно думать о достаточно 
сложных биохимических процессах вза-
имодействия исследованных фуллеренов 
с метаболическими системами организ-
ма. Исследованные препараты оказались 
малотоксичными и не имели видимых 
токсикологических проявлений в дозах, 
превышающих 800 мг/кг. В дальнейшем 
были получены водорастворимые соеди-
нения типа C60[FNC5H5]

+F- (фторфулле-
ренпиридинияфторид), а также фуллере-
нилы, содержащие пиримидин и другие 
органические структуры. Присоедине-
ние к С60 пиридинов и пиримидинов су-
щественно повышало токсичность но-
вых веществ до 400-500 мг/кг при оценке 
общей токсичности.

По нашему предложению сотруд-
ником РНЦ Курчатовский институт 
А.А.Филипповым, под руководством 
профессора А.А.Артюхова осущест-
влен синтез фуллеренов с фтор-, бром- 
и аминосодержащими радикалами. В 
лабораториях фармакомоделирования 
(к.б.н. А.О.Ревякин) и нанорегулятор-
ных систем (к.б.н. Д.С.Сахаров) НЦБМТ 
РАМН исследованы следующие соедине-
ния фуллеренов (фуллеренилы): С60F24, 
C60Br24х2Br2, C60F36(NH2)12, C60(NO2)x. 
На рис. 1 приведена структурная форму-
ла одного из исследованных фуллерени-
лов. 

Наши исследования некоторых био-
химических и гематологических показа-
телей выявили определенные изменения 
у крыс после введения модифициро-
ванных фуллеренов. Исследования про-
ведены на биохимическом анализаторе 
Reflotron (Германия) тест полосками, а 
также гематологическом анализаторе – 
Granis 3 (Франция).

В таблице даны обобщенные пока-
затели изменения биохимических пара-
метров при введении всех исследован-

Рис. 2. Влияние фуллеренила C60[FNC5H5]
+F-на распределение спектральных плотностей 

мощности электрической активности мозга крыс.

действие C60[FNC5H5]
+F- 

через 30 минут
фон действие C60[FNC5H5]

+F- 
через 60 минут

∆ ∆ ∆σ σ σ

θ θ θβ β β

γ γ γ
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─ какова токсикокинетика нано-
частиц и влияет ли она на кинетику ле-
карств и других ксенобиотиков?

─ могут ли они инициировать вос-
паление?

─ модифицируются ли в организме 
углеродные наночастицы?

─ каковы проявления эффектов и 
механизмы токсичности нанометаллов?

Это далеко не все вопросы, требую-
щие незамедлительного ответа, хотя по 
некоторым из них уже имеются научные 
результаты. Так, частицы цинка и окси-
да титана, используемые в продуктах 
для ухода за кожей, способны прони-
кать через барьер stratum corneum кожи 
кролика, с наивысшим поглощением из 
водяных и масляных растворов [20]. Из-
вестны различия между наночастицами 
и «традиционными» опасными химиче-
скими веществами, которые заключают-
ся в том, что дезактивация наночастиц 
значительно более сложная и менее эф-
фективная ввиду их твердой структуры, 
чем для обычных химических веществ 
из-за их растворимости.

Наночастицы уже используют в кос-
метических средствах, таких как отбе-
ливатели в зубных пастах, отражающих 
материалах в солнечных экранах, сере-
бряные наночастицы используют в анти-
септических покрытиях. Наночастицы 
используют также в лекарствах, которые 
вводят через кожу, легкие или непосред-
ственно в больной орган. Такие новые 
свойства дают большие возможности, 
но ставят вопрос о безопасности наноча-
стиц [29].

На уровне наших современных зна-
ний о природе взаимодействия нано-
частиц с биологическими субстратами 
можно составить многостраничный труд, 
заполненный одними лишь вопросами. 

Сотрудником нашего Центра к.б.н. 
Д.С.Сахаровым было показано, что при 
интраперитонеальном введении крысам 
модифицированных фуллеренов в разных 
дозах в динамике отмечались изменения 
спектральных мощностей электрической 
активности мозга (СМЭАМ) в частотной 
полосе от 1 до 45 Гц, преимущественно 
во фронтальных и теменно-затылочных 
областях коры (рис. 2). 

Таким образом, можно констатиро-
вать способность фуллеренов распро-
страняться в организме и взаимодейство-
вать с различными органами-мишенями, 
вмешиваться в интимные внутримоз-
говые регуляторные процессы. Одним 
из приоритетных органов-мишеней для 
фуллеренов является головной мозг. Но 
дальнейший прогресс в понимании ме-
ханизмов действия, поиске и детализа-
ции мишеней для фуллеренов требуют 
иных подходов к биомоделированию на 
наноразмерном уровне.

Целью таких моделей должны стать 
ответы на такие вопросы как:

─ каким путем наночастицы про-
никают в органы-мишени?

─ могут ли наночастицы получить 
доступ к тканевым пространствам и при-
водить к системной токсичности?

─ применима ли концепция хими-
ческой адсорбции к наночастицам?

─ каковы риски после местного и 
системного применения наночастиц?

─ каково отношение наночастиц к 
липидным доменам, протеинам и спо-
собны ли они доносить лекарства, ис-
пользуя природные наноносители?

─ как взаимодействуют наночасти-
цы с рецепторами и модифицируют ли 
они эффекты лекарств?

─ каковы механизмы проникнове-
ния наночастиц через ГГБ и ГЭБ?
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ческие исследования с их использовани-
ем были проведены [31]. Дополнительно 
был выявлен ряд факторов неблагопри-
ятного влияния наноматериалов в раз-
личных организмах и окружающей среде 
[30, 36]. Фармацевтическое использова-
ние также было источником информации 
о потенциальной траслокации наноча-
стиц от сайта внесения к периферийным 
областям организма [15]. 

Крайне противоречивые данные 
касаются нанобезопасности фуллере-
нов. По одним данным фуллерены С60 
имеют общую токсичность на уровне  
2500 мг/кг, по другим 1200-1500 мг/кг. 
Если согласиться с данными об их край-
не низкой общей токсичности, то трудно 
объяснить данные ряда авторов, соглас-
но которых фуллерен С60 токсичен по от-
ношению к эритроцитам крыс и челове-
ка, при этом его токсичность не связана 
с оксидантным стрессом [4]. Предпола-
гается токсичность и водорастворимого 
фуллерена C60 [7]. 

Хотя существуют серьезные данные 
по фуллерену и его производным, в ко-
торых авторы не отмечают in vivo ни 
острой, ни хронической токсичности, 
однако факт накопления фуллеренов в 
организме является, безусловно, насто-
раживающим, если не отрицательным, 
при рассмотрении возможностей при-
менения фуллерена в медицине [25]. В 
отличие от фуллерена C60, нанотрубки, 
смешанные углеродные наночастицы 
ускоряли сосудистый тромбоз [32]. 

В тестах для наночастиц необходимо 
особое внимание уделить характеристи-
ке состоящих из них наноматериалов. 
При оценке нанобезопасности получен-
ных инженерными способами нанома-
териалов, таких как фуллерены, одно- и 
многослойные углеродные трубки, ок-

Но жизнь требует ответа уже сегодня, что 
диктует необходимость внесения новых 
биомедицинских инициатив по оценке 
нанобезопасности и наноэффективности 
современных материалов.

Для установления органных, ткане-
вых и атомно-молекулярных мишеней 
для наночастиц требуется построение 
и создание принципиально новых мо-
делей, переход от животных-моделей 
к моделям животных, альтернативное, 
математическое и компьютерное моде-
лирование, осуществляемое на принци-
пиально новых основах.

Идентификация рисков 
наноматериалов

Наночастицы с размерностью  
1-100 нм имеют совершенно иные 
физико-химические параметры, меха-
низмы и точки биомедицинского прило-
жения. Это связано с нахождением боль-
шинства атомов на межфазной, внешней 
поверхности частиц, что в свою очередь 
обуславливает новые для медиков и био-
логов квантово-механические закономер-
ности их действия. Иные электромагнит-
ные, спектральные, физико-химические, 
биологические механизмы проявляются 
в уникальности мембранопроницаемо-
сти, антимикробного действия, влияния 
на регуляторный аппарат живых клеток, 
в том числе генный, в наличии особой 
механической прочности наноструктур 
и т.д. Развитие нанотехнологий и созда-
ние новых наноматериалов, обеспечивая 
научно-технический прогресс будущего, 
в то же время создает зону риска для че-
ловека и окружающей его среды.

До последнего времени наночасти-
цы в аспекте рисков систематически не 
изучались, но некоторые эпидемиологи-
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сиды металлов наноразмеров, такие как 
TiO2, частицы с диаметром в нанометр 
низкой растворимости, считающихся 
наноматериалами, должны быть найде-
ны принципиально новые процедуры 
изучения токсичности и точек окончания 
эксперимента при ингаляционном, перо-
ральном и трансдермальном путях про-
никновения наночастиц. 

Ингаляционные риски. Переноси-
мые по воздуху дискретные наночастицы 
преимущественно двигаются конвекци-
ей и диффузией. Частицы такого размера 
осаждаются преимущественно в дыха-
тельных путях путем диффузии [24]. На-
ночастицы могут проходить через био-
логические мембраны и ткани, которые 
непроницаемы для больших частиц. По-
казано проникновение частиц диоксида 
титана (TiO2) наноразмера в интерсти-
ций легких, а кинетика иридия включает 
транслокацию его во вторичные органы 
[20, 35]. Эффекты ингаляционного влия-
ния наноматериалов могут проявляться и 
вне дыхательных путей. Изучены эффек-
ты загрязнения воздуха и показано, что 
повышение смертности прямо связано с 
чистыми частицами [16]. Исследования 
учитывали изучение респираторных и 
кардиоваскулярных эффектов. В хоро-
шем обзоре относительно судьбы нано-
частиц, описана их деградация в легких 
и потенциальный провоспалительный и 
оксидативный стресс, как нанозависи-
мый клеточный отклик [10]. 

При введении крысам C60 в дозах  
1,5 и 3 мг/кг эндотрахеально, с использо-
ванием воды как транспортного средства, 
уже через сутки обнаружили увеличение 
результатов перекисного окисления ли-
пидов в жидких продуктах бронхоаль-
веолярных полостей. Те же изменения 
отмечались и спустя 3 месяца, при этом 

не наблюдалось больше никаких нега-
тивных изменений в структуре и функ-
циях тканей легких [35].

Токсикологи как никогда нуждаются 
в новых технологиях получения инфор-
мации об эффектах влияния дискретных 
наночастиц для понимания воздействия 
наноматериалов, поскольку силы сце-
пления, поддерживания наночастиц как 
агрегатов и агломератов, также как и их 
аэродинамический диаметр, влияют на 
их способность переноситься по возду-
ху, поступать в организм и распределять-
ся в нем. Процедуры оценки функцио-
нирования основных тканей и органов 
могут стать хорошей базой для контроля 
на животных, хотя могут быть не менее 
важны альтернативные подходы, вклю-
чая клеточный, субклеточный уровни и 
математическое моделирование [1, 3, 20, 
34].

Пероральные риски. Одним из 
важнейших путей проникновения на-
ночастиц, по-видимому, является 
желудочно-кишечный тракт. Проникно-
вение наночастиц от 10 до 100 нм через 
стенки желудочно-кишечного тракта 
наблюдаются при обычном и принуди-
тельном кормлении через зонд [20]. Хотя 
имеющиеся данные указывают, что при 
пероральном введении фуллерены не 
всасываются, не эффективны и экскрети-
руются, прежде всего, с калом [20], отри-
цать способность наночастиц преодоле-
вать ГГБ в стенках желудка и кишечника 
было бы опрометчиво.

Трансдермальные риски. Пока нет 
информации о том, могут ли наноча-
стицы проникать через эпидермальный 
барьер и аккумулироваться в тканях 
дермы. Аваскулярный эпидермис может 
являться депо для наночастиц, недоступ-
ных для переноса фагоцитами. Прин-
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данные введены ранее в базу. Несмотря 
на отсутствие в системе данных по ток-
сикологическим точкам окончания экс-
перимента для человека или детальных 
руководств, как именно оценивать риск 
для человека, система позволяет выявить 
ранние фазы чувствительности кожи к 
наноматериалам без использования те-
стов на животных [27].

Существует ли избирательная 
токсичность на наноуровне?

Уникальные физико-химические 
свойства, которыми обладают нанома-
териалы, требуют изучения возможных 
рисков и вреда, наносимых человеку и 
окружающей среде, а также развития 
лучшего фундаментального понимания 
моделей воздействия наноматериалов 
как факторов, которые продвигают все-
сторонние исследования токсикологии и 
оценки безопасности.

Исходя из классического деления фар-
макологических и токсических веществ 
на агонисты и антагонисты, к которым 
априори можно отнести все наноматери-
алы, следует обратить особое внимание 
на известный постулат А.Альберта, что 

«токсичность 
антагонистов 
является их 
наиболее цен-
ным свой-
ством, посколь-
ку… служит на 
благо здоровья 
человека» [9]. 
Не обсуждая 
спорность та-
кого взгляда, 
согласимся с 
тем, что для 

ципиально важным является выявление 
рисков развития воспаления в кератино-
цитах, оценки процессов дезактивации 
наночастиц в коже и особых условий 
растворимости наночастиц в липопроте-
идных эпидермальных структурах.

Наноматериалы и наночастицы спо-
собны проникать в stratum corneum и 
оказывать токсическое воздействие на 
нижние слои. Адсорбция наночастиц 
может осуществляться путем: переме-
щения по межклеточному фосфолипид-
ному пути, внутриклеточно (возможно 
путем эндоцитоза), межклеточно, через 
волосяные фолликулы или потовые про-
токи. За счет дополнительного транспо-
тока наночастицы могут подвергаться 
экскреции [20].

В настоящее время развиваются мо-
дели in silico и in vitro для замены живот-
ных при исследовании наноматериалов. 
Существующие методы in silico ставят 
своей целью определить чувствитель-
ность кожи к определенным наномате-
риалам. Модели и экспертные системы 
QSAR отображают риск и/или потенци-
альную информацию через идентифи-
кацию влияния основных компонентов 
или их комбинаций на животных, если 

Рис. 3. Теоретические принципы адсорбции, распределения и выведе-
ния наноматериалов, а также комплементарности наночастиц с рецеп-
торами.
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римидины, обнаружили высокую изби-
рательную токсичность, чем исходные 
продукты. Так, четвертичная водораство-
римая аммониевая соль фторфуллерен-
пиридинийфторида C60[FNC5H5]+F- уже 
в дозах 300 мг/кг обнаруживала призна-
ки острой токсичности в отношении го-
ловного мозга и ряда паранхиматозных 
органов. Избирательность действия этих 
фуллеренилов на мозг установлена нами 
методами оценки СМЭАМ и нарушения 
когерентных связей в основных зонах 
конвекситальной коры головного мозга 
крыс.

Рассматривая взаимодействие на-
ночастиц, как и любых других веществ 
с тканями, легко представить его в виде 
занятых ими комплексов реакционно-
активных групп. Подобное явление 
описывается в рамках оккупационной 
теории. И.Ленгмюр показал четкую вза-
имосвязь физики и химии таких взаимо-
действий. После его работ стала понятна 
суть явления адсорбции, обусловленного 
суммой всех химических связей (ван-
дер-ваальсовыми, водородными, ионны-
ми, ковалентными, электростатическими 

искомых нановоздействий во многих 
случаях была бы важна избирательная 
токсичность. 

Для многих лекарственных средств 
характерна следующая закономерность: 
при условии полной обратимости ток-
сического действия и избирательности 
эффектов, они тем ценнее, чем токсич-
нее. Данное заключение отнюдь не па-
радокс, а фармакологический факт не 
только для лекарств, но, по-видимому, и 
для веществ наноразмерного уровня. Од-
нако мы должны учитывать, что в отно-
шении наноразмерных частиц не могут 
быть в полном объеме приложимы наши 
представления о физико-химических 
механизмах, поскольку в силу вступают 
квантово-механические закономерности. 
Уже имеющиеся публикации о позитив-
ных и неблагоприятных эффектах нано-
материалов крайне противоречивы. Про-
иллюстрируем на примере фуллеренов.

Известно, что в результате реакций за-
мещения химических веществ образуют-
ся соединения того же класса, а реакции 
присоединения дают соединения другого 
класса. Однако для наночастиц, включая 
фуллерены, реакции замещения невоз-
можны, так как в них нечего замещать. 
А при присоединении любых атомных 
или молекулярных структур, фуллерены 
остаются соединениями того же класса.

Фуллерены С60 с такой легкостью 
присоединяют свободные радикалы [6], 
что позволяет назвать эту молекулу «губ-
кой для радикалов». Это предопределяет 
их антиоксидантную активность и це-
лый ряд уникальных фармацевтических 
свойств, с различными порогами острой 
токсичности.

Синтезированные А.А.Филипповым 
по нашему предложению С60-фулле- 
ренилы, содержащие пиридины и пи-

Рис. 4. Гипотетически кинетика наночастиц и 
наноматериалов соответствует кинетике ал-
лостерических или регуляторных ферментов 
в процессе биотрансформации веществ. А – 
субстрат, F – продукт, B-E –промежуточные 
соединения, Е1 – Е5 –ферменты.
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представления из оккупационной теории 
и уравнение Ленгмюра потому, что они 
поясняют, почему при каждом последу-
ющим удвоении дозы лекарств на осно-
ве нановеществ их позитивный эффект 
может быть менее ощутимым, а токси-
ческий способен возрастать. При этом 
кривая зависимости эффекта от дозы 
должна бы представлять собой гипербо-
лу для наносубстанций (рис. 4).

Но будут ли наночастицы подчинять-
ся уравнению Ленгмюра, а их проявле-
ния укладываться в границы оккупаци-
онной теории? Следующие примеры, по 
крайней мере, не отрицают такую веро-
ятность. Показано, что агрегаты нано-
частиц, вероятно, могут быть объектом 
механизма нормального макрофагового 
клиренса. Продемонстрировано [31], что 
при последующих внутритрахеальных 
вливаниях ультрачистых частиц TiO2, 
они были фагоцитированы альвеоляр-
ными макрофагами, которые предотвра-
щали как реакцию воспаления легких, 
так и проникновение ультрачистых ча-
стиц в промежуточные ткани. Однако 
наночастицы способны вызывать вос-
паление в дыхательных путях, вероятно 
как следствие вовлечения в процесс от-
носительно большой площади поверх-
ности. В исследованиях [10] ингаляции  
10 мг/м3 TiO2 в течение 13 недель вызва-
ли воспаление легких у крыс и мышей, 
аналогичное вызванному значительно 
более высокими дозами чистого TiO2.

В процессе биомоделирования ад-
сорбционных способностей наночастиц 
в коже и других тканевых структурах в 
целях установления избирательной ток-
сичности наноматериалов, краеугольным 
камнем является корректность в плани-
ровании и проведении экспериментов. 
Другим краеугольным камнем исследо-

и т.д.). Но пока не ясно, насколько прило-
жима оккупационная теория к квантово-
механическим процессам, по законам 
которых работают наночастицы.

Примером регуляторов в биологи-
ческих системах может стать инакти-
вация наноматериалов как токсикантов  
(рис. 3). Первый фермент в мультифер-
ментных системах биотрасформации яв-
ляется обычно регулятором. Поскольку 
аллостерические ферменты часто участву-
ют в регулировании (регуляторные фер-
менты), роль сигнала управления (α) игра-
ет эффектор (положительный – активатор, 
отрицательный – ингибитор) (рис. 3-4).

Кинетика ферментативных реакций в 
отношении токсиканта протекает в при-
сутствии эффектора и характеризуется 
графически либо сигмоидной кривой, 
либо изменением наклона кривой в при-
сутствии эффектора. Таким образом, 
закон действующих масс (Гульдберг-
Вааге) подчеркивает механизм обратной 
связи (рис. 4).

Согласно Ленгмюру, если при ад-
сорбции не происходит образование ко-
валентных связей, то это – обратимый 
процесс, когда положение его равнове-
сия устанавливается в соответствии с 
законом действующих масс (рис. 4). Из 
этого закона Ленгмюр вывел уравнение:

,
где Х – масса адсорбированного ве-

щества, m – масса адсорбента, c – кон-
центрация неадсорбированного веще-
ства, a и b – константы.

Это уравнение показывает, что ад-
сорбент насыщается при высоких значе-
ниях c. Если c>1, то правая часть урав-
нения равна b. Мы привели некоторые 
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Нанотоксикология: новые подходы 
к животным-моделям

Большинство токсикологов пони-
мают необходимость контроля за вну-
трииндивидуальной изменчивостью. 
Но большинство из них такой контроль 
не любят и избегают его, поскольку он 
снижает норму сигнал/шум, лежащую в 
основе ошибочно отрицательных резуль-
татов. Токсикологи, конечно, учитывают, 
что животные должны быть одинакового 
веса, должны иметь одинаковую диету, 
быть свободными от болезней, и нахо-
диться в контролируемой внешней сре-
де. Они также должны быть одинаковы 
по биомаркерам токсичности, которые 
токсикологи предполагают измерять. Но 
не все понимают, что это может быть 
достигнуто исключительно за счет ис-
пользования гетерогенных, инбредных, 
генномодифицированных или нокаутных 
линий. А это для токсикологов далеко «не 
поле чудес», с безрадостными объемами 
исследований на крысах и крупных жи-
вотных [12].

В то же время мировой опыт по-
казывает, что в токсикологических ис-
следованиях именно мыши (49,3%) яв-
ляются наиболее часто используемым 
видом, далее следуют крысы (15,8%), 
не-млекопитающие (14,4%), сельскохо-
зяйственные животные (7,6%), мелкие 
млекопитающие, исключая крыс и мы-
шей (6,9%), приматы (4,3%) и другие жи-
вотные (1,6%). 

Индивидуальные особенности вклю-
чают генетические и не-генетические 
компоненты. Токсикологи пытаются 
контролировать не-генетические компо-
ненты, но не делают даже попыток кон-
тролировать генетические особенности. 
Еще Russell и Burch указывали, что «в 

ваний избирательной токсичности яв-
ляется поиск и выбор альтернативных 
моделей. Исследования in vitro показали, 
что многослойные углеродные нанотруб-
ки (не являющиеся оптимизированными 
для биологических приложений) способ-
ны инициировать раздражение в эпидер-
мальных кератиноцитах человека, ко-
торые являются первичной процедурой 
локального изучения [28]. Иными слова-
ми необходим выбор путей: использова-
ния клеточных культур in vitro, диффузии 
через клетки, системных моделей кожи 
или иных тканевых барьеров. В качестве 
модели in vivo используется кожа крыс 
или мини-свиньей. Однако существуют 
ограничения в получении качественных 
и количественных показателей при изу-
чении избирательной токсичности нано-
материалов in vivo. В некоторых случаях 
было бы лучше изучать взаимодействие 
in vitro для оценки стартовой дозы ток-
сичности в in vivo-эксперименте. 

Сочетание in vivo-методов с альтер-
нативным моделированием позволит уже 
на этом этапе изучения наноматериалов 
выяснить: в какой мере избирательная 
токсичность присуща наносубстанциям 
и каким из них? В свою очередь это по-
может открыть пути для конструирова-
ния лекарств с неожиданными и крайне 
важными для медицины свойствами.

Рис 5. Идентификация SNPs для различных 
популяций лабораторных животных, свя-
занных с вариабельностью нуклеотидных 
последовательностей в нанотехнологиях.
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Способность связываться с двухцепочеч-
ной ДНК позволяет расщеплять ее при 
облучении видимым светом вследствие 
катионно-водорастворимого произво-
дного фуллерена [38]. 

В этом случае высокая эффектив-
ность биологического действия также 
достигается за счет объединения в одной 
молекуле и действующего начала (фул-
лерена как «генератора» синглетного 
кислорода), и системы его направленной 
доставки к молекуле-мишени (катион-
ные группы связываются с анионными 
группами ДНК). Поэтому абсолютно не-
обходимы новые подходы к дизайну экс-
периментов по оценке наноматериалов 
на гетерогенных животных, принципы 
которых разработаны и хорошо оптими-
зированы [17].

При оценке наночастиц и наномате-
риалов оправдано использование нового 
теста на 28-дневную токсичность, кото-
рый включает 4 уровня доз, на крысах 
обоего пола в количестве 10 аутбредных 
голов в каждой группе, всего – 80 голов, 
например, WAG или Wistar. Для миними-
зации использования животных, в экспе-
римент включают 3-5 линий крыс (на-
пример, линии WAG/GY, F344/Y, BK/Y, 
AUG/LacY, LEW/Y, созданные или под-
держиваемые в нашем Центре) по 3 го-
ловы от каждой линии вместо 10 голов 
WAG. Этот эксперимент будет включать: 
4 уровня доз, животных двух полов, три 
линии и 3 крысы в каждой группе, всего 
– 72 крысы. Какие достоинства, преиму-
щества и чувствительность у этого экс-
перимента?

Выбор линии. Генетическое подо-
бие среди имеющихся в наличии линий 
мышей и крыс всегда существует, как и 
информация об их продолжительности 
жизни, спонтанных патологиях и дру-

токсикологических тестах надо исполь-
зовать гетерогенных животных» [33], что 
при оценках наноматериалов становится 
не только желательным, но и обязатель-
ным условием.

Клинико-генетические наблюдения 
различий лекарств и токсикантов дали 
толчок к развитию токсикогенетики. 
Подчеркнем, что токсикогенетика изуча-
ет общие особенности генетической де-
терминированности, а геномика объяс-
няет индивидуальные различия эффекта 
токсикантов. Индивидуальные особен-
ности человека и животных определя-
ются вариабельностью нуклеотидных 
последовательностей, например SNP G и 
SNP A (рис. 5).

Не вызывает сомнения, что наноча-
стицы взаимодействуют с ДНК и вме-
шиваются в генетические процессы ор-
ганизма. Это относится и к металлам, 
и к двуокиси кремния, и к углеродным 
частицам. Хотя основная совокупность 
данных свидетельствует о том, что сам 
фуллерен и некоторые его производные 
ни острого, ни хронического жесткого 
токсического действия в условиях in vivo 
и in vitro не проявляют, тем не менее, это 
утверждение справедливо только в тех 
случаях, когда не проявляются фотоди-
намические свойства и не образуются 
при действии света активных форм кис-
лорода (АФК). 

Установлено, что фуллерен C60 ин-
дуцировал в клетках саркомы у мышей 
и глиомы у крыс и человека образование 
АФК, после чего наблюдался некроз с 
повреждением мембраны клетки, без из-
мельчения ДНК, в то время как соедине-
ние этого фуллерена с гидроксильными 
группами C60(OH)n вызывало апоптоз с 
разрушением ДНК и отсутствием асим-
метрии в проницаемости мембраны [23]. 
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больше линий, тем меньше практиче-
ская значимость, но больше учет генети-
ческой восприимчивости в эксперименте 
с получением адекватной информации и 
новых знаний.

Чувствительность и преимуще-
ства. Проведен небольшой эксперимент 
по изучению хронического действия 
фуллеренола в дозах 25, 50 и 100 мг/кг, 
вводимых еженедельно. Сравнивалось 
действие на группе крыс WAG по 8 жи-
вотных на каждую дозу по сравнению 
с экспериментом, включающим 2 жи-
вотных из 4 инбредных линий. Норма 
сигнал/шум была существенно выше в 
группах инбредных животных. Инбред-
ные линии показали ярко выраженную 
токсичность доксорубицина и протек-
тивное действие фуллеренола на сердце 
и печень [22], в эксперименте только с 
WAG это выявлено не было. Это дает 
преимущество в уменьшении количества 
животных в эксперименте, при том, что 
его чувствительность существенно по-
вышается. 

Восприимчивость и достоинства. 
Эксперимент, поставленный на несколь-
ких линиях, часто показывает различную 
восприимчивость линий. Оценка нано-
безопасности должна основываться на 
самой чувствительной линии, но в ряде 
случаев необходимо найти ген такой вос-
приимчивости. Это поможет уяснить 
механизм нанотоксичности и получить 
данные для инновационных лекарств в 
будущем. К сожалению, токсикологи ни-
когда не делали попыток использовать 
такой дизайн [17].

Если вместо крыс использовать мы-
шей, то понадобятся более радикаль-
ные изменения. По зарубежным данным 
именно мыши (91,4%) были наиболее 
часто используемым видом для генных 

гих характеристиках линий. Данные по 
контролю за животными можно собрать 
очень быстро, и они будут более надеж-
ными, чем текущие данные по аутбред-
ным стокам, которые не проверяют на 
аутентичность [12].

Практичность эксперимента. Не 
составит труда использовать 12 голов 
крыс обоего пола (пара пометов) каждой 
из трех линий. Проведение эксперимента 
ничем не отличается от традиционного. 
Чтобы сделать его еще практичнее, мож-
но взять три линии с разным окрасом, и 
разделить его на три небольших экспе-
римента, включающего по 24 животных. 
Результаты можно объединить в процес-
се статистического анализа. Цель экспе-
римента – сравнение наноматериалов, 
их доз, а не линий.

Новые знания. Минимальное коли-
чество животных на дозу × пол × количе-
ство групп в эксперименте должно быть 
2, если генетические вариации в отклике 
определены (каждая крыса WAG генети-
чески отличается и генетические вариа-
ции не определены). Поэтому, в принци-
пе, возможно проведение эксперимента 
с 2 крысами каждой из 5 линий. Чем 

Рис. 6. Мыши линии В10.GFP, все их орга-
ны, ткани, клетки и субклеточные структуры 
флуоресцируют в ультрафиолетовом облуче-
нии.
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современной биомедицины и биотехно-
логий заключаются в том, что жизнь мо-
жет быть изучена не только в целостном 
организме, но и в отдельных клетках вне 
животного, что дает новый импульс аль-
тернативному биомоделированию. 

В 2008 г. за открытие зеленого флуо-
ресцентного белка (GFP) О.Симомура, 
М.Чалфи и Т.Роджер были удостоены 
Нобелевской премии. На основе анало-
гичных исследований в нашем Центре 
осуществляется перенос гена зеленого 
белка (мыши линии В10.GFP) на гено-
тип мышей линии С57BL/KsLeprdb/+, 
на основании которых создаются новые 
биомодели для визуализации и поиска 
новых эффективных способов лечения и 
оценки наноматериалов (рис. 6). 

Можно ли считать эти направления 
исследований в качестве альтернативного 
биомоделирования? На данном этапе раз-
вития науки на этот вопрос следует отве-
тить утвердительно, рассматривая его как 
концептуальное пространство создания 
новых «моделей животных», что суще-
ственно изменит взгляды на путях инно-
вационного нанотоксикомоделирования. 
Такие предпосылки уже имеются, а в 
лабораториях генетики и постгеномных 
технологий нашего Центра они осущест-
вляются. Их суть заключается в том, что 
когда создается новая генетически моди-
фицированная модель животного, меня-
ются сама суть, понятия и определения 
нового вида «эксперимента». В системе 
«новых экспериментов» следует сначала 
выделить четыре фазы: получение ово-
цитов из суперовулированных самок мы-
шей (фаза 1), отбор и имплантация удач-
ных эмбрионов в суррогатных матерей 
(фаза 2); маркировка новорожденных де-
тенышей и генетический анализ тканей 
(фаза 3); программы кросс-бридинга, 

модификаций, а лишь затем – крысы 
(3,6%), зебрафиши (2,3%), свиньи (1,4%) 
и другие виды, включая цыплят, овец и 
коров (1,3%). Наиболее часто использо-
вались для генных модификаций мыши 
линий C57BL/6 (48,1%), 129Sv (11,1%), 
Balb/c (4,3%), CD1 (2,5%) и FVB (0,3%). 
Преимущество в использовании мышей 
заключается в широкой доступности раз-
личных линий и обширной базы данных 
по генетике мыши, соответствие генов 
мыши/человека, и относительная просто-
та генетических манипуляций с мышью. 
Генетические модификации могут вклю-
чать «вставку» необходимого гена. 

Другой подход включает короткие 
по продолжительности тесты с исполь-
зованием нескольких биомаркеров для 
выявления определенного вида нано-
токсичности. Эти эксперименты имеют 
высокую норму сигнал/шум и хорошую 
повторяемость. Если механизм наноток-
сичности понятен, то его легко повто-
рить в тестах in vitro.

Нанобезопасность: от животных-
моделей к моделям животных 

Современные технологии существен-
но отличаются от тех, которые были во 
времена Russell’а и Burch’а полстолетия 
назад. Неизменными остаются принци-
пы гуманной экспериментальной техни-
ки, получившие название «Концепции 
трех R» [33]. Уже нельзя просто «взять 
животное», а следует выбрать между 
все возрастающим числом хорошо опи-
санных видов животных, инбредных, 
трансгенных, нокаутных линий. В био-
медицине наблюдается переход от вы-
бора животных для эксперимента к соз-
данию специализированных линий под 
задачи исследования. Новые парадигмы 



19

Нанобезопасность: новые подходы к оценке рисков...

пока использовали лишь общие подходы. 
Необходимы новые оценки потенциаль-
ной токсичности ингаляций, оральной 
и кожной токсичности таких наномате-
риалов как углеродные частицы, двуо-
кись кремния, фуллерены, оксид магния, 
оксид цинка и диоксид титана. Диоксид 
титана используется в 70% мирового 
производства красителей и косметики. В 
то же время он классифицирован Меж-
дународным Агентством по изучению 
рака как возможный канцероген челове-
ка [20].

Необходимо развитие и поиск аль-
тернативных моделей на основе методов 
оценки физико-химических, протеино-
вых и иммунных процессов. 

Химическое взаимодействие на-
номатерилов. Окислительный потенци-
ал, образование свободных радикалов, 
липидные и водорастворимые состав-
ляющие, твердые/жидкие фракции на-
ночастиц и их свойства, летучесть,  
рН наноматериалов, могут быть измере-
ны экспериментально, или, в ряде слу-
чаев, рассчитаны с определенной сте-
пенью достоверности. Традиционно эти 
химические параметры используются в 
QSAR-моделях для предсказания токси-
кологических точек окончания экспери-
мента (т.е. с использованием уже суще-
ствующих данных из экспериментов на 
животных). Могут быть также включе-
ны качественные показатели: данные по 
кинетике (взаимодействия, липофиль-
ность, гидроскопичность) с использова-
нием имеющихся баз данных по опытам  
in vivo. В моделях in silico входные хими-
ческие параметры для наноматериалов 
могут быть также построены эмпириче-
ски.

Наночастицы и протеины. Для об-
щего понимания любого метаболического 

включающие получение, создание запаса 
животных, дополнительный генетиче-
ский анализ (фаза 4).

Основные же условия использования 
животных в эксперименте, такие как на-
учная методология, возможность приме-
нения принципа трех R, оценка баланса 
между страданиями животных и важно-
стью целей исследования позициониру-
ются в фазе 5. Хотя этические нормы в 
большинстве своем подразумеваемы, 
они редко бывают научными. Одни из 
них несомненны: научные, в виде со-
ставления плана на основе подходящей 
методологии; экономичные для умень-
шения количества животных; эмпатич-
ные, в форме использования методов, 
уменьшающих страдания/дискомфорт; 
скромные, т.е. использование клеточных 
культур вместо животных. Другие, как, 
например, баланс и основа логики – эти-
ческий принцип пропорциональности – 
дискуссионны [2, 3].

Разумеется, никто не будет созда-
вать новую линию, моделирующую те 
или иные особенности животных для 
каждого наноматериала. Но и на суще-
ствующих биомоделях можно просто 
не увидеть возможные риски и опасно-
сти нанопродуктов. По мере накопления 
данных о свойствах и закономерностях 
действия наночастиц будут выявляться 
требования к животным-моделям и мо-
делям животных. Важно то, что пути их 
конструирования на основе фенотипиче-
ских полиморфизмов существуют уже 
сейчас.

Альтернативные модели

Естественно, что в тестах на оценку 
токсичности наноматериалов примени-
тельно к человеку и окружающей среде 
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Наноиммунные процессы. В этом 
направлении также осуществляется ак-
тивный поиск новых альтернативных 
моделей. 

а) Эпидермальное воспаление. Созда-
ние воспалительного отклика было инду-
цировано на предплечье и было отобра-
на биопсия кожи для анализа методами 
транскрипотими (полная последователь-
ность генома человека), протеомики (в 
совокупности с масс-спектроскопией с 
использованием ITRAQ™ пептидные 
метки) и иммуногистохимии. Кератино-
циты – предоминантные эпидермальные 
клетки внутри кожи. Они производят 
большое количество воспалительных 
цитокинов, которые поднимают тревогу 
в клетках Лангерганса в присутствии ин-
фекционных агентов или наночастиц. С 
учетом этой роли в моделировании рас-
ширения деятельности клеток Лангер-
ганса, активность кератиноцитов может 
быть использована как модель эпидер-
мального воспаления. Эта информация 
может быть базовой для последующих 
исследований. Хотя тестов, утвержден-
ных Европейским центром по валидации 
альтернативных методов, для определе-
ния повреждений кожи при воздействии 
наноматериалов пока нет, они активно 
разрабатываются [27].

б) Активация дендритных клеток. 
Два метода, основанных на моделях 
клеток, подобных моноцитам человека, 

процесса при действии наноматериалов 
необходимо установить взаимодействие 
с протеинами для стимулирования им-
мунного отклика. Разработан подход  
in chemico для определения профиля вза-
имодействия с использованием панели 
из шести простых пептидов AcFAAXAA, 
где X = Cys, Lys, Tyr, His или Arg с окон-
чанием H2N-FAAAAA N-нуклеотида. В 
этом подходе можно получить взаимо-
действие пептидов отобранных нуклео-
тидов для предварительного тестирова-
ния, но не иммуногенетический отклик 
действия наночастиц, который определя-
ют исключительно in vivo. 

Хотя нет необходимости воздейство-
вать прямо на ткани для выяснения их 
чувствительности при оценке нанома-
териалов, в настоящее время создаются 
клинические «воспалительные» базы 
данных, с использованием dodecyl – SDS 
для оценки потенциальных «наноомик»-
технологий при создании баз данных для 
оценки рисков наноматериалов (рис. 7). 
Интерстинальная жидкость оптимальна 
для протеомики, метаболомики (масс-
хроматографическая спектрометрия 
газов) и анализа цитокинов (люмино-
мультеплексный анализ). Эти исследо-
вания дают большое количество данных 
для транскриптомики, которые затем 
подвергаются анализу с использованием 
большого числа биоинформационных 
методов, включая платформу Cytoscape 
(США). Этот набор аналитических под-
ходов весьма полезен для идентифи-
кации большого числа новых генных 
сетевых работ и методик, которые, как 
ожидается, могут быть полезны в приме-
нении новых информационных средств 
и «наноомик» технологий для опреде-
ления точек окончания эксперимента в 
других ситуациях и случаях (рис. 7).

Рис. 7. На основе изучения генополимор-
физма возникли три уровня аналитических 
подходов (ген-РНК-белок) на путях от гено-
мики к протеомике, которые становятся ба-
зой для оценки нанобезопасности.
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Статистические модели 
или высокая точность ошибки

Точность является результатом вы-
бранной для моделирования цели. Кле-
точная культура – модель низкой точ-
ности человека. Нечеловекообразные 
приматы или мини-свиньи – модели 
более высокой точности, т.к. в большей 
степени отражает человека. Поскольку 
люди аутбредны, то этим часто аргумен-
тируют выбор аутбредных животных 
для эксперимента, подкрепляя их неки-
ми статистическими выкладками, кото-
рые зачастую соответствуют парадоксу 
Марка Твена: «Есть ложь, наглая ложь и 
статистика».

Ошибка при построении такого рода 
«статистических моделей» заключает-
ся в постулате того, что модели должны 
быть точными. В действительности нам 
нужны модели для различения компо-
нент, которые являются токсичными и 
нетоксичными на заданном уровне дозы 
наноматериалов. Абсолютно не важно, 
будет это получено с помощью «черного 
ящика», на клеточных культурах, мышах 
или приматах. Важно одно, правильно 
ли модель отражает токсичность для 
человека или окружающей среды. Мы 
не должны строить модель, подобную 
человеку во всех отношениях. Хорошая 
статистическая модель для токсикологии 
в конечном счете не модель с неконтро-
лируемыми генетическими вариациями, 
найденными у человека. Клинические 
испытания должны быть большими, так 
как люди имеют большую изменчивость. 
Кривые оценки доза–отклик, оцененные 
токсикологами, зачастую неточны, так 
как они получены на неконтролируемых 
по генетическим признакам животным, 
но тем не менее экспериментаторы пере-

находятся в настоящее время на рас-
смотрении для изучения возможностей 
их применения в нанотехнологиях. На-
пример, была проведена серия опытов 
для изучения откликов дендритных кле-
ток с лигандами Toll-like рецепторов до 
или в процессе воздействия наночастиц 
для выявления, могут ли эти молекулы 
синергетически усиливать рецепторы 
дедритных клеток или цитокиновую экс-
прессию [27]. Индуцированные наноча-
стицами отклики (как для сенсибилиза-
торов, так и для не-сенсибилизаторов) 
могли быть синергетически усилены 
стимулированием Toll-like рецепто-
ров. Результаты совместных исследова-
ний (COLIPA, Sens-it-iv Framework VI 
integrated project) направлены на изуче-
ние того, что, как предполагается, раз-
личные раздражители, включая наноча-
стицы, активируют дендритные клетки 
различными путями. Забегая вперед 
можно сказать, что для определения до-
полнительных точек окончания экспе-
римента (т.е. цитокиновой секреции при 
воздействии наноматериалов [27]) могут 
понадобиться методы дополнительной 
активации существующих дендритных 
точек, в соответствии с их химически 
обусловленными доменами [27].

в) Пролиферация Т-клеток. Первич-
ная пролиферация Т-клеток как отклик на 
химическое воздействие наноматериалов 
– индикатор того, что субстанция являет-
ся иммуногенной. Имеются публикации 
по первичной пролиферации Т-клеток 
in vitro. Но протоколы по ко-культурам 
Т-клеток делают такие подходы трудоза-
тратными и пока крайне сложными для 
стандартизации [27].
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Оценка безопасности наноматериа-
лов без использования животных может 
проводиться на основе моделирования 
процессов, например с помощью методов 
Монте Карло. Новые экспериментальные 
подходы, основанные на ex vivo кожи че-
ловека, изучают такие параметры как 
сравнительные концентрации нанопро-
дуктов на коже и кинетику наночастиц. 
Затем могут быть проведены исследова-
ния in silico для извлечения информации 
о сравнительной биоактивности кожи и 
установления математических параме-
тров данных. Однако реальные показа-
тели биоактивности свободных нанома-
териалов в стенке ЖКТ, альвеолах или 
коже зависят от их метаболизма, адсорб-
ции тканей и понимания механизмов 
происходящих процессов [27].

Компьютерные модели

Современные методы компьютерно-
го моделирования позволили разработать 
алгоритмы и программы для более точ-
ного прогноза ожидаемой токсичности, а 
также эффектов воздействия на здоровье 
человека. Эти компьютерные программы 
получили обобщенное название модели 
количественных соотношений между 
структурой и активностью (Quantitative 
Structure-Activity Relationship – QSAR 
models).

Модель ТОРКАТ для изучения на 
крысах пероральных препаратов содер-
жит 19 моделей QSAR, данные из этих 
моделей были получены для обработки 
экспериментальных данных по леталь-
ным дозам (LD50) на основе оценки 4000 
химических веществ. Каждая количе-
ственная модель определения структу-
ры токсичности QSAR оценивает LD50 
для крыс по пероральным препаратам 

дают их своим коллегам-клиницистам 
для получения результата с большими 
затратами, неточностями и иными не-
приемлемыми издержками.

Анекдотично, но классический ста-
тистический анализ играет весьма не-
существенную роль в оценке токсико-
логических эффектов [17, 18], в том 
числе и для нанопродуктов. Типичный 
кратковременный тест токсичности мо-
жет включать данные по гематологии, 
клинической биохимии, весу органов и 
результаты гистологии, а также другие 
переменные, насчитывающие более 100 
наблюдений по каждому животному – 
или более 8000 показателей. Результаты, 
как правило, конфиденциальны для ком-
мерческих компаний и регулирующих 
органов, поэтому не понятно, какие ста-
тистические методы были использованы 
в конкретном случае или как они были 
интерпретированы. Если же результаты 
таких исследований публикуются, в от-
чет включают лишь несколько резуль-
татов, а использованные стандартные 
статистические методы, зачастую не 
подходят к сложным экспериментам. 

Это может привести к ложным поло-
жительным выводам. С другой стороны 
поправка Бонферони может не подходить 
к данным исследованиям, так как показа-
тели коррелируют друг с другом. Более 
подходящими являются многовариант-
ные методы (широко используемый те-
перь анализ микроэкспериментов), но 
они сложны для интерпретации резуль-
татов. Если используются несколько ин-
бредных линий, это добавляет сложно-
сти. Результаты экспериментов должны 
интерпретироваться максимально до-
ступно. Далеко не все различия между 
испытуемыми группами действительно 
важны токсикологически [17].
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факторов, а также токсико- и фармако-
кинетики наносоединений. Эти методы 
необходимо использовать в комбинации 
с альтернативными методами определе-
ния точек окончания эксперимента, в со-
ответствии со стратегией развития схем 
новых методов включая острую токсич-
ность [13, 19]. В любом случае, обозри-
мое будущее не сулит полную замену 
лабораторных животных альтернатив-
ными и статистическими моделями, хотя 
научные тенденции альтернативного и 
компьютерного моделирования и жела-
ния исследователей вселяют надежду на 
прогресс в этой области знаний.

Заключение

Влияние инженерносозданных на-
нотехнологических материалов на здо-
ровье изучено недостаточно. До на-
стоящего времени дебатов и дискуссий 
в литературе больше, чем конкретных 
данных об их действии. Наноматериа-
лы не являются простым гомогенным 
классом. Большое число параметров, 
характеризующих физико-химические 
и квантово-механические свойства на-
ночастиц и наноматериалов, пока не экс-
траполированы в отношении человека и 
окружающей среды в аспекте их рисков, 
безопасности и токсикологических ха-
рактеристик. 

Отсутствуют адекватные модели, ко-
торые позволили бы познать сущность 
нанотоксического действия различных 
материалов. Это в равной степени от-
носится как к животным-моделям, так 
и к альтернативным, математическим, 
компьютерным моделям на уровне кле-
точного и субклеточного действия на-
номатериалов. Это подтвердилось при 
исследовании нами биологических и 

для определенного набора химических 
средств. Модель ТОРКАТ для изучения 
на крысах препаратов, применяемых в 
виде ингаляций, содержит 5 моделей 
QSAR, и данные по всем этим моделям 
были получены в эксперименте по сред-
ним летальным концентрациям LC50 
для почти тысячи химических веществ, 
включая наноматериалы. В модели учте-
ны время проведения эксперимента 
0,5-14 часов, точки окончания экспери-
ментов и концентрации. Химические ве-
щества были сгруппированы в 5 класси-
ческих моделей. Каждая QSAR-модель 
оценивает острую LC50 для крыс по 
специфическому классу химических ве-
ществ в единицах моль/м3/час [39]. Раз-
витие нанотехнологий требует создания 
аналогичных и специальных моделей по 
всем группам наноматериалов.

В Отчете международного семинара 
по методам in vitro для оценки систе-
мы острой токсичности (Report of the 
International Workshop on in vitro Methods 
for Assessing Acute Systemic Toxicity) 
указывается, что для оценки острой ток-
сичности нет необходимости проводить 
тесты для выявления всех специфич-
ных эффектов по влиянию на органы в 
моделях in vitro. Вместо этого, может 
быть достаточно, провести тестирова-
ние энергетического метаболизма и спо-
собности химических веществ, а значит 
и наноматериалов, нарушать функции 
эпителиального барьера. Кроме того, не 
существует методов in vitro для прогноза 
острой токсичности в опытах с ингаля-
циями, хотя некоторые модели еще нахо-
дятся на стадии развития и компьютер-
ного моделирования.

В настоящее время не существует под-
ходящих альтернативных методов суще-
ствующих для оценки биокинетических 
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токсикологических проявлений модифи-
цированных фуллеренов (фуллеренилов), 
которые, несомненно, являются перспек-
тивными средствами для модуляции по-
ведения человека и животных, основой 
для создания инновационных лекарств, 
направленного транспорта физиоло-
гически активных веществ к органам-
мишеням.

Наши собственные исследования и 
данные литературы говорят о том, что на-
ночастицы и наноматериалы, несмотря на 
их структурную уникальность и особен-
ности квантово-механических механиз-
мов, не являются экзотичными для био-
логической системы. В своем действии, 
созданные на основе нанотехнологий 
вещества, по-видимому, укладываются в 
закономерности оккупационной теории 
и принципы избирательной токсично-
сти. Нами установлено, что достаточно 
токсичный пиридин, присоединенный 
к фуллерену С60 (низкотоксичному про-
дукту) в 3-5 раз повышает токсичность 
фторфуллеренпиридинийфторида. Ана-
логично возрастает токсичность С60 при 
присоединении к нему пиримидинов.

Важно лишь то, чтобы для оценки 
нанобезопасности были предложены и 
использованы корректные подходы к 
биомодели, построенные на оптималь-
ных и новых принципах исследований, 
способных предложить новые пути из-
учения нанотоксичного действия новых 
материалов. 

Несмотря на то, что современная 
токсикология зиждется на основных 
правилах, сформулированных в книге 
R.A.Fisher’a «The Design of Experiments», 
опубликованной в 1942 г., главный по-
стулат, заключающийся в использовании 
в токсикологических экспериментах ге-
терогенных животных, до настоящего 

времени токсикологами игнорируются 
[17]. Оценка безопасности наночастиц 
и наноматериалов должна осущест-
вляться либо на существующих линиях 
животных, но с использованием прин-
ципа гетерогенности, либо, что более 
оптимально, на специально создаваемых 
животных-моделях. Более оправдано 
создание специальных генномодифици-
рованных линий и поиск моделей жи-
вотных.

Построение токсикологических экс-
периментов при использовании гете-
рогенных животных должно осущест-
вляться в направлении поиска наиболее 
чувствительной и адекватной в отноше-
нии человека линии животных, с задачей 
поиска генов восприимчивости к нано-
токсическому действию исследуемых 
материалов.

Познание сути токсико-кинетических 
процессов на квантово-механическом 
уровне позволит с наибольшей полнотой 
выявить и идентифицировать риски при 
использовании наноматериалов в отно-
шении человека, животных и окружаю-
щей среды.

Для выяснения свойств избиратель-
ной токсичности наноматериалов не-
обходимо сочетание in vivo–моделей с 
новыми альтернативными моделями для 
выяснения вопроса: каким наночасти-
цам и в какой мере присуща нанотоксич-
ность.

Статистическое и компьютерное 
моделирование должно быть не толь-
ко адаптировано при оценке рисков и 
безопасности наноматериалов, а раз-
виваться в новом направлении, учиты-
вающем физико-химические и квантово-
механические сущности наноматериалов. 
Только использование системного и ком-
плексного подхода к оценке рисков и 
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токсичности наноматериалов позволит 
создать предпосылки к построению еди-
ной концепции нанобезопасности.
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NANOSAFETY: NEW APPROACHES TO ESTIMATION 
OF RISK AND NANOMATERIALS TOXICITY 

N.N. Karkischenko
Scientific center of biomedical technologies RAMS, Moscow

The unique characteristics of nanoparticiples limit the predictions that can be 
made from knowledge of the bulk material. It is necessary to gather information on 
particles size, theirs structure and quantum-mechanic mechanisms, abilities to bind 
serum proteins and tissues interaction. In vitro tests should be carry out, and the results 
made available to allow theirs selective toxicity and toxicokinetics. Connection piridins 
and pirimidins to fullerene C

60
 strengthen theirs neurotrophic activity, but raises 3-5 

times theirs general toxicity. In vitro test also should be base for better predictions of 
probable nanoparticiple toxicity and reduce animals in experiments. It is necessary to 
use heterogenic and engineering stocks, transition from models of animals to animal-
models and using of computer modeling in nanobiotechnologies.

Key words: nanorisks, nanotarget, fullerenes, selective nanotoxicity, biomodelling of 
nanoprocesses, models of animals. 
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Средства для обеззараживания объектов, контаминированных 
спорами B. anthracis
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Данная работа является первой в серии статей, посвященных проблеме обеззара-
живания объектов, контаминированных спорами сибиреязвенной инфекции. В ней 
широко рассмотрены общепринятые способы проведения дезинфекционных меро-
приятий и влияние активных компонент спор B. anthracis. В следующих статьях пла-
нируется затронуть вопросы применения биологических дезинфицирующих средств 
на основе бактериофагов для обеззараживания объектов и почвы, обсемененных 
спорами B. anthracis.

Ключевые слова: биотерроризм, споры B. anthracis, бактериофаги.

Болезнетворные микроорганизмы, 
в частности B. anthracis, представляют 
серьезную угрозу здоровью человека и 
животных [26]. В настоящее время ве-
роятность заражения сибирской язвой в 
развивающихся странах высокая, но и 
развитые страны также не застрахованы 
от вспышек этого заболевания и актов 
биотерроризма. Данная работа являет-
ся первой в серии статей, посвященных 
проблематике борьбы с сибиреязвенной 
инфекцией, в которой рассматриваются 
общепринятые способы проведения де-
зинфекционных мероприятий при кон-
таминации сибиреязвенными спорами. 
В следующих работах планируется за-
тронуть вопросы применения биологи-
ческих дезинфицирующих средств на 
основе бактериофагов для обеззаражи-
вания объектов и почвы, обсемененных 
спорами B. anthracis.

Несмотря на значительные успехи в 
области вакцинопрофилактики, изобре-
тения новых антибиотиков, проблема 
лечения, профилактики и ликвидации 
сибирской язвы далека до завершения. 
Применение бактерицидных средств для 
предупреждения и контроля распростра-
нения B. anthracis в окружающей среде 
в настоящее время является общепри-
нятым. Как известно, дезинфицирующее 
средство, используемое для деконтами-
нации загрязненных патогенами объек-
тов, должно отвечать основным требова-
ниям: обладать выраженным биоцидным 
эффектом; краткой экспозицией воздей-
ствия на микроорганизм; не должно вы-
зывать коррозии металлов и повреждать 
других материалов; входящих в состав 
объектов обработки; сохранять актив-
ность в присутствии органических ве-
ществ; быть удобным в применении 
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(хорошо растворяться, иметь длитель-
ные сроки хранения, быть экологически 
безопасным и др.); не оказывать токси-
ческого и аллергизирующего действия 
на персонал; совместно с используемым 
оборудованием для дезинфекции иметь 
экономически оправданную стоимость.

Вопросами поиска и разработки де-
зинфицирующих препаратов занима-
ются во всем мире. Однако в настоящее 
время нет международных правил, ре-
гулирующих испытания и регистрацию 
бактерицидных средств. Например, те-
сты широко, используемые в Европе, 
не разрешены в США [23] и Канаде [9], 
также и в Австралии [14] имеются свои 
собственные стандарты. Также возросли 
требования к безопасности дезинфици-
рующих средств для здоровья человека и 
животных, и для окружающей среды [21, 
22, 24].

Основные действующие вещества, 
входящие в состав дезинфицирующих 

средств и механизм их действия на 
споры B. anthracis

В качестве средств дезинфекции при 
сибирской язве рекомендованных к при-
менению в чрезвычайных ситуациях 
Санитарно-эпидемиологическими пра-
вилами СП 1.3.1285-03 «Безопасность 
работы с микроорганизмами I-II групп 
патогенности (опасности)» Российской 
Федерации и Агентством по защите 
окружающей среды США, являются пре-
параты различного химического состава 
(табл. 1). К ним относятся галогены и их 
производные (хлорная известь, гипох-
лорит кальция, ДП-2 и др.), окислители 
(пергидроль, перфторид калия и др.), 
альдегиды (формальдегид, глутаровый 
альдегид и др.). Также широко приме-

няются щелочи, фенолы, спирты, газы 
(окись этилена, бромид метилена и др.). 

Альдегиды. Наиболее часто ис-
пользуются формальдегид (метаналь) и 
глутаровый альдегид (пентадиаль). Аль-
дегиды хорошо растворимы в воде, за 
исключением формальдегида не имеют 
запаха.

Механизм их действия обуслов-
лен взаимодействием карбонильной 
группы альдегидов с аминогруппами 
белков, что приводит к изменению на-
тивных пространственных структур 
белковых молекул. Диальдегиды таким 
образом сшивают молекулы белков, об-
разуя нерастворимые высокомолекуляр-
ные структуры с измененной биологиче-
ской активностью.

Формальдегид (метаналь, или му-
равьиный альдегид) – HCOH – газ, рас-
творимый в воде и органических раство-
рителях. Его применяют в виде водных 
или спиртовых растворов. 40% водный 
раствор формальдегида называется фор-
малином. Растворы формальдегида неу-
стойчивы, при их хранении в процессе 
химических реакций образуются токсич-
ные или малорастворимые продукты.

Глутаровый альдегид (пентадиаль) – 
HOC-(CH2)3-COH – в водном растворе и 
в кислой, и щелочной среде полимеризу-
ется. Для эффективного воздействия глу-
тарового альдегида на микроорганизмы 
необходима щелочная среда; оптималь-
ным является значение pH 7,5-8,5 [3]. 
Для уничтожения спор сибирской язвы 
используют 5% раствор глутарового аль-
дегида, нагретый до 50°C [4]. Глутараль-
дегид проявляет большую спороцидную 
активность по сравнению с формальде-
гидом (табл.. 1).

Хлорсодержащие дезинфектанты. 
К наиболее распространенным хлор-



30

М.Ю.Озеров, В.Н.Каркищенко, Д.В.Попов, С.Ю.Пчелинцев, В.Г.Попов, Д.А.Гришин

Та б л и ц а  1 
Основные действующие вещества, входящие в состав дезинфицирующих средств, 
применяемых для уничтожения спор B. anthracis при химической дезинфекции [8]

Действующее 
вещество

Концентрация Тест культура Время Эффективность

Гипохлорит 
кальция

20 ppm Cl2, pH 8,0; 20ºC 3 × 105–4 x 105 спор Bacillus 
subtilis в 5,0 мл стерильной 

дистилированной H2O

4,8 
мин

99% убито

25 ppm Cl2,  
pH 6,0; 20ºC

2 × 107 спор/мл B. metiens в 
10 мл стерильной дистили-

рованной H2O

2,5 
мин

99% убито

Свободный хлор 2,4-2.3 мг/л CL2,  
pH 7,2; 22ºC

1,1 × 105 суспензия спор  
B. anthracis

1ч >99,99% убито (1 
спора/мл выжила)

Гипохлорит на-
трия (NaOCl)

0,05%, pH 7,0; 20°C суспензия спор  
B. subtilis globigii, 

1,6-2,2 × 109 КОЕ/мл

30 мин 99,99% убито
0,05%, pH 11,0; 20°C 50% спор выжило

Перекись водо-
рода (H2O2)

25,8%, 24°C B. subtilis globigii суспензия 
спор

15 мин 0,001% спор вы-
жило

25,8%, 76°C <1 мин < 0,0001% спор 
выжило

0,88 М/л, pH 5,0 106 КОЕ/мл B. subtilis су-
спензия спор

3 час 100% убито

0,88 mol/L, pH 4,3 10 мл B. subtilis суспензия 
спор нанесенная на сталь-

ные пластины

6 час 100% убито

Надуксус-
ная кислота 

(CH3COOOH)

0,13 М/л,  
pH 5,0; 6,5; 8,0

106 КОЕ/мл B. subtilis <30 
мин

100% убито

0,39 М/л,  
pH 4,0; 7,0; 9,0

10 мл B. subtilis суспензия 
спор нанесенная на сталь-

ные пластины

24 час 100% убито

Формальдегид 
(CH2O)

4% в воде 108/мл B. anthracis 2 час 104 инактивиро-
вано

400 мг/м3, 30% отн. 
влажность

102–3 × 108 B. globigii NCTC 
10073 высушенные на 

дисках

22 мин 1 log10 снижение 
при 23,5°C-25°C

280 мг/м3, 50% отн. 
влажность 

31 мин

250 мг/м3, 80% отн. 
влажность

16 мин

400 мг/м3, 98% отн. 
влажность

9 мин

Глютаровый аль-
дегид (C5H8O2)

2% в воде, pH 8,0 108 спор B. anthracis/мл 15 мин 104 инактивиро-
вано

Натрия гидрок-
сид (NaOH)

5%, 27,8ºC 7 × 109 спор/мл B. subtilis 1,5 час 99% убито
5%, 21,1ºC 3,6 час 99% убито
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содержащим дезинфицирующим сред-
ствам (ДС) относятся неорганические 
вещества – хлор, гипохлориты, диоксид 
хлора, и органические вещества – хло-
рамины, хлорпроизводные циануровой 
кислоты и гидантоина. Содержащие 
хлор дезинфицирующие вещества обла-
дают широким спектром антимикробно-
го действия. Эффективность указанных 
препаратов оценивается по массовой 
доле активногохлора (Cl+1).

Все вышеуказанные хлорсодержащие 
вещества в растворах взаимодействуют с 
водой; при этом образуется хлорновати-
стая кислота:

1) молекулярный хлор в воде диспро-
порционирует;

2) гипохлориты в водных растворах 
гидролизуются;

3) хлорамины также в воде гидроли-
зуются. 

В процессе дальнейших химиче-
ских реакций происходит образование 
сильных окислителей – кислорода и 
хлора, которые и обусловливают дезин-
фицирующие свойства. Образовавшаяся 
хлорноватистая кислота нестойкая и раз-
лагается на соляную кислоту с выделе-
нием кислорода. Далее соляная кислота 
вступает в реакцию с хлорноватистой 
кислотой с образованием хлора и пере-
киси водорода.

Механизм действия хлорсодержащих 
соединений заключается в окисляющем 
действии кислорода и хлора. Вследствие 
небольшого размера молекул хлор и кис-
лород попадают в бактериальную клетку 
через поры клеточной мембраны путем 
диффузии [11].

Хлорноватистая кислота, вследствие 
выделения молекулярного хлора, может 
действовать не только как окислитель, 
но и как непосредственно хлорирующее 

вещество. В микробной клетке наряду 
с процессами окисления может проте-
кать хлорирование амино- и иминогрупп 
структурных компонентов протоплазмы. 
Следует также отметить, что в резуль-
тате гидролиза гипохлоритов раствор 
имеет щелочную реакцию, из-за чего 
происходит частичное омыление жи-
ров, щелочной гидролиз пептидов, об-
разуются растворимые продукты, легко 
удаляемые с поверхности оборудования: 
глицерин и соли высших жирных кислот, 
соли аминокислот. Хлорсодержащие ДС 
наиболее активны в слабокислых и ней-
тральных растворах.

Препараты, содержащие гипохлори-
ты, высокочувствительны к органиче-
ским загрязнениям, эффективно нейтра-
лизуются белками, в меньшей степени 
– другими органическими соединения-
ми. Гипохлориты, диоксид хлора и хлор 
раздражают слизистые оболочки глаз и 
верхних дыхательных путей. Необхо-
дима тщательная мойка после дезин-
фекции для удаления остатков ДС. Для 
уничтожения спор B. anthracis ранее ис-
пользовались 5% растворы гипохлорита 
натрия, содержащие также 1,6-2% щело-
чи. В таком растворе споры погибают че-
рез 3 часа. Для большей надежности ре-
комендовано увеличить экспозицию до 
4 часов [1]. Хлорсодержащие препара-
ты обладают сильным корродирующим 
действием. Следует отметить, что хлор-
содержащие соединения не совместимы 
с некоторыми полимерами, например, 
ацетилцеллюлозой, полиамидами, и не 
должны быть использованы для их де-
зинфекции (табл. 2).

Окислители. Перекись водорода об-
ладает универсальным противомикроб-
ным действием. Вызывает гибель спор 
большинства спорогенных бактерий в 
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Действующее 
вещество

Концентрация Тест культура Время Эффективность

Оксид этилена 
(C2H4O)

Комнатная 
температура

B. globigii and B. an-
thracis высушенные на 

стальных пластинах

1 час 100% убито

500 мг/л, 30-50% 
отн. влажность, 

54,4°C

~106 спор B. globigii 
на негигроскопичных 

поверхностях

30 мин 4-log снижение

106 спор B. globigii на 
негигроскопичных 

поверхностях 

6-log снижение

Диоксид хлора 
(ClO2)

40 мг/л, 60-80% 
отн. влажность, 

25°-27ºC

1,4×106/0,2 мл  
B. subtilis subsp. Niger 

высушенных на бумаге 
и алюминиевой фольге 

1 час 100% убито

30 мг/л, 80-85% 
отн. влажность, 

30ºC

106спор/
биологический 

индикатор;  
B. subtilis subsp. Niger

30 мин 100% убито (90%,  
около 4,4 мин)

6-7 мг/л, 20-40% 
отн. влажность, 

23ºC

106спор/биологический 
индикатор;  

B. subtilis subsp. Niger

30 мин 101 КОЕ/ биологический 
индикатор (90% убито, 

около 4,2 мин)
70-75% отн. 

влажность для 
0,5; 23ºC

15 мин 0 КОЕ/ биологический 
индикатор (90% убито, 

около 1,6 мин)
Бромид 

метилена 
(CH3Br)

3,4-3,9 г/л, 
комнатная 

температура, 
в присутствии 

влаги

1×105-5×107 спор  
B. anthracis 

высушенных на 
стерильных полосках 

бумаги

24 час 100% убито

Пары 
надуксусной 

кислоты  
(CH3COOOH)

1 мг/л, 80% отн. 
влажности

6×105-8×105 B. subtilis 
niger высушенные на 

бумажных дисках-
фильтрах и стекле

10 мин <1 споры осталось на 
бумаге и стекле

1 мг/л, 60% отн. 
влажности

2 споры осталось на бумаге; 
38 спор на стекле

1 мг/л, 40% отн. 
влажности

24 споры осталось на бумаге; 
1530 спор – на стекле

Озон (O3) 1,0 мг/л в воде 
pH 3

1,8×105 спор/мл
 B. cereus

5 мин <101 КОЕ/мл выжило

3,0 мг/L, 95% отн. 
влажность

108-2×108 B. subti-
lis, высушенные на 

фильтровльной бумаге

1,5 ч <0,001% выжило

900 ppm, 
выдержанные 

при 65-70% отн. 
влажность 15 ч

5×107 спор/стеклянный 
купон

30 мин,
 80% отн. 
влажность

10 выжило

Та б л и ц а  2 
Основные действующие вещества, входящие в состав дезинфицирующих средств, 

применяемых для уничтожения спор B. anthracis при газовой дезинфекции [8]
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том числе B. anthracis. Противомикроб-
ное действие Н2О2 связано с ее высокой 
окислительной активностью. Выделяю-
щийся при ее разложении микробными 
и тканевыми протеазами кислород окис-
ляет сульфгидрильные и гидроксильные 
группы белков и липидов, вызывая ги-
бель микробов.

Высокая популярность перекиси во-
дорода как противомикробного средства 
связана с тем, что она хорошо перено-
сится кожей и слизистыми оболочка-
ми, не накапливается в организме при 
длительном применении, не оказывает 
токсического и аллергенного действия, 
является экологически чистым продук-
том, высокотехнологична, экономична. 
Применяют для дезинфекции различных 
объектов, предстерилизационной очист-
ки инструментов, а также как антисеп-
тик для профилактической и терапевти-
ческой антисептики.

Вместе с тем, препарат быстро раз-
лагается на свету, при взаимодействии с 
металлами, органическими веществами, 
со щелочами. Поэтому в органических 
субстратах, содержащих тканевые и 
микробные пероксидазу и каталазу, про-
тивомикробная активность Н2О2 быстро 
снижается. Кроме того, в последнее вре-
мя отмечено снижение фоновой чувстви-
тельности микробов к перекиси водорода 
и появление устойчивых к этому препа-
рату вариантов бактерий. Это обуслов-
лено селекцией активных продуцентов 
каталазы. Как следствие нестабильности 
препарата и снижения чувствительности 
микробов, в растворах Н2О2 нередко об-
наруживают заносные, в том числе и па-
тогенные, микроорганизмы. 

Надуксусная кислота – CH3COOOH 
(HOAc) – производное пероксида водо-
рода и уксусной кислоты. Производные 

уксусной кислоты взрыво- и пожароо-
пасны. В водной среде HOAc подверга-
ется обратимому гидролизу на пероксид 
водорода и уксусную кислоту. Поэтому 
активнодействующими веществами рас-
творов, содержащих HOAc, одновремен-
но являются уксусная кислота и перок-
сид водорода.

HOAc – неустойчивое соединение, 
разлагается в водных растворах (парал-
лельно с гидролизом с образованием 
уксусной кислоты и молекулярного кис-
лорода). Поэтому растворы надкислот, 
подлежащие хранению, содержат ста-
билизаторы пероксидных компонентов. 
HOAc проявляет более мощное анти-
микробное действие, чем пероксид во-
дорода. Бактерицидная и спороцидная 
концентрация HOAc – 0,001% и 0,3%; 
перекиси водорода – соответственно 1% 
и 3% [6, 12].

Обнаружено, что механизм действия 
HOAc заключается в окислительном де-
структурировании важнейших компонен-
тов клеток и клеточных мембран благо-
даря образованию сильных окислителей 
– радикалов CH3COO и CH3CO [11]. Под 
действием HOAc происходит разрыв ги-
дросульфидных и дисульфидных связей 
в белках и белковых ферментах [10]. Вза-
имодействие с ненасыщенными участка-
ми жирных кислот – структурных компо-
нентов клеточных мембран – приводит к 
нарушению их моделирующей и транс-
портной функций [5]. Внутри клетки 
HOAc может также окислить эстеразы, 
нарушая при этом соотношение концен-
траций внутриклеточных компонентов и 
изменяя направление процесса их пере-
носа через мембрану [13].

В отличие от пероксида водорода, 
HOAc не разрушается каталазой, т.к. де-
структурирует этот фермент [15]. Наряду 
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с денатурацией белков HOAc оказывает 
деструктивное действие на нуклеиновые 
кислоты [18]. Спороцидное действие 
HOAc проявляется в концентрации 0,3% 
[15]. При воздействии на микроорга-
низмы HOAc и пероксид водорода про-
являют синергизм. Наибольшее анти-
микробное действие HOAc проявляет 
при pH=2,03. Оптимальная температура 
воздействия – 37°C. Снижение кислот-
ности и повышение температуры ведет 
к снижению скорости инактивации ми-
кроорганизмов [2]. При повышении pH 
и температуры возрастает скорость раз-
ложения HOAc. Например, воздействие 
HOAc на споры B. anthracis в присут-
ствии 4% лошадиной сыворотки превы-
шает активность глутарового альдегида 
в 32 раза, формальдегида – в 64 раза [19]. 
HOAc умеренно токсична, по окончании 
обработки самопроизвольно разлагается 
на нетоксичные продукты – уксусную 
кислоту и кислород (табл. 2).

Газовые способы дезинфекции. При 
дезинфекции газовым методом концен-
трация, влажность, температура и струк-
тура поверхностей оказывают большое 
влияние. Окись этилена вызывает алки-
лирование сульфидгидрильных амино-, 
карбокси-, фенольных- и гидроксильных 
групп веществ входящих в состав спор 
или вегетативных клеток, в основном – 
ДНК. Окись этилена проникает в пори-
стые материалы (хорошо абсорбируется 
резиной и многими пластиками); таким 
образом, пары не легко удалить корот-
ким проветриванием. Окись этилена так-
же легко воспламеняется [8]. 

Остаточные споры не полностью 
уничтожаются после 30 минутной экспо-
зиции диоксидом хлора при относитель-
ной влажности 20-40%, тогда как все 
споры элиминируются при повышении 

влажности до 70-75% [17]. Диоксид хло-
ра взрывоопасен, обладает эмбриотокси-
ческим действием.

Пары надуксусной кислоты плохо 
проникают в пористые поверхности и 
легко воспламеняются. Уровень конта-
минации, чистоты поверхностей и отно-
сительная влажность воздуха влияют на 
эффективность использования паров на-
дуксусной кислоты в качестве спороцида 
[20]. 

Органические материалы могут 
сорбировать и вступать в химическую 
реакцию с оксидом пропилена, снижая 
его эффективность. Органические мате-
риалы также могут физически защищать 
споры от оксида [7]. 

Спороцидные свойства озона также 
находятся под влиянием относительной 
влажности воздуха: чем она ниже – тем 
большее время требуется для уничтоже-
ния спор [16].

В настоящее время в России для уни-
чтожения спор B. anthracis разрешено 
около 50 наименований дезинфицирую-
щих средств. Основными являются: ак-
вин, анавидин, асептол 2000, асмол-Д, 
бианол, биопаг-Д, БИОР-Н, БИОР-1, бро-
мосепт 50% раствор, велтаб, велтогран, 
велтодез, велтолен, велтолен-экстра, 
гамма-Д, дезискраб (голубой), дезискраб 
(желтый), дезоксон-1, деконекс 50 плюс, 
деконекс 55 Эндо, делансаль, дисмозон 
Пур, ди-хлор, ДП-2Т, ДСВУ-1, дюльбак 
растворимый, жавель-клейд, клиндезин 
3000, клиндезин-Окси, клиндезин- Фор-
те, клорсепт 25 (17), колдСпор, ком-
бинированный дезинфектант, криодез, 
лизафин (жидкий концентрат), лизафин-
специаль (жидкий концентрат), лизо-
формин-3000, люмакс-Стерил, новодез-
Форте, НУ-САЙДЕКС, офаль, ПВК, 
пероксид водорода, пероксимед, пер-
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форм, пресепт, пресепт гранулы, Рик-Д, 
САЙДЕКС ОПА, САЙДЕКС, септодор-
Форте, септоцид Р плюс, септустерил, 
спитадерм, Ф-2, хлорамин-Б, хлорная 
известь, хлорэффект, эригид Форте.

Новое поколение дезинфицирующих 
средств для деконтаминации объектов 
основано на перекиси водорода с различ-
ными антикоррозионными и стабилизи-
рующими добавками, поверхностно-
активные вещества и др. В качестве 
носителя пероксида водорода исполь-
зуются неорганические соли: фториды 
калия, бария, аммония, метасиликат на-
трия, орто- и пирофосфат натрия, суль-
фат натрия и др. При использовании 
фтористого калия в качестве носителя 
пероксида образуется несколько моди-
фикаций: ПФК-1 (моносольват), ПФК-2 
(смесь моно- и дисольвата), ПФК-3 (дис-
ольват), ПФК-4 (трисольват), ПФК-К 
(моносольват кислого фоторида калия). 
В перечисленных сольватах содержание 
пероксида водорода варьирует варьирует 
от 28% до 65%. Все сольваты представ-
ляют собой порошок белого цвета с раз-
личной степенью стабильности, хорошо 
растворимого в воде. Они могут быть 
приготовлены в виде таблетированных 
форм. Для всех сольватов ведется поиск 
стабилизаторов, позволяющих сохра-
нить активность в течение нескольких 
лет. Наиболее стабильные результаты 
по времени инактивации спор получены 
при применении 6 и 10% растворов, 2,5 
и 1,5 часа соответственно.

Таким образом, процесс обеззаражи-
вания объектов при контаминации спо-
рами B. anthracis сложен, его эффектив-
ность зависит от следующих факторов: 

─ от химической природы ДВ и его 
механизма действия, от концентрации 
ДВ в препарате и его концентрации в ра-

бочем растворе; 
─ от устойчивости спор к приме-

няемому дезинфицирующему средству 
и их количества на обрабатываемом объ-
екте; 

─ от физико-химических свойств 
обрабатываемого объекта, его формы, 
величины, наличия на нем загрязнений 
органической и неорганической приро-
ды; 

─ от способа обработки объекта де-
зинфицирующим средством (орошение, 
мытье, погружение в растворы, протира-
ние ветошью, смоченной в дезрастворе, 
обработка направленными аэрозолями 
поверхности, заполнение аэрозолями 
герметичного помещения, газация или 
создание бактерицидных паров и дымов 
в обрабатываемом помещении); 

─ от времени воздействия дезин-
фицирующего раствора на споры. 

 
Все вышеперечисленные дезинфици-

рующие средства не дают 100% гарантии 
уничтожения спор и обладают выражен-
ными недостатками. Это, прежде всего, 
касается экологической безопасности, 
безвредности для человека и животных, 
безвредности по отношению к обраба-
тываемым сложным приборам. Биологи-
ческих дезинфицирующих средств для 
борьбы со спорами B. anthracis на рынке 
не существует. В следующей работе ав-
торы планируют представить характери-
стику сибиреязвенных бактериофагов и 
рассмотреть эффективность их действия 
на вегетативную и споровую формы си-
биреязвенной бациллы. 
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Изменения спектральной мощности ЭЭГ крыс после 
интраперитонеального введения фторсодержащих 
производных фуллерена-60

Н.Н.Каркищенко1, Д.С.Сахаров1, А.А.Филиппов2, В.Б.Соколов2  

1Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Москва
2Российский Научный Центр «Курчатовский институт», Москва

Фуллерены и их производные в будущем могут широко применяться в технике и ме-
дицине. В данной работе мы исследовали влияние фторсодержащих производных 
фуллеренов-60 (фуллеренилов) на функциональное состояние мозга бодрствующих 
крыс с помощью спектрального анализа ЭЭГ. Углеродные наночастицы вводили ин-
траперитонеально в дозе 100 мг/кг и спустя 3 минуты регистрировали ЭЭГ в течение 
часа. В каждом опыте применяли только один из фуллеренилов, растворимых в ди-
метилсульфоксиде (C60F24, C60F(NO2), C60F48) или в воде (C60F36(NH2)12, C60[FNC5H5]

+F–). 
Данные, полученные при введении фуллеренилов, нормировали к значениям, по-
лученным в фоне, либо при введении диметилсульфоксида. Было установлено, что 
фуллеренилы даже при итраперитонеальном введении проникают через гематоэнце-
фалический барьер, в краткие сроки значимо и на относительно длительный период 
изменяют функциональное состояние головного мозга. Эти реакции различны и, ви-
димо, зависят от физико-химических особенностей углеродных наночастиц. В статье 
обсуждаются результаты инъекции каждого из фуллеренилов.

Ключевые слова: спектральная мощность ЭЭГ, интраперитонеальное введение, 
фторсодержащие производные фуллерена-60, фуллеренилы. 

Возможность широкого использо-
вания в технике и медицине наномате-
риалов, основанных на аллотропной 
модификации углерода – фуллеренах и 
их производных, сегодня представляет 
большой интерес [16, 18, 21, 24]. В связи 
с этим необходимо определить степени 
биобезопасности углеродистых наноча-
стиц для человека и окружающей среды, 
особенно учитывая тот факт, что, напри-
мер, диаметр молекулы фуллерена C60 
составляет около 0,7 нм, что более чем в 
2 раза меньше толщины молекулы ДНК; 
такие частицы могут беспрепятственно 
проникать через клеточную и ядерную 

мембрану, обнаруживаясь в различных 
субклеточных структурах, включая ядро 
[20]. Существует ряд работ, где указыва-
ется, что углеродные наночастицы про-
никают через гематоэнцефалический 
барьер [21, 25], в частности, путем эндо-
цитоза эндотелиальными клетками, вы-
стилающими капилляры в мозге [15].

Одной из частных задач биомедици-
ны в этом направлении является оценка 
безопасности фуллеренов для централь-
ной нервной системы и поведения жи-
вотных. Тем более что существуют рабо-
ты, указывающие на негативное влияние 
наноматериалов [12, 13]. Кроме того, в 
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литературе нам пока не встретились ис-
следования изменений функционального 
состояния головного мозга после введе-
ния фуллеренов с применением метода 
электроэнцефалографии (ЭЭГ). 

Данная работа посвящена анализу 
спектральной мощности электрической 
активности мозга при интраперитоне-
альном (внутрибрюшинном) введении 
растворов фуллеренилов, в нашем слу-
чае, – фторсодержащих  производных 
фуллерена-60.

Материалы и методы

Опыты были проведены на 8 бодр-
ствующих 3-месячных белых крысах 
линии WAG/GY в хроническом экспе-
рименте. Животных обоего пола, по-
лученных из НЦБМТ РАМН (Светлые 
горы), содержали по барьерной системе, 
в клетках по 3 крысы в каждой со сво-
бодным доступом к питью и пище (ком-
бинированный корм, фирма ООО «Ла-
бораторкорм»), микробиологический 
статус крыс – SPF. За неделю до начала 
эксперимента животных анестезировали  
(Zoletil 100, фирма VIRBAC-06516-
CARROS, Франция, доза 55 мг/кг), фик-
сировали в стереотаксисе, в стерильных 
условиях эпидурально вживляли элек-
троды, в качестве которых применяли 
штырьковые разъемы с антикоррозий-
ным покрытием, на пластмассовой плат-
форме. Электроды располагали в сим-
метричных точках обоих полушарий, 
согласно координатам относительно 
брегмы: фронтальные Fp1, Fp2 (A4, L2); 
F3, F4 (A2, L2); центральные C3, C4 (P1, 
L4); теменные P3, P4 (P3, L4). Регистра-
цию ЭЭГ осуществляли монополярно, 
референтный электрод (Ref.) располага-
ли в носовых костях (рис. 1).

Наиболее удобными для исследова-
ния оказались производные полифто-
ридов фуллеренов C60F24 и C60F24. C60F24 
синтезировали по реакции С60Вr24 с диф-
торидом ксенона в безводном НF при 
комнатной температуре. В этих усло-
виях атомы брома в полибромфуллере-
не замещаются на атомы фтора. C60F48 
синтезировался по реакции дифторида 
криптона KrF2 с фуллереном C60 в безво-
дном фтористом водороде в течение 48 
часов. C60F(NO2) синтезировали путем 
свободнорадикального присоединения к 
C60F24 двуокиси азота. К раствору C60F24 в 
неполярных растворителях при переме-
шивании при пониженной температуре 
добавляли сконденсированную двуокись 
азота. За ходом реакции следили по пре-
кращению выпадения осадка желтого 
цвета. Выпавший осадок отфильтровы-
вали на бумажном фильтре. Остатки рас-
творителя и непрореагировавшего диок-
сида азота удаляли в вакууме. 

Рис. 1. Расположение электродов на голове 
крысы. А – крыса с вживленными электро-
дами в свободном поведении. Б – крыса с 
установленными на электроды контактами 
для регистрации ЭЭГ, зажим типа «крокодил» 
установлен на референтном электроде. В – 
схема расположения электродов на черепе 
крысы, используемая для построения гра-
фических карт.
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Водорастворимый C60F36(NH2)12 син-
тезировали по реакции электрофильно-
го замещения атомов фтора в C60F48. К 
суспензии C60F48 в абсолютном бензоле 
при комнатной температуре добавляли 
сухой аммиак до полного насыщения, за-
тем фильтровали полученный амин, про-
мывали спиртом, эфиром и высушивали 
в вакууме. Наконец, фторфуллеренпи-
ридинийфторид C60[FNC5H5]

+F– синте-
зировали по реакции замещения атомов 
фтора в C60F24 пиридином в воде при по-
вышенной температуре в течение 6-8 ча-
сов. По окончании реакции полученный 
раствор фильтровали, жидкую фазу упа-
ривали. Полученную таким образом чет-
вертичную аммониевую соль промывали 
спиртом, эфиром и сушили в вакууме.

Спустя неделю после операции каж-
дое животное помещали в эксперимен-
тальную камеру, к разъему на черепе 
присоединяли контакты и наблюдали 
за нативной ЭЭГ в течение 15 минут, 
при этом крыса находилась в свобод-
ном поведении. На следующий день эту 
процедуру повторяли, но 15 минут ре-
гистрировали фоновую ЭЭГ. Далее вну-
трибрюшинно вводили раствор фуллере-
нила в дозе 100 мг/кг, спустя 3 минуты 
после введения которого регистрировали 
ЭЭГ в течение 1 часа. В каждом опыте 
применяли раствор только одного из 
фуллеренилов: C60F24, C60F48, C60F(NO2), 
растворимых в диметилсульфоксиде 
(ДМСО) или гидрофильных C60F36(NH2)12, 
C60[FNC5H5]

+F–. Объем растворителя со-
ставлял 2 мл/кг. Опыты с одним и тем же 
животным проводили с интервалом в 5-7 
дней. Все манипуляции осуществлялись 
в соответствии с международными нор-
мами этического обращения с животны-
ми. На каждом животном был проведен 
контрольный опыт, когда вместо раство-

ра фуллеренила вводили только ДМСО 
необходимого объема.

ЭЭГ регистрировали на 
электроэнцефалографе-анализаторе 
ЭЭГА-21/26 «Энцефалан-131-03» (фир-
ма «Медиком МТД», Таганрог). Филь-
тры высоких частот устанавливали на  
70 Гц, постоянная времени составляла 
0,3 с, режекторный фильтр удалял ко-
лебания частотой 50 Гц. Частота опро-
са составляла 250 Гц. После удаления 
артефактов запись, содержащую данные 
ЭЭГ, делили на несколько 64-секундных 
файлов, таким образом, получали чис-
ло n для каждого опыта. Спектральную 
мощность электрической активности моз-
га (СМ ЭАМ) анализировали с помощью 
пакета программ MatLab-5 в стандарт-
ных физиологических диапазонах частот: 
дельта (Δ) – 1-4 Гц, тета (θ) – 4,25-8 Гц, 
сигма (σ) или альфа (α) – 8,25-13 Гц, бета 
(β) – 13,25-30 Гц, гамма (γ) – 30,25-45 
Гц. Эпоха анализа составляла 4 с. Из-
менения СМ ЭАМ при действии фулле-
рена для каждого опыта нормировались 
к фоновым значениям, полученным до 
инъекции. Достоверность отличий меж-
ду выборками для одного опыта по каж-
дому диапазону и отведению оценивали 
по критерию Вилкоксона-Манна-Уитни, 
для группы опытов с испытанием одно-
го и того же фуллерена – по критерию 
Стьюдента. Принимали во внимание 
только достоверные изменения СМ ЭАМ 
(p<0,05).

Результаты

При введении растворов фуллерени-
лов наблюдались индивидуальные осо-
бенности в реактивности мозга, однако 
существовали и общие закономерности в 
ЭЭГ. В начале следует указать на то, что 
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инъекция одного ДМСО в контрольных 
опытах (n=202 записи по группе) сама 
по себе вызывала достоверное снижение 
СМ ЭАМ во всех исследуемых проекци-
онных точках коры, во всех частотных 
диапазонах, кроме γ, где в центрально-
теменных областях обоих полушарий 
изменений не наблюдалось. Спустя 30 
минут после введения растворителя по-
степенно происходило повышение СМ 
ЭАМ в Δ-, θ-, σ-диапазонах во всех от-
ведениях.

При сравнении СМ ЭАМ во время 
действия фуллеренов с данными, полу-
ченными после инъекции ДМСО, ока-
залось, что изменения ЭЭГ, следующие 
за введением углеродных наночастиц 
зашумлены результатами, полученны-
ми при введении диметилсульфоксида. 
Кроме этого, снижалась двигательная 
активность животных, а при движении 
крыс наблюдалась симптоматика, ха-
рактерная для раздражения брюшины. 
Таким образом, электрографические и 

поведенческие реак-
ции позволили срав-
нивать изменения при 
действии фуллерени-
лов не с фоновыми 
значениями, а с теми, 
которые были полу-
чены при введении 
их растворителя соот-
ветственно в первые и 
последующие 30 ми-
нут опыта.

В первой и вто-
рой половинах часа 
после инъекции фул-
леренила спектраль-
ные характеристики 
различались с разной 
степенью выражен-

ности. Главным образом, это проявля-
лось индивидуально. В ходе анализа по 
группе некоторая динамика также имела 
место, но при таком анализе можно было 
наблюдать относительную устойчивость 
изменений в течение опыта.

В экспериментах с введением фулле-
ренила C60F24 (n=105 записей по группе) 
в β- и γ-диапазонах происходило увели-
чение спектральной мощности почти во 
всех регистрируемых точках, тогда как в 
Δ- и θ-диапазонах преобладало снижение 
мощности спектра (рис. 2). Через 30 ми-
нут СМ ЭАМ достоверно уменьшилась 
и в σ-диапазоне в левом полушарии, где 
сначала достоверных изменений почти 
не наблюдалось.

Преимущественное снижение спек-
тральной мощности в полосе 1-8 Гц 
наблюдалось и после инъекции фулле-
ренила C60F48 (n=80 записей по группе),  
(рис. 3). Усиление колебаний имело ме-
сто в γ-диапазоне в центрально-теменных 
областях обоих полушарий, однако этих 

Рис. 2. Изменение СМ ЭАМ после инъекции фуллеренила C60F24 
(n=105 записей по группе). Верхняя строка – изменения в пер-
вые 30 минут после введения вещества, нижняя строка – изме-
нения СМ ЭАМ во второй половине эксперимента. По горизонтали 
представлены диапазоны частот. Большие закрашенные кружки 
– достоверное повышение СМ ЭАМ, маленькие незакрашенные 
– достоверное снижение. Отсутствие достоверных изменений по 
отношению к ДМСО на картах не обозначено.
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изменений уже не наблюдалось во вто-
рой половине опыта. Кроме того, во 
фронтальной коре отмечалось стойкое 
снижение СМ ЭАМ.

Устойчивую реакцию головного 
мозга мы наблюдали после введения 
фуллеренила C60F(NO2), (n=98 записей 
по группе): повышение спектра мощно-
сти в σ-диапазоне, главным образом, в 
правом полушарии, а в β-, γ-диапазонах 
– во всех регистрируемых точках  
(рис. 4). θ-диапазон характеризовался 
снижением мощности в левом полуша-
рии. Динамичные изменения наблюда-

лись в Δ-диапазоне. 
В первой половине 
эксперимента произо-
шло повышение спек-
тральной мощности 
в правом полушарии, 
в левом достоверных 
изменений не обнару-
жилось, то есть воз-
никла межполушар-
ная асимметрия. Через  
30 минут к концу 
опыта асимметрия 
исчезла, а изменения 
приобрели другой 
знак – произошло 
снижение мощности 
Δ-ритма по всей коре.

Сравнение влия-
ния водораствори-
мого фуллеренила 
C60F36(NH2)12 (n=131 
запись по группе) 
осуществлялось по 
отношению к фо-
новым данным  
(рис. 5). При этом от-
мечалось снижение 
мощности колеба-

ний в Δ- и θ-диапазонах, в других ча-
стотных полосах уменьшение значений 
спектральной мощности регистрирова-
лось только во фронтальной коре. По-
вышение σ-активности симметрично в 
центрально-теменных областях было 
устойчивым в течение всего экспери-
мента. Кроме того, во второй половине 
опыта в различных зонах центрально-
теменных областей возникло повыше-
ние мощности θ- и β-ритма, тогда как в 
полосе 30-45 Гц снижение СМ ЭАМ ге-
нерализовалось.

В назших экспериментах несколь-

Рис. 3. СМ ЭАМ после введения C60F48 (n=80 записей по группе). 
Остальные обозначения, как на рис. 2.

Рис. 4. Изменение СМ ЭАМ после введения C60F(NO2), (n=98 за-
писей по группе). Остальные обозначения, как на рис. 2.
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ким животным вводили водораствори-
мый фторфуллеренпиридинийфторид 
C60[FNC5H5]

+F– (n=73 записи по группе), 
(рис. 6). Влияние данного соединения на 
электрическую активность мозга в пер-
вые 30 минут выражалось в распростра-
ненном по коре снижении спектральной 
мощности во всех частотных диапазо-
нах. Во второй половине опыта умень-

шение мощности 
касалось низкочастот-
ной полосы (Δ, θ, σ) и 
отдельных зон коры 
в γ-диапазоне, вме-
сте с тем, отмечалось 
усиление мощности 
β-ритма.

Обсуждение 
результатов

В наших экспе-
риментах введение 
ДМСО интраперито-
неально сильно из-
меняла двигательную 
активность и ЭЭГ 
крыс. Спустя 30 ми-
нут после введения 
растворителя мощ-
ность низкочастотных 
ритмов (Δ, θ, σ) воз-
вращалась к фоново-
му уровню, к концу 
эксперимента нару-
шения двигательной 
активности станови-
лись менее выражен-
ными, что говорит об 
элиминации диметил-
сульфоксида. Следует 
подчеркнуть, что при 
анализе поведения 

после инъекций фуллеренилов, раство-
римых в ДМСО, следует использовать 
другой способ введения. 

Ранее указывалось, что по сравнению 
с введением фуллерена C60 внутрь желу-
дочка мозга, при интраперитонеальной 
инъекции не наблюдалось изменений 
двигательной активности в острый пери-
од, они были отставлены и проявлялись 

Рис. 5. СМ ЭАМ после инъекции водорастворимого фуллеренила 
C60F36(NH2)12 (n=131 запись по группе). Верхняя строка – изменения 
в первые 30 минут после введения вещества, нижняя строка – из-
менения СМ ЭАМ во второй половине эксперимента. По горизонта-
ли представлены диапазоны частот. Большие закрашенные кружки 
– достоверное повышение СМ ЭАМ, маленькие незакрашенные – 
достоверное снижение. Отсутствие достоверных изменений по от-
ношению к фоновым значениям на картах не обозначено.

Рис. 6. СМ ЭАМ после введения водорастворимого фуллеренила 
C60[FNC5H5]+F– (n=73 записи по группе). Остальные обозначения, 
как на рис. 5.
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спустя месяц. Также при внутрибрю-
шинном введении в меньшей степени 
увеличивались концентрации моноами-
нов в мозге [24]. Результаты наших экс-
периментов показали, что углеродные 
наночастицы уже через небольшой про-
межуток времени начинают оказывать 
влияние на головной мозг даже при вну-
трибрюшинном способе введения. Более 
того, эта реакция различна и, вероятно, 
зависит от физико-химических свойств 
фуллеренилов. Маленькие размеры на-
ночастиц и быстрая реакция мозга не 
вызывает у нас сомнения в том, что фул-
леренилы проникают через гематоэн-
цефалический барьер. Согласно нашим 
данным, углеродные частицы, вероятно, 
могут находиться в мозге в течение часа, 
вызывая специфические изменения в 
СМ ЭАМ. 

Все эксперименты проходили днем, 
когда крысы были неактивны и могли 
спать. Известно, что во время медленно-
го сна в коре головного мозга доминиру-
ет Δ-ритм [11], также он обнаруживается 
во время наркоза [23] и других состоя-
ниях, характеризующихся снижением 
уровня сознания. Снижение мощности 
Δ-ритма и усиление ритмики в высоко-
частотных диапазонах (β, γ) после вве-
дения фуллеренилов C60F24, C60F48 может 
говорить об активации животного, его 
переходу к состоянию бодрствования. 
γ-активность также положительно кор-
релируют с развитием реакции тревоги и 
во время реализации ориентировочного 
рефлекса [3], а реципрокные взаимоот-
ношения Δ- и γ-ритмики при переходе от 
сна к бодрствованию рассматривались и 
ранее [17].

Обсуждая электрофизиологический 
показатель повышения уровня бодрство-
вания, необходимо указать на массу работ, 

где анатомическим субстратом высших 
когнитивных функций является лоб-
ная кора. Так, она связана с процессами 
внимания [10], в ней происходит оценка 
значимости поступающей зрительной 
информации [1, 7], префронтальная кора 
необходима для оценки вероятностных 
характеристик среды [6]. Следовательно, 
увеличение мощности β- и γ-ритмов во 
фронтальной коре после инъекции C60F24 
или C60F(NO2) можно объяснить возмож-
ным усилением когнитивных процессов 
восприятия и внимания, связанными с 
оценкой окружающей обстановки. Наобо-
рот, снижение мощности высокочастотных 
ритмов при C60F48 или C60F36(NH2)12 связано 
с подавлением познавательных функций. 
Наши результаты перекликаются с рабо-
той, где однократное введение в желудо-
чек мозга крыс водорастворимого гидра-
тированного фуллерена C60(OH)n в дозе  
7,2 нмоль/желудочек значительно улучша-
ло выполнение когнитивной задачи [19].

Повышение мощности в σ-диапазоне 
часто связывают с возникновением сон-
ных веретен во время поверхностного 
синхронизированного сна [9, 17], эта 
ритмика сменяет Δ-волны в медлен-
новолновом сне [8] и может непосред-
ственно предшествовать быстрому сну 
[22]. Снижение спектральной мощности 
в σ-диапазоне после инъекций C60F24, 
C60F48 вместе с повышением мощности 
высокочастотных ритмов еще раз указы-
вает на возникновение состояния актива-
ции у крыс. После инъекции C60F36(NH2)12 
усиление ритмики в диапазоне 8-13 Гц, 
вероятно, связано со снижением уровня 
бодрствования, кроме того, еще через  
30 минут увеличилась мощность и в ча-
стоте 14-30 Гц. В сопряжении с умень-
шением мощности β- и γ-ритмов во 
фронтальной коре это может говорить 
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не столько об активации коры, сколько с 
появлением в ней высокочастотных ве-
ретен, которые некоторыми исследовате-
лями относят к полосе 11-16 Гц [8]. 

Снижение θ-активности спустя  
3 минуты после интраперитонеально-
го введения любого фуллеренила, воз-
можно, указывает на отсутствие ярко 
выраженной длительной стрессорной, в 
том числе, болевой реакции как на саму 
инъекцию, так и на раствор фуллерени-
ла. В других исследованиях после интра-
перитонеального введения, например, 
раствора этанола [5] отмечалось повы-
шение мощности θ-ритма в дорзальных 
областях неокортекса или гиппокампа, 
что также отражается в общей ЭЭГ.

Среди полученных результатов ин-
тересные изменения СМ ЭАМ наблю-
дались после введения C60F(NO2). Ве-
роятно, данный фуллеренил вызывает 
повышение уровня функционального 
состояния, а, кроме того, он может об-
ладать свойством, характерным для пси-
хотропных препаратов, так как введение 
этих веществ в определенном интервале 
доз приводит к росту мощности колеба-
ний в полосе 9-12 Гц [4]. 

Уменьшение значений СМ ЭАМ во 
всех частотных диапазонах при действии 
C60[FNC5H5]+F– может являться показа-
телем негативных изменений в функци-
ях центральной нервной системы, так 
как подобные явления наблюдаются в 
состоянии комы [2], они же могут быть 
предвестниками смерти мозга [14]. Од-
нако на восстановительный процесс че-
рез 30 минут после инъекции указывает 
повышение мощности β-ритма.

Следует учесть, что поскольку мы 
сравнивали действия гидрофобных фул-
леренилов на ритмику мозга по отноше-
нию к реакциям при введении их раство-

рителя, изменения в сторону снижения на 
этом условном фоне представляются нам 
глубокими, так как сам диметилсульфок-
сид вызывал глобальное снижение СМ 
ЭАМ. Тогда как повышения, вероятно, 
количественно не столь значительны.

Выводы

1. Метод внутрибрюшинного введе-
ния фуллеренов, растворенных в ДМСО, 
непригоден, для изучения изменения по-
ведения, так как данная инъекция сильно 
изменяет двигательную активность крыс 
и дает искаженный результат.

2. Фуллеренилы, растворенные в 
ДМСО или воде, при интраперитонеаль-
ном введении проникают через гемато-
энцефалический барьер, в краткие сроки 
значимо и на относительно длительный 
период изменяют функциональное со-
стояние головного мозга; эти реакции 
различны и, видимо, зависят от физико-
химических особенностей углеродных 
наночастиц.

3. Инъекция C60F24 и C60F48 приводи-
ла к снижению спектральной мощности в 
Δ- и θ-диапазонах частот и повышение в 
β- и γ-диапазонах; после введения C60F48 
изменения в высокочастотных диапазо-
нах были менее выражены, кроме этого, 
отмечалось снижение мощности γ-ритма 
во фронтальных областях коры.

4. После введения фуллеренила 
C60F(NO2) отмечалось повышение СМ 
ЭАМ Δ-ритма в правом полушарии, а во 
второй части эксперимента происходило 
снижение мощности по всей коре, также 
уменьшалась θ-активность; вместе с тем, 
повышение спектров мощности отмеча-
лось в полосе 8-45 Гц в течение всего 
эксперимента.

5. Водорастворимый C60F36(NH2)12 
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симметрично повышал σ-активность 
в центрально-теменных областях, что 
было устойчиво в течение часа, в осталь-
ных частотных диапазонах в течение 
первой половины эксперимента отмеча-
лось снижение СМ ЭАМ главным обра-
зом во фронтальных областях, во второй 
половине происходило повышение мощ-
ности спектра в центрально-теменных 
отведениях в полосе 13-30 Гц.

6. Фторфуллеренпиридинийфторид 
в первые 30 минут снижал активность 
электрическую активность всех анали-
зируемых областей мозга во всех ча-
стотных диапазонах, во второй половине 
опыта отмечалось усиление мощности 
β-активности.

Авторы выражают благодарность 
за помощь в проведении работы и 
консультирование В.И. Королевой и  
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Литература

1. Батуев А.С. Высшие интегратив-
ные системы мозга. – Л.: Наука, 254 с., 
1981.

2. Добронравова И.С. Реорганиза-
ция электрической активности мозга че-
ловека при угнетении и восстановлении 
сознания (церебральная кома): Автореф. 
дис. … д-ра. биол. наук. – М.: ТОО «Ко-
рина», с.18. 1996.

3. Думенко В.Н. Высокочастотные 
компоненты ЭЭГ и инструментальное 
обучение. – М.: Наука, с. 29, 2006.

4. Каркищенко Н.Н. Альтернативы 
биомедицины. Т. 2. Классика и альтерна-
тивы фармакотоксикологии. – М.: Изд-во 
ВПК, с.355-381. 2007. 

5. Кожечкин С.Н., Свидерская Н.Е., 

Коштоянц О.Х., Середенин С.Б. Влияние 
этанола в различных дозах на ЭЭГ крыс. 
Многопараметрический анализ // Экспе-
рим. клин. фармакология, Т. 67, № 5, с. 
46-50. 2004.

6. Преображенская Л.А., Иоффе 
М.Е. Влияние повреждения префрон-
тальной коры на поведение собак в усло-
виях конфликта между вероятностью и 
ценностью подкрепления // Фундамен-
тальные и клинические аспекты интегра-
тивной деятельности мозга: Материалы 
Межд. чтений, посвящ. 100-летию со дня 
рождения чл.-корр. АН СССР, акад. Ан 
АрмССР Э.А. Асратяна: Москва, ИВНД 
и НФ РАН, 27-30 мая 2003 г. – М.: МАКС 
Пресс, с.186, 2003.

7. Черенкова Л.В., Юннатов Ю.А. 
Влияние повреждения ассоциативных 
зон неокортекса на характер выполнения 
задачи зрительно-моторной координа-
ции у кошек // Журн. высш. нерв. деят., 
Т. 30, № 5, С. 954-963, 1980.

8. Bjorvatn B., Fagerland S., Ursin 
R. EEG power densities (0.5-20 Hz) in 
different sleep-wake stages in rats // Physiol 
Behav. Vol. 63, No. 3, pp. 413-417, 1998.

9. Cipolla-Neto J., Negrão N., Afeche 
S.C., Paludetti L.A., Benedito-Silva A.A., 
Marques N., Menna-Barreto L. Remarkable 
similarities between the temporal 
organization of neocortical electrographic 
sleep patterns of rats and humans // Braz J 
Med Biol Res. Vol. 21, No. 3, pp. 599-601, 
1988. 

10.  Dalley J.W., Theobald D.E., Bouger 
P., Chudasama Y., Cardinal R.N., Robbins 
T.W. Cortical cholinergic function and 
deficits in visual attentional performance 
in rats following 192 IgG-saporin-induced 
lesions of the medial prefrontal cortex // 
Cereb Cortex. Vol. 14, No. 8, pp. 922-932, 
2004.



47

Изменение спектральной мощности ЭЭГ...

11. Dang-Vu T.T., Desseilles M., 
Laureys S., Degueldre C., Perrin F., 
Phillips C., Maquet P., Peigneux P. Cerebral 
correlates of delta waves during non-REM 
sleep revisited // Neuroimage. Vol. 28, No. 
1, pp. 14-21, 2005.

12. Isakovic A., Markovic Z., Todorovic-
Markovic B., Nikolic N., Vranjes-Djuric 
S., Mirkovic M., Dramicanin M., Harhaji 
L., Raicevic N., Nikolic Z., Trajkovic V. 
Distinct cytotoxic mechanisms of pristine 
versus hydroxylated fullerene // Toxicol Sci. 
Vol. 91, No. 1, pp. 173-183, 2006.

13. Kamat J.P., Devasagayam T.P., 
Priyadarsini K.I., Mohan H., Mittal J.P. 
Oxidative damage induced by the fullerene 
C60 on photosensitization in rat liver 
microsomes // Chem Biol Interact. Vol. 114, 
No. 3, pp. 145-159, 1998.

14. Klein H.J., Rath S.A., Göppel F. 
The use of EEG spectral analysis after 
thiopental bolus in the prognostic evaluation 
of comatose patients with brain injuries // 
Acta Neurochir Suppl. Vol. 42, pp.31-34, 
1988.

15. Kreuter J. Nanoparticulate systems 
for brain delivery of drugs // Adv Drug Deliv 
Rev. Vol. 47, No. 1, pp. 65-81, 2001.

16. Lyon D.Y., Alvarez P.J. Fullerene 
water suspension (nC60) exerts antibacterial 
effects via ROS-independent protein 
oxidation // Environ Sci Technol. Vol. 42, 
No. 21, pp. 8127-8132, 2008.

17.  Maloney K.J., Cape E.G., 
Gotman J., Jones B.E. High-frequency γ 
electroencephalogram activity in association 
with sleep-wake states and spontaneous 
behaviors in the rat // Neurosci. Vol. 76, No. 
2, pp. 541-555, 1997.

18. Misirkic M.S., Todorovic-Markovic 
B.M., Vucicevic L.M., Janjetovic K.D., 
Jokanovic V.R., Dramicanin M.D., Markovic 
Z.M., Trajkovic V.S. The protection of cells 

from nitric oxide-mediated apoptotic death 
by mechanochemically synthesized fullerene 
(C(60)) nanoparticles // Biomaterials. Vol. 
30, No. 12, pp. 2319-2328, 2009.

19. Podolski I.Y., Podlubnaya Z.A., 
Kosenko E.A., Mugantseva E.A., Makarova 
E.G., Marsagishvili L.G., Shpagina M.D., 
Kaminsky Y.G., Andrievsky G.V., Klochkov 
V.K. Effects of hydrated forms of C60 
fullerene on amyloid 1-peptide fibrillization 
in vitro and performance of the cognitive 
task // J Nanosci Nanotechnol. Vol. 7, No. 
4-5, pp. 1479-1485, 2007.

20. Porter A.E., Muller K., Skepper 
J., Midgley P., Welland M. Uptake of C60 
by human monocyte macrophages, its 
localization and implications for toxicity: 
studied by high resolution electron 
microscopy and electron tomography // 
Acta Biomater. Vol. 2, No. 4, pp. 409-419, 
2006.

21. Selvi B.R., Jagadeesan D., 
Suma B.S., Nagashankar G., Arif M., 
Balasubramanyam K., Eswaramoorthy 
M., Kundu T.K. Intrinsically fluorescent 
carbon nanospheres as a nuclear targeting 
vector: delivery of membrane-impermeable 
molecule to modulate gene expression in 
vivo // Nano Lett. Vol. 8, No. 10, pp. 3182-
3188, 2008.

22. Tobler I., Deboer T. Sleep in the 
blind mole rat Spalax ehrenbergi // Sleep. 
Vol.24, No. 2, pp. 147-54, 2001. Comment 
in: Sleep. Vol. 25, No. 1, pp. 11-13. 2002.

23. Xu J., Zheng C., Liu X., Pei X., Jing 
G. Detecting brain activity variation of rat 
during anesthesia by spectral entropy // 
Conf Proc IEEE Eng Med Biol Soc. Vol. 7, 
pp 6985-6988, 2005.

24. Yamada T., Jung D.Y., Sawada 
R., Matsuoka A., Nakaoka R., Tsuchiya T. 
Effects intracerebral microinjection and 
intraperitoneal injection of [60]fullerene on 



48

Н.Н.Каркищенко, Д.С.Сахаров, А.А.Филиппов, В.Б.Соколов

brain functions differ in rats // J Nanosci 
Nanotechnol. Vol. 8, No. 8, pp. 3973-3980, 
2008.

25. Yamago S., Tokuyama H., 
Nakamura E., Kikuchi K., Kananishi S., 

Sueki K., Nakahara H., Enomoto S., Ambe 
F. In vivo biological behavior of a water-
miscible fullerene: 14C labeling, absorption, 
distribution, excretion and acute toxicity // 
Chem Biol. Vol. 2, No. 6, pp. 385-389, 1995.

THE CHANGES OF EEG POWER SPECTRA AFTER INTRAPERITONEAL 
INJECTION OF FLUORINE-CONTAINING C60 FULLERENE DERIVATIVES 

N.N. Karkischenko1, D.S. Sakharov1, A.A. Filippov2, V.B. Sokolov2

1Scientific center of biomedical technologies RAMS, Moscow 
2Russian Research Center “Kurchatov Institute”, Moscow 

In the future fullerenes and their derivatives widely can be applied in the technician 
and medicine. We investigated influence of fluorine-containing C

60 
fullerene derivatives 

(fullerenyles) upon a brain functional state of waking rats by spectral analysis of EEG 
method. The EEG was recorded within an hour after 3 minutes of the intraperitoneal 
injection of carbon nanoparticles in a dose of 100 mg/kg. In different experimental days 
we introduced one of the fullerenyles solved in a dimethylsulfoxide (C
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the background value or at influence of simple dimethylsulfoxide. It has been fined 
fullerenyles even after the intraperitoneal injection cross the blood-brain barrier and 
evoke relative long-term effect considerable change of a brain functional state for short 
time. These reactions are different and probably depend on physical and chemical 
properties of carbon nanoparticles. Results of each fullerenyles injection are discussed.

Key words: EEG power spectra, intraperitoneal injection, fluorine-containing C
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ГЕНЕТИКА

Исследование гомозиготности двух сублиний BALB/cY и BALB/cP 
высоко инбредной линии BALB/c

Х.Х.Семенов, Н.Н.Каркищенко, Т.Б.Бескова, Е.Л.Матвеенко
Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Москва

Настоящая работа посвящена исследованию гомозиготности мышей двух субли-
ний: BALB/cY – поддерживаемой в ГУ НЦБМТ РАМН лабораторией генетики, и  
BALB/cP – находящейся на размножении в питомнике лабораторных животных фи-
лиала ФИБХ РАН. Исследование проводилось методом изотрансплантации кожи. Уста-
новлено, что у мышей BALB/cY трансплантаты прижились стопроцентно. Это означает, 
что мыши линии BALB/cY – гомозиготны, генетически стандартны. Согласно резуль-
татам исследования между мышами линии BALB/cY и BALB/cP проявилась субли-
нейная гистонесовместимость. вместе с тем, генетически неоднородными оказались 
мыши внутри самой сублинии BALB/cP.

 
Ключевые слова: трансплантация, гомозиготность, инбредные мыши, сублиния.

Иммуногенетика – наука, включающая 
в себя методы и принципы как генетики, 
так и иммунологии. Одно из главных на-
правлений в иммуногенетике составляет 
генетика совместимости тканей. Основ-
ные данные, которые определяют совре-
менный уровень в этой области знаний 
были получены в результате изучения 
одного объекта – лабораторной мыши [6]. 
Причина выбора мышей в качестве объ-
екта исследований заключается в том, что 
уже в первой половине прошлого столе-
тия было выведено большое количество 
инбредных линий мышей [8], а также в 
исключительных успехах генетики мыши 
[5]. Использование генетически контро-
лируемых животных составляет необхо-
димое условие успешного развития гене-
тики совместимости тканей.

Гомозиготность, генетическая стан-
дартность линейных животных поддер-
живается строгим соблюдением правил 

разведения инбредной линии – посто-
янным, тесным инбридингом, методом 
братско-сестринского скрещивания. Од-
нако даже при тщательном соблюдении 
всех правил существует опасность воз-
никновения гетерозиготности в высоко 
инбредных линиях животных. Причиной 
тому могут явиться как спонтанные му-
тации, вызванные естественным фоном 
радиации и другими вредными фактора-
ми окружающей среды, так и случайные 
скрещивания [7]. Поэтому необходимым 
условием для производства качествен-
ных лабораторных животных является 
обеспечение постоянного контроля гене-
тической чистоты инбредных линий по 
генам гистосовместимости.

Материалы и методы

Для исследования были использова-
ны мыши двух сублиний высоко инбред-
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ной линии BALB/c – BALB/cY, которая 
поддерживается в коллекционном фон-
де мышей инбредных линий НЦБМТ 
РАМН. Мыши BALB/c поступили из 
Джексоновской лаборатории США в 
1958 г. на 70-м поколении инбридинга 
(F70) в филиал «Столбовая». В Научный 
центр (ранее НИЛЭБМ РАМН) линия 
была передана из филиала «Столбовая» 
на 105-м поколении инбридинга (F105). 
В настоящее время инбредный возраст 
линии BALB/cY достиг 188 поколения 
(F188). Племенное ядро мышей линии 
BALB/cY поддерживается в лаборатории 
генетики Центра в конвенциональных 
условиях на гранулированном комбикор-
ме ПК-120, в клетках фирмы Велаз Т-2, 
имеют сублинейный символ Y (Юрлово). 
Контроль гомозиготности, осуществлен-
ный в 2005 г., подтвердил идентичность 
мышей BALB/cY по генам гистосовме-
стимости (Н-генам) как в племенном 
ядре Центра, так и у животных, разводи-
мых в филиале «Столбовая».

Вторая сублиния BALB/c – мыши, 
которых разводят в питомнике лабора-
торных животных филиала института 
Биоорганической химии им. академи-
ков М.М.Шемякина и Ю.А.Овчинникова 
(ФИБХ РАН, Пущино), куда они посту-
пили в 2006 г. из питомника Charles River 
Laboratory (США). Пущинскую субли-
нию мы условно обозначили символом Р 
– BALB/cP. Чтобы избежать влияния Н-Y-
антигенов, трансплантанты от самцов на 
самок не пересаживают: в выборку вклю-
чают либо самок, либо самцов [4, 9]. В 
опыт для длительного наблюдения удоб-
нее брать самок, так как половозрелые 
самцы агрессивны. Поэтому для иссле-
дования были отобраны 9 самок из пле-
менного ядра инбредной линии BALB/cY 
так, чтобы в опыты включить мышей от 

максимального количества размножаю-
щихся пар. Из питомника лабораторных 
животных филиала ФИБХ РАН было по-
лучено 4 самки линии BALB/cP.

Таким образом, обмен кожными 
трансплантантами с хвоста на бок вы-
полняли на мышах одного пола.

Для контроля гомозиготности генети-
ческой однородности мышей инбредных 
линий был использован метод изотран-
сплантации кожи. Ценность этого метода 
заключается в том, что он: 1) позволяет 
контролировать гомозиготность по боль-
шому числу генов, так как совместимость 
тканей – полигенный признак; 2) дает 
возможность выявить очень слабые ге-
нетические различия между животными 
одной линии, обусловленные остаточной 
гетерозиготностью или спонтанными му-
тациями; 3) технически достаточно прост 
и не требует больших материальных за-
трат; 4) чтение результатов однозначно 
– приживление или отторжение переса-
женной кожи; 5) генетическое засорение 
выявляется в короткие сроки.

Критерием гомозиготности инбред-
ных животных при контроле методом 
трансплантации кожи служит 100%-при-
живление трансплантатов в пределах ли-
нии [3]. Для контроля на гомозиготность 
племядра были отобраны 2-3-х месячные 
мыши. Трансплантация кожи с хвоста на 
бок с правой стороны в области грудной 
клетки осуществлялась по общеприня-
той методике [2] в современной моди-
фикации [1]. Наблюдение за состоянием 
трансплантатов проводилось ежедневно 
в течение 30 дней, начиная с момента 
снятия повязки, затем 1 раз в неделю, по-
сле 200 дней 1 раз в месяц. Общий срок 
наблюдения при проверке на гомозигот-
ность племенного ядра инбредной линии 
составляет 250-300 дней.



51

Исследование гомозиготности двух сублиний...

Как правило, в инбредной линии у 
мышей неприживление трансплантан-
тов на 7-9-й день после операции проис-
ходит по техническим причинам, таким 
как слабое наложение повязки, случай-
ное приклеивание коллодием трансплан-
тата к повязке, кровоточащее ложе, сдвиг 
трансплантата при наложении повязки. 
Иногда отрицательный результат бывает 
из-за того, что после снятия повязки жи-
вотные чешутся и срывают трансплан-
таты. В наших опытах отторжений по 
техническим причинам не наблюдалось. 
На пересаженной коже шерсть начинает 
расти на 14-20-й день после операции.

Если животные инбредной линии 
действительно гомозиготны, то все 
трансплантаты будут в хорошем состоя-
нии в течение всего срока наблюдения, 
покрытые волосками, характерными для 
хвоста. Если наблюдается отторжение 
трансплантатов в ранние сроки наблю-
дения, то оно протекает по типу острой 
реакции: трансплантат воспален, об-
разуется струп, реакция кончается пол-
ным некрозом трансплантата. Такой тип 
отторжения может быть в ранние сро-
ки наблюдения (8-14-й день) и поздние 
(35-40-й день). Если все или большин-
ство трансплантатов отторгается по типу 
острой реакции, следует делать вывод о 
гистонесовместимости по причине ге-
нетического засорения линии и живот-
ных такой линии считать генетически 
нестандартными. Иногда наблюдаются 
единичные случаи отторжения, как пра-
вило, от одного или двух родственных 
доноров. В этом случае можно полагать, 
что в линии возникла мутация сильного 
гена гистосовместимости. Животных су-
блинии, несущей эту мутацию, выводят 
из размножения, тем самым гомозигот-
ность племенного ядра инбредной линии 

восстанавливается.
Иногда наблюдают хроническое от-

торжение трансплантата: медленное об-
лысение, шелушение эпидермиса, в кон-
це концов трансплантат превращается в 
лысый блестящий рубец. Такую картину 
можно наблюдать, начиная с 40-го дня 
по 100-й и после 200-го дня наблюдения. 
Причиной является слабая гистонесовме-
стимость, как результат мутирования сла-
бых Н-генов. Такие сублинии также выво-
дятся из размножения в племенном ядре.

Во всех случаях отторжения транс-
плантатов по техническим или иммуно-
генетическим причинам делают повтор-
ную трансплантацию кожи от того же 
донора, но не раньше, чем через 14 дней 
после регистрации отторжения.

Результаты исследований

Результаты проверки гомозиготно-
сти мышей двух сублиний BALB/cY и 
BALB/cP приведены в таблице. В первом 
опыте, в который были включены только 
мыши внутри самой сублинии BALB/cY, 
изотрансплантация кожи показала высо-
кую степень гомозиготности – прижи-
лись стопроцентно все 14 транспланта-
тов, что свидетельствует об отсутствии 
каких-либо изменений в локусе Н-генов.

Во втором опыте был осуществлен 
контроль гомозиготности мышей су-
блиний BALB/cY и BALB/cP, у которых 
провели пересадку кожных локусов как 
в прямой, так и в обратной комбина-
ции. В итоге более 80% трансплантатов 
были отторгнуты мышами как одной, 
так и второй сублинии. Наблюдаемое от-
торжение трансплантатов происходило, 
начиная с 37-40-го дня и шло по хрони-
ческому типу: облысение, шелешение 
эпидермиса, медленное превращение 
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трансплантата в лысый блестящий ру-
бец. Возможной причиной является ги-
стонесовместимость, как результат му-
тирования слабых Н-генов.

Аналогичную картину можно было 
наблюдать и в третьем опыте, где иссле-
довались на гистосовместимость мыши 
внутри самой сублинии – BALB/cP. От-
торжение трансплантатов у самок шло 
по тому же типу, что и между сублиния-
ми BALB/cY и BALB/cP, т.е. имело место 
хроническое отторжение транплантатов. 
Результаты этого опыта лишь подтверж-
дают наше предположение о том, что у 
мышей сублинии BALB/cP произошла 
мутация в локусе слабых Н-генов, ко-
торая и явилась причиной слабой ги-
стонесовместимости их как с мышами 
сублинии BALB/cY, так и внутри самой 
сублинии BALB/cP.

Повторная трансплантация кожи от 
того же донора через 14 дней не повлияла 
на результаты опыта. Отторжение транс-
плантатов происходило, как и в первом 
варианте исследования. Животные таких 
сублиний выводятся из размножения в 
племенном ядре.

Обсуждение

Проведенный контроль гомозигот-
ности двух сублиний высоко инбредной 
линии BALB/c подтвердил методически 
верное ведение генетико-селекционной 

работы с племенными ядрами инбред-
ных линий мышей коллекционного фон-
да НЦБМТ РАМН сотрудниками лабо-
ратории генетики. Свидетельством тому 
может служить гомозиготность инбред-
ной линии мышей BALB/cY, у которой 
прижились все трансплантаты. Что ка-
сается мышей сублинии BALB/cP из пи-
томника лабораторных животных ФИБХ 
РАН, то необходимо отметить, что они 
оказались гистонесовместимыми не 
только с мышами BALB/cY, но и внутри 
самой сублинии BALB/cP. Приведенные 
факты позволяют дать объяснение полу-
ченным в настоящей работе результатам. 
Известно, что у животных долгое время 
разводимых в разных источниках, воз-
можно проявление сублинейных разли-
чий, вызванных, как ранее было указано, 
мутацией слабых Н-генов, возникающих 
под воздействием естественного фона 
радиации, и других вредных факторов 
окружающей среды.

Поскольку генетическая несовме-
стимость мышей сублинии BALB/cP 
проявилась не только с мышами субли-
нии BALB/cY, т.е. взятой из другого ис-
точника (Юрлово), но и внутри самой 
сублинии BALB/cP, то животные такой 
сублинии не могут считаться генети-
чески стандартными и, следовательно, 
подлежат выведению из размножения в 
племенном ядре.

Сотрудникам питомника лаборатор-

№ опыта Вариант 
пересадки

Число трансплантатов
всего прижилось отторглось % отторжения

1 Y→Y 14 14 - -

2
Y→P 12 3 9

81,8
P→Y 10 1 9

3 P→P 4 2 2 50

Та б л и ц а 
Результаты контроля гомозиготности у мышей сублиний BALB/cY и BALB/cP
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ных животных ФИБХ РАН следует ре-
гулярно (через 4 поколения) проводить 
генетический мониторинг, что позволит 
уберечь племенное ядро линии от всех 
форм генетических изменений.

Выводы

1. Результаты проведенного иссле-
дования выявили наличие сублинейно-
го различия между мышами сублиний 
BALB/cY и BALB/cP, что было доказано 
отторжением трансплантатов при про-
ведении изотрансплантации кожи между 
ними. 

2. Выявлена гистонесовместимость  
мышей внутри сублинии BALB/cP из 
питомника лабораторных животных 
ФИБХ РАН, что является следствием 
произошедшей мутации в локусе слабых 
Н-генов. Такие генетически нестандарт-
ные сублинии, как правило, выводятся 
из размножения племенного ядра.

3. Все трансплантаты, проведенной 
пересадки кожи, прижились стопроцент-
но; сублиния BALB/cY – гомозиготна, 
генетически стандартна – об этом сви-
детельствуют результаты контроля гомо-
зиготности мышей из племенного ядра 
коллекционного фонда НЦБМТ РАМН, 
где поддерживается данная сублиния.
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THE STUDY OF HOMOZYGOSIS IN TWO SUBSTRAINS 
BALB/cY AND BALB/cP OF HIGH INBREAD BALB/c STRAIN 

H.H.Semenov, N.N.Karkischenko, T.B.Beskova, E.L.Matveenko
Scientific center of biomedical technologies RAMS, Moscow

Homozygosis of two mice substrains (BALB/cY and BALB/cP) has been studied. The 
BALB/cY substrains is kept in the Scientific center of  biomedical technologies RAMS. 
The BALB/cP substrain mice are breed in Branch of Institute of Bioorganic Chemistry 
RAS. Method of skin isotransplantation used in these experiments. Transplants in the 
BALB/cP substrain mice  survived in 100%. It means that BALB/cP substrain mice are 
homozygous and standard genetically. According to the study results between BALB/cY 
and BALB/cP revealed substrainical tissue incapability. Additionally, BALB/c substrain 
mice were heterogeneous genetically by themselves.

Key words: transplantation, homozygosis, substrain, inbred mice substrain. 
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КЛИНИЧЕСКАЯ ФАРМАКОЛОГИЯ

Роль полиморфизма гена VDR, кодирующего рецептор  
витамина D, в патогенезе артериальной гипертонии

Е.В.Ших, Н.М.Милотова
ФГУ НЦ ЭСМП Росздравнадзора, Москва,
Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Москва

Изучение ассоциации Fok I полиморфизма гена VDR с различиями в активности ренин-
ангиотензин-альдостероновой системы (РААС) и состоянии фосфорно-кальциевого 
обмена при артериальной гипертонии (АГ) проводилось на 49 больных (19 мужчин и 
30 женщин) с артериальной гипертонией (АГ). Больным проводили суточное монито-
рирование артериального давления, анализ параметров РААС (ренина, ангиотензина 
I), уровней общего и ионизированного кальция, фосфора и генетическое тестирова-
ние методом ПЦР-ПДРФ. Было установлено, что Fok I полиморфизм гена VDR ассо-
циирован с изменением возраста возникновения АГ и с вариабельностью дневных 
значений САД.

Ключевые слова: артериальная гипертония, витамин D, рецептор витамина D (VDR), 
полиморфизм гена VDR.

Рациональное лечение артериальной 
гипертонии (АГ) является одной из са-
мых актуальных проблем современной 
кардиологии. По данным эпидемиологи-
ческих исследований, среди населения 
планеты АГ страдают от 450 до 900 млн. 
человек, в России – более 40 млн. чело-
век [4]. В странах Запада артериальное 
давление (АД) должным образом контро-
лируется менее чем у 30% населения, а в 
России у 17,5% женщин и 5,7% мужчин 
больных АГ. Коррекция факторов риска 
реально позволяет снизить показатели 
сердечно-сосудистой заболеваемости и 
смертности. Поэтому польза от снижения 
АД доказана не только в целом ряде круп-
ных многоцентровых исследований, но и 
реальным увеличением продолжительно-
сти жизни [2].

Особое внимание в последние деся-
тилетия уделялось изучению функций и 

механизмов действия ренин-ангиотензин-
альдостероновой системы (РААС). В на-
стоящее время, РААС занимает ведущее 
место в патогенезе сердечно-сосудистых 
заболеваний (ССЗ), в том числе и АГ [2, 
3, 19]. В последние десятилетия в зару-
бежных статьях стали появляться новые 
данные о возможной протективной роли 
витамина D и его аналогов при различ-
ных ССЗ, и в частности, о его влиянии на 
работу РААС [16, 19, 20].

Для более подробного изложения про-
блемы рассмотрим систему витамина D и 
его метаболизма. Витамин D был открыт 
Виндаусом в начале 30-х годов прошлого 
столетия. Известны 2 различные формы 
витамина D – эргокальциферол (витамин 
D2, который и был открыт первым) и хо-
лекальциферол (витамин D3). Витамин D2 
абсорбируется, преимущественно, из обо-
гащенных пищевых продуктов. Физиоло-
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гический уровень витамина D3 зависит 
от его поступления с пищей, а также от 
процессов его биосинтеза из 7-дегидро-
холестерола в глубоко расположенных и 
активно растущих слоях эпидермиса под 
влиянием УФ солнечных лучей. Витами-
ны D2 и D3 имеют природные провитами-
ны – эргостерин и 7-дегидрохолестерол, 
соответственно. При (облучении УФ-
светом) провитамины превращаются в 
соответствующие витамины [1, 5].

Метаболизм холекальциферола в ор-
ганизме человека включает следующие 
этапы (рис.1): под воздействием солнеч-
ных УФ-лучей из 7-дегидрохолестерола 
(провитамина D3) образуется прехоле-
кальциферол (пре-витамин D3), послед-
ний переходит в витамин D3 (холекаль-
циферол) под действием температуры 
тела [12]. В эпидермисе холекальциферол 
связывается с витамин-D-связывающим 
белком и в таком виде поступает в кровь 
и переносится в печень. Там он метабо-
лизируется с помощью фермента 25-ги-
дроксилазы до 25-гидроксихолекальци-
ферола – 25(ОН)D3. Последний является 
главным циркулирующим метаболитом 
витамина D и имеет очень низкую биоло-
гическую активность. По концентрации  
25(ОН)D3 судят о содержании в орга-

низме всех форм витамина D, что мо-
жет быть использовано для определения 
обеспеченности им организма. Далее,  
25(ОН)D3 в проксимальных почечных 
канальцах под действием митохондри-
ального фермента 1α-гидроксилазы под-
вергается 1- или 24-гидроксилированию с 
образованием 1,25(ОН)2D3 (Кальцитрио-
ла) или 24,25(ОН)2D3 (Секакальцифеди-
ола) соответственно [1, 5, 12].

Выяснилось, что главным ферментом, 
осуществляющим реакцию гидроксили-
рования витамина D3 в 25(ОН)D3, явля-
ется CYP3A4 или по-другому 25-гидрок-
силаза. Гидроксилирование 25(ОН)D3 
до 1,25(ОН)2D3 и 24,25(ОН)2D3 осущест-
вляют 2 изофермента цитохрома Р-450: 

Статус Концентрация 
25(ОН)D3, (нмоль/л)

Биохимические/клинические симптомы

Дефицит 0-25 Тяжелый гиперпаратиреоз, мальабсорбция кальция, 
рахит, остеомаляция, миопатия

Недостаточ-
ность

>25-50 Повышение уровня паратиреоидного гормона (ПТГ), 
снижение абсорбции кальция в кишке и минеральной 
плотности костной ткани, субклиническая миопатия

Гиповитаминоз >50-70 и менее 100 Снижение содержания витамина D в организме,  
незначительное повышение уровня ПТГ

Норма От 70-100 до 250 Витамин D-зависимые функции не нарушены
Токсичность Более 250 Чрезмерная абсорбция кальция в кишке,  

гиперкальциемия

Та б л и ц а  1 
Классификация статуса витамина D в соответствии с концентрацией 25(ОН)D

3

Рис. 1. Схематичное изображение метабо-
лизма витамина D
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CYP27А1 и CYP27В1. Они локализованы 
в проксимальных почечных канальцах [3, 
7, 11].  

В зависимости от его концентрации 
в крови, выделяют следующие витамин 
D-зависимые состояния (табл. 1): дефи-
цит, недостаточность, гиповитаминоз, 
норма, токсичность и их клинические 
проявления [31].

С учетом названных критериев было 
выяснено, что 1 млрд. человек во всем 
мире имеет дефицит витамина D или его 
недостаточность [12].

Многие факторы влияют на статус 
витамина D. Самой частой причиной не-
достаточности или дефицита витамина 
D является недостаточное его поступле-
ние в организм. К пищевым продуктам, 
содержащим витамин D в натуральном 
виде, можно отнести жирные сорта рыбы: 
лосось, макрель и сельдь, печень трески, 
и высушенные на солнце грибы Шиитаке, 
содержащие до 1600 МЕ витамина D на 
100 г сухой массы [12]. 

Наша кожа и УФ-лучи – это основной 
источник витамина D. В коже взрослого 
человека на 1 см2 под действием УФ-лучей 
синтезируется 1нг холекальциферола [12]. 
Старение, повышенная пигментация кожи 
и ожирение сопровождаются дефицитом 
витамина D. Уровень 7-дегидрохолестеро-
ла в коже с возрастом снижается. У лиц 70 
лет и старше продуцируется только 25% 
холекальциферола по сравнению с моло-
дыми [12]. Кроме того, солнцезащитные 
средства эффективно поглощают солнеч-
ные УФ-лучи. Проницаемость белой кожи 
для УФ-лучей составляет около 20-30%, 
тогда как для сильно пигментированной 
кожи – менее 5%. Витамин D депониру-
ется в адипоцитах подкожно-жировой 
клетчатки. Однако при ожирении у детей 
и взрослых холекальциферол депониру-

ется в более глубоких слоях подкожно-
жирoвой клетчатки, что затрудняет его 
биодоступность [12].

При наличии достаточного содержа-
ния витамина D в крови может иметь ме-
сто низкая продукция 1,25(ОН)2D3. Одной 
из главных причин снижения синтеза – 
дефект почечного, окончательного этапа 
образования 1,25(ОН)2D3 [3, 5]. Уменьше-
ние продукции 1,25(ОН)2D3 наблюдается 
уже при умеренном снижении азотовыде-
лительной функции почек, а именно при 
значении показателя клубочковой филь-
трации <60 мл/мин. Воспалительные за-
болевания могут также вести к снижению 
активности 1α-гидроксилазы в почечных 
канальцах [18].

Основная функция веществ группы 
витамина D – это, прежде всего, регуля-
ция костного метаболизма. Только 10-15% 
кальция и около 60% фосфора абсорбиру-
ется без участия витамина D. 1,25(OH)2D3 
– гормонально-активная форма витамина 
D, взаимодействуя с рецептором витами-
на D (VDR), повышает всасывание каль-
ция и фосфора в кишечнике до 30-40% и 
80%, соответственно. Вместе с тем под 
контролем витамина D находится и про-
цесс мобилизации кальция из костной 
ткани, что также необходимо для созда-
ния оптимальных условий ее роста. Об-
мен кальция и фосфатов регулируется 
не только витамином D, но также самим 
уровнем ионизированного кальция, пара-
тиреоидным гормоном (ПТГ) и кальцито-
нином [5, 12].

Как было отмечено выше, активные 
метаболиты витамина D действуют на 
уровне органов-мишеней, обладающих 
специфическими рецепторами витамина 
D (VDR). VDR – это член подсемейства 
тиреоидных гормонов (Т3), являющийся 
ядерным транскрипционным фактором 
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[10]. Как и рецепторы других стероидных 
гормонов, рецепторы витамина D после 
связывания с лигандом активируются, и, 
взаимодействуя в ядре со специфической 
последовательностью ДНК, контроли-
руют транскрипцию соответствующих 
генов. VDR широко представлены в орга-
низме, причем не только в классических 
органах-мишенях, таких как кишечник, 
почки и кости, но и в мозге, сердце, эн-
дотелии сосудов, гладко-мышечных клет-
ках, поджелудочной, предстательной и 
паращитовидной железах, коже и других 
органах [12, 19]. Однако широкое распро-
странение VDR в тканях предполагает, 
что данная система помимо кальциевого 
гомеостаза, имеет дополнительные фи-
зиологические функции. Действитель-
но, было показано, что витамин D и его 
активные метаболиты играют важную 
роль в иммунной, сердечно-сосудистой, 
репродуктивной системах, в углеводном 
обмене, росте волос, а также тормозят 
пролиферацию кератиноцитов кожи и ак-
тивируют их дифференцировку, предот-
вращают развитие различных опухолей 
[12, 16, 22, 32]. Кроме того, 1,25(ОН)2D3 
прямо или опосредованно контролирует 
работу более чем 200 генов, регулируя 
клеточную пролиферацию, дифференци-
ровку, апоптоз и ангиогенез. Данная регу-
ляция заключается в уменьшении клеточ-
ной пролиферации как нормальных, так и 
раковых клеток, и в ускорении их конеч-
ной дифференцировки [12].

Согласно клиническим исследовани-
ям, имеется обратная связь между низким 
уровнем витамина D и активностью рени-
на плазмы, уровнем АД, атеросклерозом 
коронарных артерий и различными ССЗ, 
в частности АГ [9, 16, 20, 31].

В 1979 г. Rostand сообщил свои на-
блюдения о том, что у людей, живущих в 

северных широтах, выше риск развития 
АГ. Он предположил, что при увеличении 
расстояния от экватора снижается син-
тез витамина D и развивается его дефи-
цит [25]. Действительно, было замечено, 
что с каждыми 10° удаления от экватора 
происходит прогрессивное снижение 
интенсивности УФ-излучения, обуслав-
ливающее снижение синтеза витамина 
D в коже и уменьшение концентрации  
25(ОН)D3 в крови (рис. 2). Проведенные 
экологические исследования выявили 
более высокую частоту развития ишеми-
ческой болезни сердца (ИБС) и АГ с уве-
личением расстояния от экватора [25, 31]. 
В исследовании  INTERSALT показана 
выраженная положительная взаимосвязь 

между средними значениями систоличе-
ского и диастолического АД (САД, ДАД) 
по отношению к значениям широты к се-
веру или югу от экватора. Т.е. увеличение 
средних значений САД и ДАД при удале-
нии севернее или южнее от экватора [13].

Кrause и соавт. подвергали УФ-
излучению пациентов с АГ 3 раза в неде-
лю в течение 6 недель. Наряду с увеличе-

Рис. 2. Средние значения 25(ОН)D3 у детей, 
подростков и взрослых в соответствии с гео-
графической широтой
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нием уровня 25(OH)D3 в плазме на 162%, 
происходило снижение САД и ДАД на 6 
мм рт.ст. [15]. Кроме того, сообщалось, 
что 4-недельная терапия витамином D и 
кальцием уменьшала систолическое АД в 
группе пожилых женщин без АГ, имею-
щих дефицит витамина D, и что терапия 
витамином D в течение 18-недель у лиц 
с АГ уменьшала АД, активность ренина 
плазмы и уровень АТ II [24].

В проспективном исследовании, про-
веденным J.P. Forman, E. Giovannucci и 
соавт., оценивалась независимая взаи-
мосвязь между измеренными и прогно-
зируемыми уровнями 25(OH)D3 и риском 
развития АГ. Было выявлено, что риск 
развития АГ в группе мужчин и женщин, 
имеющих уровень 25(OH)D3 в пределах 
дефицита или тенденцию к его сниже-
нию, достоверно выше по сравнению с 
группой, где уровень 25(OH)D3 был в пре-
делах нормы. Причем эта взаимосвязь не 
зависела от возраста, индекса массы тела 
(ИМТ), физической активности, расы и 
других факторов [8].

Другое проспективное исследование 
проводилось на основе выборки паци-
ентов из Фрамингемского исследования.  
T.J. Wang и соавт. [28] изучили взаи-
мосвязь между статусом витамина D и 
риском сердечно-сосудистых событий 
(ССС). В данном исследовании концен-
трация 25(ОН)D3<37,5 нмоль/л была 
определена как дефицит витамина D. В 
течение последующих 7,6 лет (в среднем 
5,4 лет), 120 участников исследования (из 
них 57 женщин) пережили первый слу-
чай сердечно-сосудистого заболевания. 
Частота развития ССС была приблизи-
тельно вдвое выше у пациентов с недо-
статочностью или дефицитом витамина 
D, т.е. при концентрации 25(ОН)D3<37,5 
нмоль/л, чем у пациентов с концентраци-

ей 25(ОН)D3>37,5 нмоль/л, 8,9% и 4,4%, 
соответственно (р<0,001). Наиболее вы-
сокая частота ССС наблюдалась у паци-
ентов с дефицитом витамина D и АГ, по 
сравнению с пациентами с дефицитом 
витамина D, но без АГ, 14,2% и 5,1% со-
ответственно (р<0,001). 

С учетом вышесказанного, было вы-
делено несколько потенциальных меха-
низмов действия, с помощью которых 
витамин D и его метаболиты оказывают 
протективные эффекты при различных 
ССЗ [18]. Они следующие: во-первых, 
противовоспалительный и антиатероскле-
ротический эффекты; во-вторых, предот-
вращение гипертрофии кардиомиоцитов 
и пролиферации гладко-мышечных кле-
ток; в-третьих, регуляция РААС. Рассмо-
трим данные механизмы подробнее.

Как указывалось ранее, витамин D 
обладает иммунорегулирующим действи-
ем, приводя к образованию цитокинового 
профиля, который уменьшает воспаление 
[12, 21]. Одновременно с этими данными, 
Watson и соавт. [29] выявили обратную 
корреляцию между уровнем витамина D 
и кальцификацией коронарных сосудов, 
что также предполагает защитную роль 
витамина D в предотвращении атероге-
неза. Результаты многочисленных иссле-
дований позволяют предположить, что 
витамин D может ингибировать различ-
ные аспекты воспалительного ответа, по-
давлять прогрессирование атеросклероза 
и предотвращать разрыв бляшки.

Weishaar и соавт. показали, что дефи-
цит витамина D индуцировал гипертро-
фию миокарда, повышал соотношение 
массы сердца/массы тела и продукцию 
внеклеточного матрикса в ткани миокар-
да у крыс [30]. В другом исследовании 
было показано, что внутривенное введе-
ние кальцитриола в течение 15 недель у 
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пациентов с хронической почечной не-
достаточностью (ХПН) способствовало 
уменьшению гипертрофии левого желу-
дочка [23]. Т.о. витамин D может играть 
протективную роль для миокардиальной 
структуры и функции.

Клинические и эпидемиологические 
исследования в прошлые десятилетия вы-
явили обратные взаимоотношения между 
уровнем сывороточного 1,25(ОН)2D3 и 
АД и/или активностью ренина плазмы у 
лиц с нормальным АД и у пациентов с АГ 
[16, 20].

Li и соавт. исследовали механизм, ле-
жащий в основе отношений между вита-
мином D и РААС, используя генетические 
модели животных. Авторы выдвинули 
гипотезу, что витамин D – ингибитор экс-
прессии ренина in vivo. Эта гипотеза была 
проверена на обычных или нормальных 
мышах, т.е. содержащих рецепторы вита-
мина D и так называемых VDR-0 мышах 
(мутантных), т.е. имеющие дефектные 
рецепторы, либо не имеющих их вовсе. 
Было доказано, что уровень мРНК рени-
на в почках VDR-0 мышей был в 3 раза 
выше, чем таковой у обычных мышей. 
Соответственно уровень АТ II в плазме у 
таких мышей был в 2,5 раза выше. Значе-
ния САД и ДАД были гораздо выше (бо-
лее 20 мм рт.ст) у VDR-О мышей по срав-
нению с таковыми у обычных мышей. 
Терапия лозартаном и каптоприлом при-
водила к нормализации АД. В этой работе 
для воспроизведения дефицита витамина 
D использовался диетический стронций, 
как блокатор биосинтеза 1,25(ОН)2D3. 
Через 4 недели такой терапии у обычных 
мышей развилась гипокальциемия, кос-
венно указывающая на снижение уровня 
1,25(ОН)2D3. Как и ожидалось, у мышей 
значительно была повышена экспрессия 
мРНК ренина. В связи с вышесказанным, 

этим мышам была проведена терапия 
1,25(ОН)2D3. После использования 2 доз 
препарата экспрессия ренина снизилась 
на 35%, а после 5 доз – на 50%. Кроме 
того, в экспериментах на культурах клеток 
установлено, что 1,25(ОН)2D3 непосред-
ственно подавляет транскрипцию гена ре-
нина по VDR-зависимому механизму [14, 
19]. Таким образом, в этом исследовании 
авторы предоставили in vivo и in vitro дан-
ные о том, что витамин D действительно 
является потенциально негативным регу-
лятором РААС у животных.

Рецепторы витамина D кодируются 
геном VDR. Для гена VDR характерен 
генетический полиморфизм, т.е. выявле-
но существование различных аллельных 
вариантов этого гена в популяции. Наи-
более значимыми полиморфизмами гена 
VDR, участвующими в развитии ука-
занных заболеваний, были: Bsm I, Fok I,  
Taq I [3, 27]. С того момента как выделили 
ген VDR [6], в нескольких генетических 
исследованиях была установлена связь 
полиморфизма гена VDR с такими забо-
леваниями, как остеопороз, уролитиаз, 
гиперпаратиреоз, псориаз, синдром раз-
драженной толстой кишки, туберкулез, 
ХПН, почечной остеодистрофией, опу-
холевыми заболеваниями, заболеваниями 
пародонта, а также различными ССЗ [20, 
21, 26, 27].

Распространенность полиморфизма 
гена VDR имеет расово-этнические раз-
личия. Например, ВВ генотип полиморф-
ного маркера Bsm I гена VDR имеют 
15-25% американцев, европейцев и ав-
стралийцев; в отличие от негров – 0-13% 
и азиатов – 1-3% [17, 32].

В исследовании Lee и соавт. изуча-
лась ассоциация между уровнем АД, рас-
пространенностью АГ и полиморфизмом 
гена VDR у корейских рабочих [17]. Ав-
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торы выявили, что у рабочих с геноти-
пами полиморфного маркера Bsm I BB и 
Bb – значения систолического и диасто-
лического АД и распространенность АГ 
были выше, по сравнению с рабочими с 
bb генотипом (р<0,05). Кроме того, у ра-
бочих с этими генотипами отмечалось бо-
лее раннее начало АГ и рост значений АД 
с увеличением возраста, по сравнению с 
рабочими с bb генотипом (р<0,05).

Данные исследований зарубежных 
коллег послужили поводом для рассмо-
трения и дальнейшей разработки этой 
проблемы в России.

Целью нашего исследования стал по-
иск ассоциации полиморфизма Fok I в 
гене VDR, кодирующем рецептор вита-
мина D, с различиями в активности РААС 
и состоянии фосфорно-кальциевого об-
мена при АГ.

Материалы и методы

В ходе исследования была сформиро-
вана группа, включившая 49 больных в 
возрасте от 30 до 70 лет с диагнозом АГ 
I-II стадии, 1-2 степени, среднего и высо-
кого риска сердечно-сосудистых ослож-
нений. В группу вошли 19 мужчин и 30 
женщин. Пациентов отбирали в случай-
ном порядке. Критериями исключения 
были: пороки сердца, хроническая сер-
дечная недостаточность (ХСН), заболева-
ния почек (ХПН, мочекаменная болезнь), 
печени (цирроз печени и другие заболе-
вания, сопровождающиеся изменением 
цитоархитектоники), сахарный диабет II 
типа, терапия глюкокортикостероидами и 
диуретиками. Пациенты не должны были 
получать в течение последних трех дней 
ингбиторы АПФ, антагонисты рецепто-
ров АТ II, β-адреноблокаторы.

Диагноз АГ устанавливался на осно-

вании классификаций и рекомендаций 
Всероссийского научного общества кар-
диологов (ВНОК), данных анамнеза, 
клинического обследования (ежедневное 
измерение артериального давления, су-
точное мониторирование АД) и динами-
ческого наблюдения в стационаре.

У всех пациентов были забраны об-
разцы крови для определения уровней 
ренина, ангиотензина I, общего и иони-
зированного кальция (Са), фосфора неор-
ганического (Р), а так же образцы крови 
для проведения генетического тестиро-
вания пациентов на полиморфизм гена 
VDR для изучения частоты аллелей и ге-
нотипа полиморфного маркера гена VDR:  
Fok I. Забор образцов крови для опреде-
ления активности ренина и ангиотензи-
на I производился натощак рано утром 
- в горизонтальном положении больного; 
для забора крови были взяты специаль-
ные охлажденные пробирки с реактивом 
– ЭДТА. Параметры РААС определялись 
методом РИА (радиоиммунный анализ). 
Референсные значения активности рени-
на плазмы: в горизонтальном положении 
– 0,2-1,9нг/мл/час; ангиотензина I: в гори-
зонтальном положении – 0,4-4,1нг/мл. 

Забор венозной крови для определе-
ния содержания общего и ионизированно-
го Са, Р производился натощак в обычную 
пробирку. Са общий определялся методом 
колориметрии с О-крезолфталеином; Са 
ионизированный определялся методом 
ионселективных электродов; Р – методом 
колориметрии с молибдатом аммония. 
Референсные значения концентрации Са 
общего: 2,1-2,55 ммоль/л; Са ионизиро-
ванного: 1,05-1,3 ммоль/л; Р: 0,87-1,45 
мммоль/л.

При проведении генетического тести-
рования из образцов крови стандартным 
фенольным методом, с использованием 
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протеиназы К, выделяли общую ДНК. 
Последняя подвергалась амплификации 
методом ПЦР с использованием специ-
фических олигонуклеотидных прайме-
ров. Затем проводился анализ качества и 
количества продуктов ПЦР путем гель-
электрофореза. В случае удовлетвори-
тельного качества и достаточного ко-
личества, продукты ПЦР подвергались 
ферментативному гидролизу с помощью 
рестриктазы Fok I. Продукты фермен-
тативного гидролиза также анализиро-
вались методом гель-электрофореза. На 
основе данного анализа делался вывод о 
генотипе данного образца (пациента).

Всем пациентам проводилось су-
точное мониторирование артериального 
давления (СМАД) с помощью аппарата 
системы SCHILLER Baar/CH. Анализи-
ровались следующие параметры: средне-
суточные значения систолического (САД) 
и диастолического АД (ДАД), средние 
значения систолического и диастоличе-
ского АД днем, средние значения систо-
лического и диастолического АД ночью, 
максимальные значения систолического и 
диастолического АД.

Статистическая обработка результа-
тов проводилась с помощью програм-
мы Biostat. Данные представлены в виде 
М±m. Различия считали достоверными 
при р<0,05.

Результаты

По результатам генетического тести-
рования пациенты были распределены на 
3 группы. Выявлено следующее распре-
деление генотипов полиморфного марке-
ра Fok I: 1 группа – носители FF-генотипа 
– 19 человек (38,77%), 2 группа – носите-
ли Ff-генотипа – 22 человека (44,90%), 3 
группа – носители ff-генотипа – 8 человек 
(16,33%) (рис. 3). Соответственно, часто-
та аллеля F в нашей группе обследован-
ных лиц составляет 61,22%, а частота ал-
леля f – 38,78% (рис. 4).

Средний возраст пациентов 1, 2 и 3-й 
групп составил 48,89±10,08, 47,32±9,70, 
58,38±12,21 соответственно (табл. 3). Та-
ким образом, можно сделать вывод о том, 
что у пациентов с FF- и Ff-генотипами на-
чало заболевания регистрируется в более 
раннем возрасте, по сравнению с носите-
лями ff-генотипа (р=0,02).

Параметры РААС были следующими 
(табл. 3). Средняя концентрация ренина 
у пациентов 1, 2 и 3-й групп составила 
0,42±0,30, 0,46±0,47, 0,44±0,40 соответ-

Рис. 3. Частоты генотипов Fok I полиморфиз-
ма гена VDR в изученной группе

Рис. 4. Частоты аллелей Fok I полиморфизма 
гена VDR в изученной группе
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ственно. Средняя концентрация ангио-
тензина I у пациентов 1, 2 и 3-й групп 
составила 0,30±0,17, 0,30±0,18, 0,25±0,17 
соответственно. По параметрам РААС из-
ученные группы не имели значимых раз-
личий (р>0,05).

Параметры фосфорно-кальциевого 
обмена (табл. 2). Средняя концентрация 
общего Са у пациентов 1, 2 и 3-й групп 
составила 2,39±0,12, 2,40±0,13, 2,31±0,12 
соответственно. Средняя концентрация 
ионизированного Са у пациентов 1, 2 и 
3-й групп составила 1,14±0,04, 1,14±0,08, 
1,14±0,02 соответственно. Средняя кон-
центрация Р неорганического у пациен-
тов 1, 2 и 3-й групп составила 1,11±0,19, 
1,11±0,17, 0,96±0,13 соответственно. Раз-
личия между группами 1, 2 и 3 по данным 

параметрам оказались статистически не 
достоверными (р>0,05).

Показатели СМАД у пациентов с 
генотипами Fok I представлены в табл.3. 
Средние значения ДАД в течение дня 
составили: в 1-й группе – 88,95±9,76, во 
2-й группе – 90,27±7,39, в 3-й группе – 
84,00±7,17. Таким образом, межгруппо-
вые различия по данному показателю ста-
тистически незначимы (р>0,05). 

Средние значения ДАД в течение 
ночи составили: в 1-й группе – 74,58±9,59, 
во 2-й группе – 72,00±8,04, в 3-й группе 
– 73,38±8,28. Таким образом, межгруппо-
вые различия по данному показателю ста-
тистически незначимы (р>0,05). 

Среднесуточные значения ДАД со-
ставили в 1-й группе – 85,42±8,82, во 

Показатель Группа больных по генотипам
1 группа – FF 2 группа – Ff 3 группа – ff

Возраст (полных лет) 48,89±10,08 47,32±9,70 58,38±12,21
Ренин, нг/мл/ч 0,42±0,30 0,46±0,47 0,44±0,40
Ангио-тензин, нг/мл 0,30±0,17 0,30±0,18 0,25±0,17
Са общий, ммоль/л 2,39±0,12 2,40±0,13 2,31±0,12
Са +2, ммоль/л 1,14±0,04 1,14±0,08 1,14±0,02
Р неорганический, 
ммоль/л 1,11±0,19 1,11±0,17 0,96±0,13

Та б л и ц а  2 
Показатели возраста, параметров РААС, фосфорно-кальциевого 

обмена у больных с генотипами Fok I (М±m)

Показатель СМАД Группа больных по генотипам
1 группа – FF 2 группа – Ff 3 группа – ff

Ср. сут. АД сист. 136,47±16,98 134,14±9,19 124,75±9,50
Ср. сут. АД диаст. 85,42±8,82 85,05±7,47 81,25±7,15
Ср. АД сист. днем 141,16±16,86 139,82±9,28 128,38±8,99
Ср. АД диаст. днем 88,95±9,76 90,27±7,39 84,00±7,17
Ср. АД сист. ночью 121,37±18,43 117,95±10,05 115,75±11,57
Ср.АД диаст. ночью 74,58±9,59 72,00±8,04 73,38±8,28
Макс. АД сист. 170,37±21,14 174,41±17,30 163,50±10,06
Макс. АД диаст. 107,89±12,71 111,73±15,17 108,63±8,85

Та б л и ц а  3 
Показатели СМАД у больных с генотипами Fok I (М±m)
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2-й группе – 85,05±7,47, в 3-й группе – 
81,25±7,15. Таким образом, межгруппо-
вые различия по данному показателю ста-
тистически незначимы (р>0,05). 

Средние значения САД в течение дня 
составили: в 1-й группе – 141,16±16,86, 
во 2-й группе – 139,82±9,28, в 3-й группе 
– 128,38±8,99. Различия между группами 
1, 2 и 3 оказались статистически досто-
верными (р=0,03). 

Средние значения САД в тече-
ние ночи составили: в 1-й группе – 
121,37±18,43, во 2-й группе – 117,95±10,05, 
в 3-й группе – 115,75±11,57. По данному 
параметру изученные группы не имели 
значимых различий (р>0,05).

Среднесуточные значения САД со-
ставили: в 1-й группе – 136,47±16,98, во 
2-й группе – 134,14±9,19, в 3-й группе – 
124,75±9,50. Поскольку среднесуточный 
показатель является суммарным, объеди-
няя дневные и ночные измерения АД, мы 
наблюдали тенденцию к наличию стати-
стической достоверности различий по 
данному параметру между группами 1, 2 
и 3 (р=0,06). Мы полагаем, что получен-
ные значения р объясняются относитель-
но небольшим размером нашей группы, 
и при увеличении числа обследованных 
больных будет происходить переход от 
тенденции к истинной достоверности 
различий.

Заключение

Учитывая данные исследований зару-
бежных коллег, в нашей работе впервые 
было проведено изучение ассоциативной 
зависимости между значимым полимор-
физмом Fok I в гене VDR и различиями в 
активности РААС и состоянии фосфорно-
кальциевого обмена  при АГ. Полученные 
нами результаты согласуются с данными 

работ зарубежных авторов. У лиц с опре-
деленными генотипами полиморфного 
маркера гена VDR АГ развивается в более 
раннем возрасте и имеет большую рас-
пространенность; значения САД и ДАД 
выше, по сравнению с другим генотипом. 
Более высокие значения САД и ДАД у 
пациентов могут повлиять на характер 
течения заболевания и частоту развития 
осложнений. 

Кроме того, результаты проведенных 
исследований предполагают, что дефи-
цит витамина D является дополнитель-
ным фактором риска развития сердечно-
сосудистых заболеваний. Этот факт может 
в будущем найти широкое применение в 
области здравоохранения, учитывая вы-
сокую распространенность дефицита ви-
тамина D в развитых странах, влияние об-
раза жизни и географической широты на 
статус витамина D. Кроме того, лечения 
дефицита витамина D безопасно, просто 
и экономически выгодно. Для подтверж-
дения этих данных нужно провести даль-
нейшие клинические и эксперименталь-
ные исследования. 

Таким образом, многочисленные экс-
периментальные исследования доказа-
ли важную роль системы витамина D в 
регуляции АД и водно-электролитного 
гомеостаза, и предоставили основу для 
изучения потенциального использования 
витамина D и его аналогов в профилакти-
ке и терапии АГ. Полученные нами дан-
ные позволяют по-новому взглянуть на 
фундаментальные механизмы регуляции 
РААС и соответственно уровня АД, в со-
поставлении с результатами генетическо-
го тестирования. Это даст возможность 
оптимизации фармакотерапии АГ и про-
ведения профилактических мероприятий 
по предупреждению АГ.
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Выводы

1. Пациенты с АГ по результатам 
генетического тестирования имеют сле-
дующее распределение генотипов поли-
морфного маркера Fok I: носители FF-, 
Ff- и ff-генотипов. Частота аллеля F в на-
шей группе обследованных лиц составля-
ет 61,22%, а частота аллеля f – 38,78%.

2. У пациентов с АГ, имеющих FF- 
и Ff-генотипы, начало заболевания реги-
стрируется в более раннем возрасте. 

3. Показатели СМАД свидетель-
ствуют о более высоких средних значе-
ниях САД в дневное время у пациентов с 
FF- и Ff-генотипами, что оказывает влия-
ние на характер течения заболевания и 
частоту развития осложнений.

4. Таким образом, полиморфизм 
Fok I в гене VDR ассоциирован с более 
ранним возникновением АГ и, возможно, 
с более осложненным течением заболева-
ния.
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THE ROLE OF CODING VITAMIN D RECEPTOR VDR GENE 
POLYMORPHISM IN PATHOGENESIS OF HYPERTENSION

E.V.Chih, N.M.Milotova
Science Centre of Roszdravnadzor, Moscow, 

Scientific center of biomedical technologies RAMS, Moscow

Evaluation the VDR gene Fok I polymorphism association with renin-angiotensin-
aldosteron system (RAAS) activity differences and phosphoric-calcium metabolism 
level in hypertension was done on 49 patients with hypertension (19 male, 30 female). 
There were undertaken the arterial pressure day and night monitoring, RAAS parameters 
analysis (renin, angiotensin I), common and ionized calcium levels, phosphorus level and 
PCR-RFLP genetic testing. It was established that the VDR gene Fok I polymorphism 
is associated with the hypertension beginning age and the systolic arterial pressure daily 
meanings variability. 

Key words: hypertension, vitamin D, vitamin D receptor (VDR), VDR gene 
polymorphism.
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РЕЛЕВАНТНОЕ И АЛЬТЕРНАТИВНОЕ 
БИОМОДЕЛИРОВАНИЕ

Морфологическая характеристика течения раневого процесса 
при экспериментальном моделировании резаных 
и рвано-ушибленных кожных ран

Т.В. Брайловская, Т.А. Федорина
Самарский государственный медицинский университет, Самара

В статье приводятся результаты заживления моделированных в эксперименте на 
белых лабораторных крысах резаных и рвано-ушибленных ран в различные сроки 
течения воспалительно-репаративного процесса. Дана характеристика морфологи-
ческого состояния тканей краев ран в динамике с момента получения травмы до 
наступления репарации. Отмечено, что при самопроизвольном заживлении резаных 
ран развивается более адаптивная регенерация с образованием нежного рубчика, 
тогда как при заживлении рвано-ушибленных ран развивается неполная регенера-
ция с образованием неправильной формы рубца. Результат хирургического лечения 
зависит от фазы воспалительно-репаративного процесса в момент проведения опе-
рации. Хирургическое лечение с наилучшим результатом заживления может быть 
достигнуто при проведении в ранние сроки после травмы, когда степень альтера-
ции и экссудативных реакций менее выражена, или в поздние сроки, когда четко 
макроскопически в краях раны определяется зона некроза, требующая иссечения. 
Получены гистометрические параметры, достоверно отражающие характер течения 
раневого процесса и вероятность последующего заживления при резаных и рвано-
ушибленных ранах. Сделано заключение, что эти параметры, наряду с клиническими, 
могут быть положены в основу разработки программы моделирования течения ране-
вого процесса и прогнозирования возможного развития осложнений.

Ключевые слова: воспалительно-репаративного процесс, резаная рана, рвано-
ушибленная кожная рана, рубец, экспериментальное моделирование.

Современные запросы хирургии кро-
ме анатомического восстановления кож-
ного покрова включают в себя и эстети-
ческую составляющую получения как 
можно более незаметных рубцов после 
травм и оперативных вмешательств. Осо-
бенно это касается хирургии открытых ча-
стей тела, в частности, челюстно-лицевой 
хирургии [1, 3]. С позиций патолога, наи-
более благоприятный результат операции 
может быть достигнут максимально воз-
можным приближением репаративной ре-
генерации кожи к адаптивной полной ре-

генерации, что возможно, когда стенками 
раневого канала являются живые, хорошо 
васкуляризированные ткани, обладаю-
щие способностью подавить оставшихся 
в ране микробов и могущие привести к 
быстрому развитию репаративных про-
цессов [2, 6].

Однако на практике течение 
воспалительно-репаративного процесса 
и адекватная смена его фаз определяют-
ся многими условиями объективного и 
субъективного характера. Например, на 
результате хирургического лечения ран 
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кожи и мягких тканей сказываются харак-
тер и механизм нанесения раны, степень 
ее инфицированности, сроки оказания 
первой медицинской и хирургической 
помощи, а также степень иссечения не-
кротизированных тканей при первичной 
хирургической обработке, выбранный 
способ наложения швов, используемый 
инструментарий, шовный материал и 
другие факторы [4, 5]. Часть отмеченных 

факторов полностью зависят от хирурги-
ческой тактики, другие же не зависят от 
хирурга, поскольку пациент изначально 
имеет рану определенного механизма 
повреждения на разных сроках после 
получения травмы, и, следовательно, на-
ходящуюся в конкретной фазе развития 
раневого процесса. Таким образом, кли-
нически важно прогнозировать ход тече-
ния воспалительно-репаративного про-

Рис.1. Морфологические изменения в краях экспериментальных резаных ран в разные 
сроки после нанесения повреждения: а) слабо выраженные альтерация эпидермиса и пол-
нокровие в подлежащей соединительной ткани, 1 час после травмы; б) отек, полнокровие 
капилляров на фоне  слабой  лейкоцитарной инфильтрации,  3 часа после травмы, резаная 
рана; в) лейкоциты в мазке отпечатке с поверхности раны, 4 часа после травмы; г) эпители-
зация и развитие соединительной ткани в месте повреждения, 3 сутки после травмы.                                        
Окраска:  а, – пикрофуксин; б, г – гематоксилин и эозин; х 300;  в – цитологический пре-
парат; х  900
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цесса, характер заживления и возможное 
развитие осложнений у пациентов, ори-
ентируясь не только на клинические, но и 
на морфологические данные.

Цель исследования — сопоставить 
результаты заживления моделирован-
ных в эксперименте резаных и рвано-
ушибленных кожных ран и установить 
морфологические и гистометрические 
параметры, наиболее достоверно отража-
ющие течение раневого процесса.

Материал и методы исследования

Эксперимент выполнен на 64 взрос-
лых белых лабораторных крысах обоего 
пола со средним весом 300 г, содержащих-
ся в условиях вивария в изолированных 
послеоперационных клетках на обычном 
пищевом рационе. Эксперимент проведен 
на базе вивария НИИ гигиены и экологии 
человека СамГМУ (директор НИИ про-
фессор Л.Н. Самыкина). 

Все животные были разделены на две 
группы в зависимости от механизма на-
несения раны. Под эфирным наркозом в 
межлопаточной области наносились с по-
мощью скальпеля резаные линейные (32 
крысы) и с помощью скальпеля и пин-
цета рвано-ушибленные неправильной 
формы раны спины глубиной до подкож-
ной фасции (32 крысы). У 8 контрольных 
животных по 4 из каждой группы раны 
заживали самостоятельно, животных вы-
водили из эксперимента передозировкой 
эфира на 1, 3, 5 и 7 сутки. Кроме того, в 
других сериях по 8 крыс в каждой (по 4 из 
каждой группы) под эфирным наркозом 
проводили первичную хирургическую 
обработку раны и наложение восстанав-
ливающего непрерывного внутрикож-
ного шва (монолитная капроновая нить, 
2/0) через 15 минут, 1, 2, 3, 4 часа, на 1 

и 2 сутки после травмы. Срок выведения 
животных из опыта после наложения шва 
также определялся на 1, 3, 5 и 7 сутки. 
С поверхности раневого дефекта брали 
мазки-отпечатки для цитологического ис-
следования, фрагменты ткани краев раны 
забирали для гистологического исследо-
вания, как в момент проведения первич-
ной хирургической обработки, так и при 
выведении каждого животного из опы-
та. Тем самым, учитывая контрольную и 
опытные группы, морфологическое со-
стояние мягких тканей краев резаной и 
рвано-ушибленной ран прослежено в ди-
намике на сроках 15 мин., 1, 2, 3, 4 часа, 1, 
2, 3, 5, 7 сутки.

Морфологическое исследование 
мазков-отпечатков и иссеченных фраг-
ментов раневых дефектов проведено на 
базе патологоанатомического отделения 
клиник и кафедры патологической анато-
мии СамГМУ. Фрагменты тканей объемом 
до 0,5 см3 фиксировали в 10% забуферен-
ном растворе формалина с последующей 
заливкой в парафин по стандартной ме-
тодике. Гистологические срезы для даль-
нейших исследований готовили на ротор-
ном микротоме с толщиной срезов 8 мкм, 
срезы окрашивали гематоксилином и эо-
зином, пикрофуксином, фукселином, им-
прегнировали азотнокислым серебром по 
Бильшовскому-Гросс. Гистометрическое 
исследование с получением показателей 
глубины некроза, диаметра венозных со-
судов и капилляров, объемной плотности 
отечной межклеточной жидкости, гипе-
ремированного сосудисто-капиллярного 
русла, лейкоцитарной инфильтрации, 
соединительной и эпителиальной ткани 
проводили с помощью компьютерной си-
стемы анализа изображений «Видео-тест 
Морфо» (программа под управлением 
операционной системы MS Windows 98). 
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Статистическую обработку результатов 
проводили методами вариационной ста-
тистики с помощью стандартного паке-
та программ «Statistica» в операционной 
среде Windows. 

Результаты и обсуждение

Результаты эксперимента при заборе 
материала в момент проведения первич-

ной хирургической обработки во всех 
сериях и в контрольной группе живот-
ных показали, что в первые сутки в ранах 
имеет место острая фаза экссудативного 
воспаления. 

При резаных ранах через 15 мин. по-
сле нанесения повреждения в краях раны 
отмечены микроскопические изменения в 
виде скопления межклеточной жидкости и 
незначительно выраженного полнокровия 

Рис.2. Морфологические изменения в краях экспериментальных рвано-ушибленных ран в 
разные сроки после нанесения повреждения: а) отек,  выраженная лейкоцитарная инфиль-
трация,  2 часа после травмы; б) повреждения нервных волокон, 4 часа после травмы;  в) 
разрушение эластического каркаса дермы, 2 сутки после травмы; г) заживление с образо-
ванием рубцовой соединительной ткани в месте повреждения, 5 сутки после травмы.                                                                                                   
Окраска:   а – пикрофуксин;   в – фукселин;    г – гематоксилин и эозин;  х 300;  б –  импрег-
нация по Бильшовскому-Гросс; х 900
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капилляров, в краях рвано-ушибленных 
ран наблюдались более ярко выраженные 
альтеративно-экссудативные изменения 
в виде дистрофии эпидермиса, отека, 
полнокровия и стаза в капиллярном рус-
ле, полнокровия более крупных сосудов. 
В мазках-отпечатках обнаружены только 
эритроциты. Через 1 час подобные изме-
нения были более выраженными в краях, 
как резаных ран, так и рвано-ушибленных 
ран (рис. 1а).

Выраженность изменений нарастала 
с каждым часом наблюдений. При реза-
ных ранах макроскопически края были 
несколько набухшими, приподнятыми 
над поверхностью, гиперемированными. 
Микроскопически через 2-4 часа после 
нанесения повреждения появлялась ве-
нозная гиперемия, единичные лейкоци-
ты в мазках-отпечатках с поверхности 
ран, в гистологических препаратах лей-
коцитарная инфильтрация умеренная, в 
1 наблюдении обнаружена тонкая поло-
са поверхностного некроза (рис. 1б, в). 
При рвано-ушибленных ранах через 2-4 
часа после нанесения повреждения ма-
кроскопически края раны были ярко ги-
перемированными, выступающими над 
поверхностью ран, местами пропитанны-
ми кровью. В мазках-отпечатках уверен-
но обнаруживались лейкоциты, фибрин, 
в гистологических препаратах – выра-
женная лейкоцитарная инфильтрация 
на фоне гиперемированного сосудисто-
капиллярного русла и скопления межт-
каневой жидкости, участки некроза раз-
личной ширины, со стороны нервных 
окончаний и волокон было отмечено на-
бухание, нечеткость контуров (рис.2а, б). 

В первые сутки экспериментальной 
резаной раны макроскопически края ее 
слипались, в микропрепаратах была вид-
на тонкая поверхностная зона альтерации 

и фибрин, сосуды оставались полнокров-
ными, вокруг них отмечали наличие лей-
коцитов и круглоклеточных инфильтра-
тов. При рвано-ушибленных ранах более 
обширная полоса некротически изменен-
ных тканей, отчетливая зона демаркации 
отмечались не только в препаратах, но и 
были заметны макроскопически, в мазках-
отпечатках – полиморфный состав клеток 
воспаления. 

На вторые сутки течения 
воспалительно-репаративного процесса 
при резаных ранах наблюдалась регенера-
ция эпидермиса с сохранением признаков 
экссудативно-пролиферативных реакций 
в более глубоких слоях кожи, в 2 наблюде-
ниях – образование тонких коллагеновых 
волокон на фоне очаговых утолщений и 
пролиферации эпидермиса. В экспери-
ментальной модели рвано-ушибленных 
ран морфологическая картина на вторые 
сутки острого воспаления была наиболее 
ярко выражена, макроскопически поверх-
ность раны имела серозно-сукровичный 
экссудат, фибрин, у трех крыс в ране от-
мечено нагноение. В микроскопических 
препаратах некротические поля, сосуди-
стая гиперемия и лейкоцитарная инфиль-
трация захватывали большую площадь, 
в мазках определялся микробизм, при 
потере большей части эпителиальной 
выстилки, в участках сохраненного эпи-
дермиса отмечался акантоз, в сосочковом 
слое дермы – образование коллагеновых 
волокон при разрушении эластического 
каркаса (рис. 2в).

На третьи сутки после нанесения по-
вреждения при резаных ранах наблюда-
лось заживление с образованием нежного 
рубчика макроскопически, в гистологиче-
ских препаратах при этом также отмечено 
формирование тонкого рубца (рис. 1г). В 
дерме сохранялись небольшие полиморф-
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ноклеточные инфильтраты периваскуляр-
но. На модели рвано-ушибленных ран 
третьи сутки течения характеризовались 
некоторым уменьшением выраженности 
экссудативных проявлений и преоблада-
нием на поле воспаления пролифератив-
ных процессов, что макроскопически вы-
ражалось очищением поверхности раны, 
появлением грануляций, а микроскопи-
чески – образованием молодой соедини-
тельной ткани, коллагеновых волокон на 
фоне разрушенного каркаса эластических 
волокон, отмечены булавовидные утол-
щения нервных волокон. 

Пятые и седьмые сутки для резаной 
раны являются уже периодом зажив-
ления, микроскопически гиперемии и 
инфильтрации не отмечено. При рвано-
ушибленной ране на пятые сутки было 
достигнуто заживление с образованием 
хорошо заметного неправильной формы 
рубца, хотя в препаратах сохранялись при-
знаки инфильтративно-пролиферативных 
реакций в глубоких слоях тканей, в одном 
наблюдении при репарации через нагно-
ение образование рубца произошло на 
седьмые сутки (рис. 2г). 

Результаты проведенного эксперимен-
та, отражающие общую закономерность 
смены фаз воспалительно-репаративного 
процесса после нанесения повреждения 
от экссудации и пролиферации к репара-
тивной регенерации, а также зависимость 
степени выраженности последующих 
за повреждением фаз от характера по-
вреждения, в нашем примере - резаных 
и рвано-ушибленных ран, подтверждены 
результатами гистометрических исследо-
ваний (табл. 1, 2). Из таблиц видно, что 
наиболее достоверными параметрами, 
отражающими характер последующего 
заживления и связанными с механизмом 
нанесения травмы, является мерный при-

знак глубины зоны некроза и динамика 
соотношения объемной плотности отека, 
лейкоцитарной инфильтрации, эпители-
альной и соединительной ткани в ране. 
Параметры, отражающие степень выра-
женности сосудистых реакций не отлича-
ются статистической достоверностью.

Тем самым, выделенные достовер-
ные метрические параметры могут быть 
включены в качестве морфологических 
критериев моделирования течения ране-
вого процесса и прогнозирования воз-
можного развития осложнений.

Выводы

Проведенные исследования показы-
вают, что наиболее благоприятный с кли-
нических и эстетических позиций исход 
заживления отмечен при резаных ранах. 
При рвано-ушибленной ране, даже если 
нет макроскопических признаков не-
обратимой альтерации, выраженность 
экссудативно-пролиферативных реакций, 
повреждение нервного аппарата, способ-
ствуют неполной регенерации с образова-
нием рубца. 

Хирургическое лечение с наилучшим 
результатом заживления может быть до-
стигнуто при проведении в ранние сроки 
после травмы, когда степень альтерации и 
экссудативных реакций менее выражена, 
или в поздние сроки, когда четко макро-
скопически в краях раны определяется 
зона некроза, требующая иссечения.

Следовательно, результат хирургическо-
го лечения зависит от фазы воспалительно-
репаративного процесса в момент проведе-
ния операции, и может быть прогнозируем 
по клиническим данным, а также по ре-
зультатам морфологического и гистометри-
ческого исследования краев раны. 
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MORPHOLOGICAL CHARACTERISTIC OF WOUND 
PROCESS UNDER EXPERIMENTAL MODELING OF INCISED 

AND TEAR-CONTUSED SKIN WOUNDS

T.V.Brailovskaya, T.A.Fedorina
Samara state medical university, Samara

The results of modeling in experiment on white laboratory rats of incised and tear-
contused skin healing in different periods of inflammatory and reparative process are 
represented in this work. There is characteristic of morphological conditions of wound 
disruption in dynamics from the moment of wounding to reparations begin. Observed 
that under self-healing of inflammatory wounds more adaptive regeneration with 
soft ribs generated, at the same time not full regeneration of tear-contused wounds 
generated with irregular shape rib. The result of surgical treatment depends on phase 
of inflammatory and reparative processes during operation. Surgical treatment with the 
best results may be achieved when it done in early time after trauma when degree of 
alteration and exudative reactions not so expressed or in the late time when necrosis 
zone determine sharp. Histometrical parameters which reliably reflect the character of 
wounding process and probability of wounding of incised and tear-contused wounds 
were obtained. These parameters with the clinical ones may be base to modeling program 
of wounding process and prognosis of possible complications.

Key words: inflammatory and reparative processes, incised and tear-contused skin 
wounds, rib, experimental modeling.
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

ЭЭГ мониторинг с применением метода многомерного 
шкалирования при антидепрессивной монотерапии 
моклобемидом

В.Н. Каркищенко, М.В. Рудковский 
Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Москва
Ростовский государственный медицинский университет, Ростов-на-Дону

С помощью метода многомерного шкалирования подбиралась индивидуальная фар-
макотерапия депрессивных больных. Доказано, что метод эффективен для дискрет-
ного ЭЭГ мониторинга эффективности применения психотропных средств на ранних 
этапах лечения психоневрологических больных и может быть использован для про-
гнозирования конечного эффекта лечения.
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Для диагностики функционального 
состояния головного мозга в современ-
ном психофармакологическом анализе 
все шире используются комплексные ис-
следования, включающие в себя не толь-
ко спектральные методы обработки ЭЭГ 
сигналов [1, 2, 3, 4], но и методы класси-
ческой и многомерной статистики [5, 6].

В представляемой работе предлага-
ется новый подход к поиску информа-
тивных показателей биоэлектрической 
активности мозга больных с депрессив-
ными состояниями и дисциркуляторной 
энцефалопатией, с помощью метода мно-
гомерного шкалирования [5, 7].

Используемый метод многомерного 
шкалирования (МШ), имеет ряд преиму-
ществ перед традиционными методами 
анализа ЭЭГ (факторным, кластерным и 
другими) [7, 8, 9, 10]. 

Таким образом, по мере совершен-
ствования программного обеспечения 

компьютерной диагностики, появилась 
возможность применения в психофар-
макологии новых эффективных методов 
прикладной статистики, предназначен-
ных для организации сбора, записи, си-
стематизации и обработки данных анали-
за фарм-ЭЭГ. 

Материал и методы

В настоящей работе представлены 
результаты ЭЭГ исследования 52 здоро-
вых (контрольная группа) и 27 больных 
мужчин (20-45 лет) с депрессивными со-
стояниями в динамике разовой (в течение 
суток) и курсовой монофармакотерапии.

Все больные получали моклобемид 
(аурорикс – антидепрессант, обратимый 
ингибитор моноаминооксидазы, разо-
вая доза препарата 300 мг). ЭЭГ монито-
ринг больных проводился дискретно до 
(фон), через 3, 6 и 24 часа после приема 
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разовой дозы препарата, а также перед 
их выпиской, если исследуемый препа-
рат приводил к улучшению клинического 
состояния и назначался в качестве основ-
ного для курсовой (6-8 недель) терапии. 
Регистрация ЭЭГ проводилась по вось-
ми симметричным (лобные, височные, 
теменные и затылочные) отведениям с 
обоих полушарий мозга на электроэнце-
фалографе «Энцефалан-131-1» фирмы 
«Медиком» (Таганрог). Статистическая 
обработка ЭЭГ (суммированные данные 
по всем отведениям в диапазоне 1-30 Гц) 
осуществлялась с помощью пакета про-
грамм PARSUN [9]. В соответствии с ал-
горитмом метода МШ, после спектраль-
ного анализа ЭЭГ многомерные вектора, 
включающие 240 признаков, преобразо-
вывались в двухмерные векторы, харак-
теризующие функциональное состояние 
головного мозга в новой двухмерной си-
стеме координат. В качестве критериев 
дискретного мониторинга эффективно-
сти монофармакотерапии были приняты 
изменения координат двухмерных векто-
ров и их расстояний до ЭЭГ нормы, пред-
варительно вычисленной по данным ЭЭГ 
контрольной группы.

Результаты и обсуждение

По результатам клинических оценок 
курсовой терапии моклобемидом, из 27 
больных у 18 больных (группа 1 – 66,7%) 
отмечалось улучшение самочувствия, а у 
9 (группа 2 – 33,3%) – клинический эф-
фект отсутствовал. В связи с этим, обра-
ботка ЭЭГ данных методом МШ в этих 
группах проводилась раздельно.

Результаты исследования показа-
ли, что вектора фоновых ЭЭГ больных 
I и II групп располагались практически 
равноудалено от усредненного вектора-

расстояния до ЭЭГ нормы и достовер-
но не отличались между собой. В то же 
время, при суточном и курсовом ЭЭГ 
мониторинге в группах с различным кли-
ническим эффектом отмечалась почти 
противоположная динамика. В группе I 
после введения разовой дозы моклобе-
мида улучшение самочувствия больных 
сопровождалось незначительным и ста-
тистически незначимым (через 3 ч) и до-
стоверно существенным (через 6 ч) при-
ближением соответствующих векторов к 
ЭЭГ норме. Через 24 ч координаты этих 
векторов вновь возвращались к фоновым 
значениям, что, вероятно, связано с осо-
бенностями фармакокинетики препарата 
и снижением его концентрации в организ-
ме. Продолжение приема моклобемида в 
течение 6-8 недель, наряду с положитель-
ной клинической динамикой, манифести-
ровалось перед выпиской стойкой бли-
зостью векторов ЭЭГ этих больных с 
вектором ЭЭГ нормы.

Результаты компьютерного ЭЭГ мо-
ниторинга, которые были получены во 
второй группе больных с отсутствием 
клинического эффекта существенно отли-
чались. Так, дискретный суточный ЭЭГ 
мониторинг этих больных показал, что 
введение разовой дозы препарата не при-
водило к значимым изменениям вектора 
состояния ни через 3 часа, ни через 6 и 
24 часа в сравнении с усредненным фоно-
вым вектором данной группы. Продолже-
ние курса лечения моклобемидом также 
не давало ни клинического улучшения са-
мочувствия больных, ни приближения со-
ответствующих векторов к вектору ЭЭГ 
нормы. Поэтому больные II группы через 
3-5 дней после начала лечения переводи-
лись на другие схемы фармакотерапии.
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ЭЭГ мониторинг с применением метода...

Выводы

Проанализировав полученные резуль-
таты, можно заключить, что использова-
ние метода МШ при суточном и курсовом 
мониторинге суммарных ЭЭГ эффектов 
моклобемида обеспечивает возможность 
выбора индивидуальной фармакотерапии 
депрессивных больных на основании ко-
личественных характеристик векторов 
в пространстве многомерного шкалиро-
вания. Таким образом, метод МШ пер-
спективен в плане создания программных 
средств по осуществлению дискретного 
ЭЭГ мониторинга эффективности приме-
нения психотропных средств на ранних 
этапах лечения психоневрологических 
больных и может быть использован для 
прогнозирования динамики и конечного 
эффекта лечения.
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EEG MONITORING WITH METHOD OF MULTIDIMENSIONAL SCALING 
UNDER ANTIDEPRESSED MONOTHERAPY BY MOCLOBEMID
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Individual pharmacotherapy of depression patients was chosen by multidimensional 
scaling method. It has been proved that this method is effective for discrete EEG-
monitoring of psychotropic drugs effectiveness on the early stages of treatment and for 
assumption of the end point of treatment.

Key words: computer pharmaco-electroencephelographia, multidimensional 
scaling, monitoring, psychopharmacotherapy, moclobemid.
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