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В статье показаны 4 модели аритмии: адреналиновая, хлоридбариевая, хлоридкальциевая и аконити-
новая. Данное сочетание моделей позволяет полноценно изучить широкий спектр противоаритмических 
препаратов и механизм их воздействия. Кроме того, в работе были подобраны основные параметры для 
изучения новых противоаритмических препаратов: было показано, что изучение графиков АД и ЭКГ, а 
также вариабельности периода сердечных сокращений — достаточная основа для первичного скрининга 
противоаритмических препаратов.

Ключевые слова: аритмия, АД, ЭКГ, вариабельность сердечных сокращений.

Модели оценки новых противоаритмических 
препаратов

И.А. Илюшкина1, А.Н. Берчатова1, 2, И.А.Дьяченко1,2, Д.И. Ржевский1,2,
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Контактная информация: Дмитрий Иванович Ржевский rjevski@fibkh.serpukhov.su

В эру глобализации, скорости, неопре-
деленности и нестабильности жизни люди 
подвергаются все возрастающим нагруз-
кам и стрессу. Это неизбежно приводит к 
повышенному риску заболеваний сердеч-
но-сосудистой системы. Аритмия до сих 
пор остается одной из основных причин 
заболеваемости и смертности. Аритмия 
— патологическая электрическая актив-
ность в сердечной мышце, которая может 
быть вызвана либо аномальным формиро-
ванием, либо проведением электрического 
импульса, а также двумя этими причинами. 
Наиболее часто диагностируемые арит-
мии сопровождаются предсердной и/или 
желудочковой фибрилляцией [7]. Несмо-

тря на заметное снижение уровня смерт-
ности среди взрослого населения от забо-
леваний сердечно-сосудистой системы в 
течение последних 40–50 лет, они остают-
ся наиболее распространенной причиной 
смерти в развивающихся странах [4]. Фи-
брилляция предсердий — одна из наибо-
лее распространенных причин приступов 
аритмии среди взрослого населения, тогда 
как фибрилляция желудочков — основ-
ная причина внезапной коронарной смер-
ти [2]. Противоаритмические препараты 
— первоочередная терапия для пациентов 
с пароксизмальной и хронической фи-
брилляцией предсердий. Предотвращение 
связанных с фибрилляцией предсердий 

РЕЛЕВАНТНОЕ И АЛЬТЕРНАТИВНОЕ
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осложнений основывается на антитром-
ботической терапии, контроле желудоч-
кового ритма и адекватной терапии со-
путствующих сердечных заболеваний. 
Однако доступная фармакологическая 
терапия имеет множество ограничений, 
среди которых недостаточная эффектив-
ность, как сердечная, так и внесердечная 
токсичность и риски проаритмических 
осложнений (антиаритмические агенты) 
и кровотечений (антикоагулянты). Таким 
образом, сохраняется постоянная потреб-
ность в новых лекарственных средствах, 
приборах и подходах для восстановления 
нормального сердечного ритма [6]. Анти-
аритмические препараты различаются по 
фармакологическим свойствам и меха-
низмам действия, в связи с чем их делят на 
4 класса [1, 8]. Т. к. неизвестно, к какому 
из классов относится новое соединение, 
то для адекватной оценки его антиаритми-
ческих свойств необходимо изучить анти-
аритмическую активность исследуемого 
препарата параллельно на нескольких 
моделях. Основными моделями аритмии, 
вызванной химическим путем, использо-
ванной в данной работе, были:
•	Аконитовая модель. Аконитин моди-

фицирует быстрые натриевые каналы 
в миокардиальных клетках. Если иссле-
дуемый препарат проявляет высокую 
активность на данной модели его отно-
сят к I классу антиаритмиков [1, 3].

•	Хлоридкальциевая модель. Большие 
дозы кальция хлорида вызывают тя-
желые нарушения сердечного ритма, 
заканчивающиеся обычно летальной 
фибриляцией желудочков. На данной 
модели обычно проявляют активность 
соединения, относящиеся к I и IV клас-
сам антиаритмического действия [1].

•	Хлоридбариевая модель. Хлорид бария 
угнетает кальциевую проводимость. 
Данная модель считается адекватной 

для выявления веществ со свойствами 
класса III антиаритмического действия 
[1, 2].

•	Адреналиновая модель. Быстрое вну-
тривенное введение адреналина при-
водит к развитию желудочковой 
экстрасистолии и моно- или мульти-
фокальной желудочковой тахикардии. 
Данная модель используется для отбо-
ра соединений со свойствами антиарит-
миков II и IV классов [1, 5].

Материалы и методы
В данном эксперименте использо-

валось 60 самцов нелинейных крыс 
(Sprague Dawley) массой 400–500 г. 
Источник животных — НПП «Питом-
ник лабораторных животных» ФИБХ 
РАН. Животные содержались в услови-
ях вивария при постоянной температуре 
(22±4°C) со стандартным свето-темно-
вым циклом (12 ч свет / 12 ч темнота), 
с 10-ти-кратной сменой объема воздуха 
в комнате в час. Относительная влаж-
ность в комнате содержания животных 
составляла 30–70%. Корм и воду давали 
ad libitum. Животные содержались ин-
дивидуально в поликарбонатных клет-
ках на подстиле; клетки были покрыты 
стальными решетчатыми крышками с 
кормовым углублением. В качестве под-
стила использовалась нехлорированная 
резаная автоклавированная бумага. Все 
процедуры с животными в исследовании 
были рассмотрены и утверждены инсти-
тутской комиссией по уходу и исполь-
зованию животных (IACUC) на предмет 
соответствия этическим принципам об-
ращения с животными. Исследователь-
ская организация отвечала требованиям 
утвержденного протокола исследования и 
стандартным операционным процедурам 
(СОП) лаборатории. Животные анесте-
зировались (смесью кетамин + ксилазин 
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Рис. 1. Количество животных, выживших в эксперименте при различных видах аритмии (%).

Рис. 2. Модель аритмии, развивающейся (на фоне) после введения аконитина:
а — электрическая активность в миокарде в отсутствие механического сокращения (электрическая 
экстрасистолия) на кривой АД;
б — экстрасистолия смешанного типа на кривой АД. Переход от аллоритмии к залповой 
экстрасистолии;
в — электрическая активность в миокарде в отсутствие механического сокращения (электрическая 
экстрасистолия) на ЭКГ;
г — экстрасистолия смешанного типа на ЭКГ. Переход от аллоритмии к залповой экстрасистолии.

а б

в г
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(30–80 мг/кг + 5–10 мг/кг)) и подверга-
лись операции по катетеризации яремной 
вены (для введения исследуемых веществ) 
и общей сонной артерии (для регистрации 
артериального давления и частоты сер-
дечных сокращений), а также установке 
электродов в первом стандартном отведе-
нии. После проведения операции крысам 
вводили один из аритмогенных агентов 
(адреналин — 0,3 мг/кг, аконитин — 
0,04 мг/кг, кальция хлорид — 65 мг/кг 
или бария хлорид — 8 мг/кг) в хвосто-
вую вену и осуществляли регистрацию 
частоты сердечных сокращении (ЧСС) и 
электрокардиограммы (ЭКГ). Регистра-
ция осуществлялась прямым методом 
при помощи установки «HemoDynamics» 

в течение 2 ч после введения аритмогена, 
также регистрировалась смертность жи-
вотных.

Результаты и их обсуждение
Выживаемость животных в экспери-

менте — важный показатель для оценки 
адекватности любой модели. Нами было 
выявлено, что аконитин вызывает наибо-
лее сильные нарушения сердечного ритма, 
и здесь наблюдаются самая низкая выжи-
ваемость животных (17%). Более щадя-
щими моделями оказались хлоридкальци-
евая и адреналиновая модели (50% и 83% 
соответственно). Самая высокая выжи-
ваемость (100%) была в хлоридбариевой 
модели (рис. 1). Помимо выживаемости 

Рис. 3. Модель аритмии, возникающей после введения хлорида кальция:
а — желудочковая экстрасистола на кривой АД;
б — разобщенность в появлении электрических импульсов и механических ответов на кривой АД;
в — желудочковая экстрасистола на ЭКГ;
г — разобщенность в появлении электрических импульсов и механических ответов на ЭКГ.

а б

в г
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животных, особое внимание уделялось 
патологическим нарушениям сердечного 
ритма на графиках АД и ЭКГ, которые 
были вызваны аритмогенными агентами. 
Для аконитина (рис. 2) характерна поли-
топная экстрасистолия. Интересно про-
следить за тем, как она развивается: на 
первом этапе возникает электрическая 
экстрасистола, попадающая на рефрак-
терный период предыдущего цикла, из-за 
чего не возникает механического отве-
та. Далее количество экстрасистол рас-
тет, и после второго преждевременного 
электрического импульса уже появляет-
ся механический ответ (сердечная мыш-
ца сокращается). Затем экстрасистолия 
принимает залповый характер и может 
переходить в желудочковую тахикардию, 
что обычно заканчивается летально.

Хлорид кальция (рис. 3) вызывает 
брадикардию с желудочковыми экстра-
систолами, которая может переходить 
затем в желудочковую тахикардию и 
при больших дозах заканчиваться фи-
брилляцией желудочков. Кроме того, 
нами было замечено, что хлорид каль-
ция вносит некоторую разобщенность 
между электрическими импульсами 
и механическими сокращениями сер-
дечной мышцы. Возникновение второ-
го (неполноценного) сокращения, по-
видимому, обусловлено механизмом 
действия кальция на миокард. Он, с од-
ной стороны, оказывает прямой эффект 
на мембрану кардиомиоцитов, приводя к 
сдвигу влево кривой соотношения макс. 
скорости деполяризации и мембранного 
потенциала и увеличивая таким образом 

Рис. 4. Модель аритмии, возникающей после введения адреналина:
а — экстрасистолия (двух- и трехгорбые графики) на кривой АД;
б — желудочковая экстрасистолия на кривой АД в сочетании с атриовентрикулярной блокадой;
в — экстрасистолия (двух- и трехгорбые графики) на ЭКГ;
г — желудочковая экстрасистолия на ЭКГ в сочетании с атриовентрикулярной блокадой.

а б

в г
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натриевую проводимость и процессы 
реактивации натривых каналов, а с дру-
гой стороны, под влиянием больших доз 
хлорида кальция развивается асинхро-
низация восстановления возбудимости 
различных миокардиальных волокон. В 
добавление к прямому действию, хлорид 
кальция опосредованно путем актива-
ции симпатических влияний действует 
на миокард. 

Для адреналина (рис. 4) характерно 
развитие желудочковых экстрасистол, 
после которых могут возникать неполно-
ценные механические ответы (двух- или 
трехгорбые графики АД) и тахикардия.

После введения хлорида бария (рис. 5) 
развивается многофокальная аритмия с 
желудочковой экстрасистолией. Помимо 
изучения патологических изменений АД 

и ЭКГ при введении различных аритмо-
генов, аритмия оценивалась качественно, 
путем подсчета эпизодов грубых наруше-
ний сердечного ритма. Для количествен-
ной оценки была высчитана вариабель-
ность периода сердечных сокращений. 
За вариабельность приняли стандартное 
отклонение различного числа циклов 
для исходного состояния и после введе-
ния одного из 4-х аритмогенных агентов. 
Данные о вариабельности сердечных со-
кращений представлены на рис. 6. Наи-
большая вариабельность встречается в 
группе аконитиновой модели. Из диа-
граммы видно, что в адреналиновой и 
хлоридкальциевой моделях она ниже, и 
самая низкая — в хлоридбариевой. Эти 
данные коррелируют с данными о выжи-
ваемости животных в эксперименте.

Рис. 5. Модель аритмии, возникающей после введения хлорида бария:
а — полиморфная экстрасистолия на кривой АД;
б — многофокальная аритмия с желудочковой экстрасистолией на кривой АД;
в — полиморфная экстрасистолия на ЭКГ;
г — многофокальная аритмия с желудочковой экстрасистолией на ЭКГ.

а б

в г
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Вывод
Нами было изучены 4 различных 

модели аритмии: адреналиновая, хло-
ридбариевая, хлоридкальциевая и ако-
нитиновая. Данное сочетание моделей 
позволяет полноценно изучить широкий 
спектр противоаритмических препаратов 
и механизм их воздействия. Кроме того, 
в работе были подобраны основные не-
обходимые параметры для изучения, обе-
спечивающие адекватное исследование 
новых противоаритмических препара-
тов: было показано, что изучение графи-
ков АД и ЭКГ, а также вариабельности 
периода сердечных сокращений — доста-
точная основа для первичного скрининга 
противоаритмических препаратов.

Работа выполнена в рамках проекта 
«Научные и научно-педагогические ка-
дры инновационной России» на 2009–
2013 годы по Государственному контрак-
ту № 14.740.11.0923.
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Model evaluation of new antiarrhithmic drugs

I.A. Ilushkina, A.N. Berchatova, I.A. Dyachenko, D.I. Rzhevsky, 
G.A. Slascheva, A.N. Rodionov, A.N. Murashev, V.A. Korshunov

This article shows 4 models of arrhythmias: adrenaline, barium chloride, calcium chloride and aconitine. 
This combination of models allows to fully explore the wide range of antiarrhythmic drugs and to study the 
mechanism of their effects. In addition, in the main parameters for study of new antiarrhythmic drugs were 
selected: it has been shown that the study of blood pressure and ECG-charts, as well as variability in heart rate 
period — sufficient basis for primary screening of antiarrhythmic drugs.

Key words: arrhythmia, blood pressure, ECG, heart rate variability.
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Достаточно широкое использова-
ние антипсихотических лекарственных 
средств в клинической практике делает 
актуальными нейрофармакологические 
исследования на животных. Несомнен-
ные успехи в изучении механизмов спец-
ифической активности нейролептиков 
достигнуты за последние годы. Однако 
хронофармакология антипсихотических 
препаратов в женском организме оста-
ется слабо изученной. Свидетельства о 
вовлечении дофаминергической систе-
мы в эффекты нейролептиков позволи-
ли широко использовать блокатор до-
фаминовых рецепторов — галоперидол 
и вызываемое им состояние каталепсии 
для оценки функционального состояния 
дофаминергической передачи [1, 3, 8, 9, 
15]. Нарушение мышечного тонуса ней-

ролептиками принимают за показатель 
блокады дофаминергической передачи в 
структурах головного мозга, а снижение 
выраженности каталепсии — как свиде-
тельство уменьшения количества функ-
ционирующих дофаминовых рецепторов 
стриатума и снижение их аффинитета 
[1, 3, 14]. Нигрострионигральная систе-
ма обеспечивает не только регуляцию 
двигательных актов, но и координирует 
сложные поведенческие ответы. 

Вместе с тем, большой интерес пред-
ставляет направленное выяснение особен-
ностей влияния уровня половых гормонов 
на фармакологические эффекты антип-
сихотических лекарственных средств. В 
этой связи, целью настоящего исследо-
вания была хронобиологическая оценка 
выраженности галоперидоловой каталеп-

В экспериментах на белых крысах-самках линии Вистар сравнивали интенсивность галоперидоло-
вой каталепсии (0,5 и 1 мг/кг) у интактных, овариоэктомированных и эстрогенизированных овариоэк-
томированных самок крыс в 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 3 ч. Оценку выраженности каталепсии проводили 
путем регистрации (в сек) длительности удержания животным заданного вертикального положения в 
позе «лектора». 

Выполненное исследование выявило циркадианные различия в интенсивности каталепсии у интакт-
ных и овариоэктомированных самок крыс без и после эстрогенизации. Действие нейролептика зависело 
от дозы, времени тестирования, сохранности яичников, уровня эстрогенов. После удаления яичников 
каталептогенное действие нейролептического средства ослаблялось. Эстрогенизация на фоне оварио-
эктомии вызывала тенденцию к ослаблению суммарного среднесуточного каталептогенного эффекта 
галоперидола в дозе 0,5 мг/кг и к усилению в дозе 1 мг/кг. 

Ключевые слова: галоперидоловая каталепсия, овариоэктомия, синэстрол, циркадианные различия.

Циркадианные различия интенсивности галоперидоловой 
каталепсии у овариоэктомированных самок крыс без 
и после эстрогенизации 
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сии у интактных (И) и овариоэктомиро-
ванных (ОЭ), а также, с учетом хорошо 
известных пермиссивных свойств, эстро-
генов кастрированных эстрогенизирован-
ных (ОЭЭ) самок крыс [4, 7, 10, 12, 13, 
21, 22]. 

Материалы и методы
Опыты были выполнены на белых 

половозрелых интактных и овариоэкто-
мированных самках крыс линии Вистар 
(питомник Рапполово) со средней массой 
200–220 г (по 10 крыс в группе). Живот-
ных содержали в клетках-ваннах (по 5–6 
крыс) при естественном освещении и мак-
симальной стандартизации температур-
ного режима. Кормление (комбикорм) и 
уход осуществляли в привычном для жи-
вотных режиме вивария. Обеспечивался 
свободный доступ крыс к пище и воде. 

Для моделирования нейролептиче-
ской каталепсии галоперидол вводили 
в дозах 0,5 и 1 мг/кг внутрибрюшинно. 

Через час после инъекции приступали к 
оценке выраженности каталепсии путем 
регистрации (в сек) длительности удер-
жания животным заданного вертикально-
го положения на опоре (так называемая 
поза «лектора»). Выполняли 10 опреде-
лений у каждой особи, при этом реги-
стрировали время, когда крыса убирала 
с опоры первую лапу (первый латентный 
период) и вторую лапу (второй латент-
ный период). Овариоэктомию выполняли 
по общепринятой методике [6]. Заплани-
рованные опыты на овариоэктомирован-
ных крысах начинали спустя 2 недели по-
сле операции. Синэстрол в дозе 0,1 мг/кг 
вводили внутрибрюшинно в течение двух 
недель после кастрации, затем проводили 
тестирование крыс. Эксперименты про-
водили в 9, 12, 15, 18, 21, 24, 3 и 6 часов. 

Во время работы с животными со-
блюдались принципы Хельсинкской Де-
кларации о гуманном обращении с объ-
ектами исследования.

Рис. 1. Изменение выраженности галоперидоловой каталепсии у овариоэктомированных самок крыс 
без и после эстрогенизации.
По оси ординат (%) — время вертикализации самок крыс.
Диаграмма А: Изменение интенсивности галоперидоловой каталепсии у ОЭ самок крыс. 100% — 
среднесуточное среднеарифметическое время вертикализации интактных самок. 
Диаграмма Б: Изменение каталептогенной активности галоперидола у эстрогенизированных 
овариоэктомированных самок. 100% — среднесуточное среднеарифметическое время вертикализации 
соответственно интактных и ОЭ самок крыс. * — при Р<0,05.

Циркадианные различия интенсивности галоперидоловой каталепсии 
у овариоэктомированных самок крыс без и после эстрогенизации
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Полученные результаты обрабаты-
вались статистически с использованием 
пакета компьютерных программ. Данные 
тестирования представляли графиче-
ски. Проводили относительный сравни-
тельный анализ, в том числе, вычисляя 
среднесуточное среднеарифметическое 
значение латентного периода. Сопостав-
ляли данные о влиянии галоперидола у 
интактных, овариоэктомированных и 
эстрогенизированных овариоэктомиро-
ванных самок. Выявление статистически 
значимых отличий проводили с помощью 
критериев Стьюдента, Вилкоксона, Ман-
на-Уитни [11].

Результаты и их обсуждение
В ходе наблюдений были выявлены 

циркадианные различия в интенсивно-
сти галоперидоловой каталепсии у ин-
тактных и овариоэктомированных самок 
крыс без и под влиянием экзогенно вво-
димого эстрогенного препарата.

1. Тестирование интактных и оварио
эктомированных самок крыс.

Анализ среднесуточных среднеариф-
метических латентных периодов верти-
кализации ОЭ крыс, получавших гало-
перидол в дозе 0,5 мг/кг, по сравнению с 
интактными самками, также получавши-
ми нейролептик в указанной дозе (данные 
приняты за 100%), не выявил заметных 
отличий в интенсивности каталепсии (ОЭ: 
n=160, 36,15±5,92; И: n=160, 37,12±4,49) 
(рис. 1А). Однако на протяжении суточ-
ного цикла выраженность каталепсии у 
гонадэктомированных крыс была досто-
верно ниже, чем у интакных особей в 9, 
12, 18, 21 ч, и выше в 6, 15, 24 ч. 

На фоне большей дозы галоперидо-
ла (1мг/кг) среднесуточный показатель 
каталепсии у кастрированных крыс был 
несколько ниже, чем у интактных са-
мок (ОЭ: n=160, 82,64±3,88; И: n=160, 
89,9±2,34). При этом в течение суток ин-
тенсивность каталепсии у самок без гонад 
была достоверно ниже в 6, 12, 21 ч и выше 
в 3 ч по сравнению с интакными особями. 

Тем самым, показано ослабление сум-
марной каталептогенной активности гало-

Рис. 2. Циркадианные изменения интенсивности галоперидоловой каталепсии у овариоэктомированных 
эстрогенизированных самок крыс по сравнению с показателями кастрированных самок. По оси 
абсцисс — время тестирования; по оси ординат (%) — время вертикализации овариоэктомированных 
эстрогенизированных самок при введении галоперидола 0,5 мг/кг (А) и 1 мг/кг (Б) (первый и второй 
латентный периоды). 100% — показатели овариоэктомированных самок без эстрогенизации. 
Достоверность отличий при сравнении первого (*) и второго (+) латентных периодов: * (+) — при 
Р<0,05; ** (++) — при Р<0,01; *** (+++) — при Р<0,001.
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перидола у овариоэктомированных крыс 
по сравнению с интактными самками. 

2. Тестирование эстрогенизирован
ных овариоэктомированных самок крыс. 

Сравнение среднесуточного средне-
арифметического показателя вертика-
лизации на фоне 0,5 мг/кг галоперидо-
ла у эстрогенизированных ОЭ крыс с 
данными кастрированных самок (100%) 
выявило уменьшение интенсивности 
каталепсии синэстролом (ОЭЭ: n=160, 
21,43±5,27) (рис. 1А). На протяжении 
суточного цикла выраженность каталеп-
сии у ОЭ крыс, получавших эстрогенный 
препарат, была достоверно ниже, чем у 
кастрированных особей без синэстрола в 
3, 6, 15, 24 ч, и выше в 18, 21 ч (рис. 2А). 

При введении большей дозы гало-
перидола среднесуточный среднеариф-
метический показатель каталепсии ОЭ 
эстрогенизированных крыс был немно-
го выше, чем у ОЭ самок (ОЭЭ: n=160, 
100,2±12,1). При этом на протяжении 
суток интенсивность каталепсии у ОЭ 
крыс на фоне синэстрола была достовер-
но ниже в 6, 24 ч и выше в 3, 9, 12, 18, 
21 ч по сравнению с кастрированными 
особями (рис. 2Б). 

Тем самым, показано ослабление сум-
марной каталептогенной активности га-
лоперидола в дозе 0,5 мг/кг у ОЭ крыс 
после эстрогенизации, выраженно в ноч-
ные, утренние и дневные часы. Большая 
доза нейролептика (1 мг/кг) в сочетании 
с синэстролом вызывала более интенсив-
ную каталепсию у кастрированных са-
мок в дневное и вечернее время.

Сравнение среднесуточного средне-
арифметического показателя вертика-
лизации при использовании малой дозы 
нейролептика у эстрогенизированных ОЭ 
и интактных самок (100%) выявило замет-
ное снижение интенсивности каталепсии 
(ОЭЭ: n=160, 21,63±5,27; р<0,05) (рис. 1Б). 
На протяжении суточного цикла выражен-
ность каталепсии у кастрированных крыс, 
получавших синэстрол, была достоверно 
ниже, нежели у интакных особей в 6, 9, 12, 
15 и 3 ч (рис. 3А). 

На фоне большей дозы галоперидола 
и синэстрола среднесуточный средне-
арифметический показатель полного 
тестирования ОЭ крыс был несколько 
выше, чем у интактных самок (ОЭЭ: 
n=160, 100,2±12,05). При этом на протя-
жении суток интенсивность каталепсии 

Рис. 3. Циркадианные изменения интенсивности галоперидоловой каталепсии у овариоэктомированных 
эстрогенизированных самок крыс по сравнению с показателями интактных самок. По оси ординат (%) 
— время вертикализации овариоэктомированных эстрогенизированных самок. 100% — показатели 
интактных самок. Остальные обозначения на рис. 2.
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у ОЭЭ крыс была достоверно ниже в 6, 
24 ч и выше в 3, 9, 18 ч по сравнению с 
интакными особями (рис. 3Б). 

Тем самым, у эстрогенизированных 
кастрированных крыс по сравнению с 
интактными самками ограничивалась 
суммарная каталептогенная активность 
галоперидола в дозе 0,5 мг/кг. Интенсив-
ность каталепсии на фоне нейролептика 
в большей дозе (1 мг/кг) при этом была 
несколько выше активности препарата у 
интактных самок.

Таким образом, эстрогенизация на 
фоне овариоэктомии вызывала тенден-
цию к ослаблению суммарного среднесу-
точного каталептогенного действия гало-
перидола в дозе 0,5 мг/кг и к усилению в 
дозе 1 мг/кг.

Согласно полученным результатам, 
после кастрации у самок ослабляется 
каталептогенное действие галоперидола, 
что, вероятно, можно объяснить экс-
периментальным фактом выраженного 
снижения плотности дофаминовых ре-
цепторов D1- и D2- подтипов без изме-
нения их чувствительности после ова-
риоэктомии у самок крыс [17]. Наши 
наблюдения коррелируют с ранее полу-
ченными данными об ограничении по-
сле удаления яичников специфической 
антиконфликтной активности диазепама, 
гидазепама, антидепрессивного влияния 
амитриптилина в плавательном тесте, се-
дативного эффекта галоперидола и кло-
запина в «открытом поле» [10]. Сходное 
изменение фармакологического эффекта 
показано при изучении действия у овари-
оэктомированных самок кардиотропных 
средств по данным кардиоинтевалогра-
фии, вариационной пульсометрии [4]. 

С другой стороны, у овариальных 
эстрогенов показаны дофаминоблокиру-
ющие свойства. Поскольку аналогичная 
активность лежит в основе специфи-

ческого эффекта нейролептиков, этим 
обосновывается происхождение их си-
нергичного с гормонами действия на пси-
хику [1, 3, 13]. 

В наших исследованиях заместитель-
ная терапия синэстролом приводила к 
частичной коррекции нарушенного пове-
дения у ОЭ самок крыс. При комбиниро-
ванном использовании с нейролептиком 
после овариоэктомии синэстрол потен-
цировал галоперидоловую каталепсию, 
наиболее отчетливо — при введении 
препарата в дозе 1 мг/кг в вечернее вре-
мя. Наши наблюдения согласовывались 
с ранее полученными сведениями о ча-
стичном восстановлении синэстролом 
противотревожной активности амитрип-
тилина, диазепама при многопараметри-
ческом тестировании, в конфликтной си-
туации и в «открытом поле» и работами 
авторов, показавших оптимизирующее 
действие на вегетативный баланс по дан-
ным вариационной пульсометрии сочета-
ния эстрадиола с пропранололом и капто-
прилом [4, 10]. Сходный потенцирующий 
эффект эстрадиола на антидепрессивное 
действие кетансерина, 8-ОН - DРАТ по-
казан в тесте Порсолта [7, 12, 13]. 

Вместе с тем, при сочетании синэ-
строла с нейролептиком, особенно в 
малой дозе, было показано ограничение 
каталептогенной активности последнего. 
Полученные результаты косвенно согла-
суются с данными клиницистов о том, 
что у женщин в постменопаузе, страдаю-
щих болезнью Паркинсона, использова-
ние эстрогенов облегчало симптомы за-
болевания. При этом было установлено, 
что дополнительное назначение эстроге-
нов повышает эффективность дофами-
нергической терапии [2, 3, 16]. Учитывая 
эти сведения, можно предположить, что 
целенаправленное совместное фармако-
логическое воздействие как на дофами-
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новые, так и на эстрогеновые рецепторы 
приводит к восстановлению дофаминер-
гических процессов у ОЭ самок.

Возможно, механизм изменения ин-
тенсивности каталепсии у кастрирован-
ных самок крыс после эстрогенизации 
связан с повышением эстрадиолом ней-
ронального синтеза дофамина без исто-
щения его содержания в стриатуме, но не 
изменяет содержание метаболита дофа-
мина — диоксифенилуксусной кислоты 
[3, 18, 19]. Предполагают, что эстрадиол 
подавляет захват дофамина в стриату-
ме за счет ингибирования мембранного 
транспортера [24]. Введение эстрадиола 
ОЭ самкам повышает связывающую спо-
собность Д2-подтипа рецепторов в гипо-
физе и в гипоталамусе (мезолимбическая 
и нигростриатная системы), а также сти-
мулирует рост нейритов дофаминерги-
ческих нейронов [17, 20]. Показано, что 
эстрогены могут повышать активность 
дофаминергической нейропередачи за 
счет десенситизации Д2-подтипа рецеп-
торов, а также влияя на опосредованную 
ГАМК-регуляцию дофамина [22].

Полученные нами результаты могут 
быть связаны с нормализующим дей-
ствием синэстрола на дисбаланс эстроге-
нов и скоординированность между функ-
циональной активностью гормональной 
системы и активностью медиаторых си-
стем в условиях тотальной овариоэкто-
мии.

В ходе исследования были выявлены 
циркадианные различия в динамике ка-
талепсии, а, следовательно, в ответной 
фармакологической реакции при введе-
нии антипсихотического средства, ко-
торые, в определенной мере, могут быть 
обусловлены особенностями хронэргии и 
хронестезии у интактных и кастрирован-
ных особей [1, 5, 23]. Для циркадианных 
различий в фармакологической чувстви-

тельности имеет значение аффинность 
дофаминовых рецепторов и плотность их 
связывания с мембранами, в частности, 
клеток стриатума. Различная активность 
ряда метаболизируюших ферментов пе-
чени, зависимая от уровня половых гор-
монов, несомненно, сказывается на фар-
макокинетике нейролептика [3].

Таким образом, выполненное иссле-
дование выявило циркадианную дис-
симиляцию двигательных ответов при 
введении галоперидола интактным и ова-
риоэктомированных самкам крыс без и 
после эстрогенизации. 

Выводы 
1. Отмечаются циркадианные разли-

чия в интенсивности каталепсии у ин-
тактных и овариоэктомированных самок 
крыс без и после эстрогенизации. 

2. Овариоэктомия ослабляет интен-
сивность галоперидоловой каталепсии у 
самок крыс. 

3. Эстрогенизация на фоне овариоэк-
томии вызывает тенденцию к ослаблению 
суммарного среднесуточного каталеп-
тогенного эффекта галоперидола в дозе 
0,5 мг/кг и к усилению в дозе 1 мг/кг. 
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Circadian variations in the intensity of haloperidol’s 
catalepsy in female rats without and after estrogen used

E.A. Manveljan, V.A. Baturin, M.D. Bulgakova, N.N. Gromova

In experiments haloperidol’s catalepsy intensity (0.5 and 1 mg/kg) of intact ovarioectomized and estrogen 
ovarioectomized (at 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 3 o’clock) rats were compared. Assessment of the severity of 
catalepsy was performed by registration (in seconds) the duration of retention of animals given a vertical 
situation in the pose of “lecturer”. 

Circadian variations in the intensity of catalepsy in intact female rats and ovarioectomized without and 
after estrogen used carried out the study found. Neuroleptic action on the dose, test time, keeping the ovaries, 
estrogen levels depended. Cataleptogenic neuroleptic action after removal of the ovaries means weakened. 
Estrogen used against ovarioectomy a tendency to reduce the total average daily cataleptogenic effect of 
haloperidol in dose of 0.5 mg/kg and to increase in dose of 1 mg/kg caused.

Key words: haloperidol’s catalepsy, ovarioectomy, synoestrolum, circadian differences.
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Измерение амплитуды смещения бара-
банной перепонки — чрезвычайно важный 
вопрос теоретической и практической ме-
дицины, который не решен и в настоящее 
время [1, 2]. Предлагавшиеся ранее спо-
собы неточны, либо весьма громоздки и 
не могут быть в дальнейшем развиты для 
использования in vivo [2, 6, 8, 9]. В насто-
ящее время, в связи с созданием лазерных 
автодинов на квантоворазмерных струк-
турах, появилась возможность проводить 
измерения микро- и нановибраций биоло-
гической ткани in vivo [3]. Автодинный 
эффект основан на изменении режима 
работы лазерного диода при возвраще-
нии части излучения обратно в его резо-
натор, данная система обладает высокой 
чувствительностью к отраженному 
сигналу [3, 4]. Для анализа автодинного 
сигнала в предположении гармоничности 
колебаний барабанной перепонки исполь-
зовалась известная процедура разложе-
ния интерференционного сигнала в ряд 
по функциям Бесселя и в ряд Фурье. Ам-
плитуду колебаний барабанной перепонки 

определяют по спектру автодинного сиг-
нала. В ряде работ [4, 5] установлена зави-
симость амплитуды гармоники, имеющей 
максимальное значение в спектре авто-
динного сигнала, от амплитуды колебаний 
барабанной перепонки. 

Для определения вибрационных ха-
рактеристик как отдельно барабанной 
перепонки, так и звукопроводящей цепи 
среднего уха в целом, нами проводилась 
серия модельных опытов, в которых ис-
пользовались свежие препараты височ-
ных костей домашних свиней. 

Материалы и методы
В целях проведения исследования 

in vitro на нативном свежем препарате 
височных костей нами были использо-
ваны височные кости домашних свиней 
(Sus scrofa domesticus), ввиду их схоже-
сти с человеческими по площади и стро-
ению барабанной перепонки, а также 
по приблизительно схожей анатомии и 
микромеханике среднего уха — близ-
кие к человеческим размеры и вес слу-

Рассматриваются вопросы измерения подвижности барабанной перепонки при помощи лазерного 
автодина в модельных опытах на свежих препаратах височных костей домашних свиней. Проведены 
исследования на интактном ухе, с имитацией адгезивных процессов в среднем ухе и разрыва цепи слухо-
вых косточек. Полученные данные свидетельствуют о возможности применения лазерного автодинного 
эффекта для измерения наносмещений биологических объектов.

Ключевые слова: среднее ухо, барабанная перепонка, адгезивный отит, лазерный автодин.
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ховых косточек [7]. Для исследования 
взяты животные породы крупная белая, 
возраст 183–195 дней, массой 95–115 кг, 
коммерческих генетических линий, по-
лученные из ЗАО «Липовское», содер-
жащиеся в конвенциональных условиях 
предприятия; животные были забиты 
на сертифицированном коммерческом 
предприятии, откуда получались непо-
средственно свежие препараты височ-
ных костей. Всего измерения проведе-
ны на 7 животных (13 ушей; у одного 
животного были обнаружены признаки 
хронического гнойного среднего отита с 
деструктивными изменениями в барабан-
ной полости). Определенным отличием 
свиной от височной кости человека яв-
ляется неполное погружение лабиринта 
внутреннего уха в каменистую часть ви-
сочной кости, а также более наклонное 
расположение медиальной стенки бара-
банной полости височной кости свиньи. 
Первое обстоятельство весьма способ-
ствует проведению измерений, так как 
облегчает методику препарирования и 
доступ к среднему уху с внутренней сто-
роны височной кости, дает возможность 
аккуратно удалить слуховые косточки 
и провести измерения непосредствен-
но вибрационных свойств барабанной 
перепонки. Наружный слуховой проход 
имеет иное направление, нежели у чело-
века, а также более выраженный изгиб и 
довольно длинный хрящевой отдел, что 
является препятствием при доступе к 
барабанной перепонке через наружный 
слуховой проход и требует тщательной 
предварительной подготовки препарата. 
Использовались височные кости живот-
ных, время с момента смерти которых до 
проведения эксперимента не превышало 
3–4 ч.

Экспериментальное определение ам-
плитуд колебаний барабанной перепонки 

проводилось с использованием автодин-
ной измерительной системы [4, 5], схема 
которой приведена на рис. 1. 

В состав измерительной автодинной 
системы входит лазерный диод RLD650 5 
с длиной волны излучения 652 нм. На 
барабанную перепонку 1 направляют 
когерентное излучение от лазерного ди-
ода 2, питаемого от источника тока 3. 
Отраженное от барабанной перепон-
ки лазерное излучение регистрируется 
с помощью фотоприемника 4. Сигнал 
с фотоприемника поступает через ши-
рокополосный усилитель, содержащий 
фильтр переменного сигнала 5, на вход 
аналого-цифрового преобразователя 6 
компьютера 7. Для возбуждения колеба-
ний барабанной перепонки используется 
излучатель звуковых волн 9 (исследова-
ние проводилось в свободном звуковом 
поле), работающий от генератора звуко-
вых колебаний 8. 

Рис. 1. Схема измерительной установки: 
1 — барабанная перепонка с расширительной 
воронкой; 2 — лазерный диод на 
квантоворазмерных структурах; 3 — источник 
тока лазерного диода; 4 — фотоприемник; 5 — 
широкополосный усилитель, содержащий фильтр 
переменного сигнала; 6 — аналого-цифровой 
преобразователь; 7 — компьютер; 8 — генератор 
звуковых колебаний; 9 — излучатель звуковых 
волн.

Измерение смещения барабанной перепонки лазерным автодинным методом 
в модельном опыте на височных костях домашней свиньи
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При исследовании снималась ампли-
тудно-частотная вибрационная характе-
ристика (АЧВХ) барабанной перепонки 
при уровне звукового давления у барабан-
ной перепонки 65 и 85 дБ. Акустические 
измерения проводились при помощи аку-
стического зонда и сертифицированного 
комплекса аппаратуры для акустических 
измерений фирмы «Bruel & Kjaer».

Исследования на интактном препара-
те среднего уха были произведены на 8 
свежих препаратах височных костей до-
машней свиньи. При этом для получения 
адекватного доступа к барабанной пере-
понки долотами и бором практически 
полностью удалялась хрящевая и кост-
ная части наружного слухового прохода, 
вплоть до annulus tympanicus. 

Исследования на препаратах среднего 
уха с имитацией разрыва цепи слуховых ко-
сточек были проведены на 2-х препаратах 
свежих височных костей домашней свиньи. 
Барабанная полость бором вскрывалась с 
внутренней стороны после удаления кост-
ного лабиринта, аккуратно удалялись слу-

ховые косточки. В результате становилась 
доступна для исследования непосредственно 
изолированная барабанная перепонка. Такой 
подход значительно облегчил приготовле-
ние препарата. Результаты измерения коле-
баний изолированной барабанной перепонки 
дают возможность судить о ее собственных 
резонансных частотах, а также представить 
в эксперименте модель ситуации с разобще-
нием цепи слуховых косточек.

Имитация адгезивных процессов в ба-
рабанной полости проводилась на 3-х све-
жих препаратах височной кости домаш-
ней свиньи. Барабанная полость на этих 
препаратах была вскрыта с внутренней 
стороны по описанным выше методикам. 
На область наковаленно-молоточково-
го сустава наносилась капля резинового 
клея «Момент» (ОАО «Хенкель-ЭРА», 
Россия), которая также фиксировала су-
став к стенке барабанной полости.

Результаты и их обсуждение
Результаты исследования подвиж-

ности барабанной перепонки на свежих 

Рис. 2. Амплитудно-частотная характеристика барабанной перепонки, снятая при помощи лазерного 
автодинного метода при уровне звукового давления 85 дБ для:
а) интактного препарата височной кости домашней свиньи;
б) изолированного препарата барабанной перепонки домашней свиньи;
в) при имитации адгезивных процессов в барабанной полости.
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препаратах височных костей домашней 
свиньи представлены на рис. 2 (при уров-
не звукового давления 85 дБ). 

Хорошо заметно, что в низкочастот-
ной области АЧВХ барабанной перепон-
ки интактного среднего уха наблюдают-
ся четыре максимума, соответствующие 
четырем резонансным частотам данной 
системы — 375, 475, 550 и 675 Гц. С 
увеличением интенсивности звукового 
воздействия значительно увеличивается 
амплитуда колебаний барабанной пере-
понки на частоте 550 Гц, а положение 
максимума незначительно смещается в 
область низких частот. Также происхо-
дит рост амплитуды колебаний на часто-
те 675 Гц, а амплитуда колебаний бара-
банной перепонки на остальных частотах 
возрастает незначительно. Отсюда мож-
но сделать вывод, что для системы «ба-
рабанная перепонка — слуховые косточ-
ки» резонансными являются частоты 550 
и 675 Гц. Максимальная зарегистриро-
ванная амплитуда составила 257 нм на 
частоте 550 Гц.

При измерениях подвижности на пре-
парате среднего уха с разъединением 
цепи слуховых косточек было обнару-
жено, что барабанная перепонка, не на-
груженная на цепь слуховых косточек и 
структуры внутреннего уха, имеет гораз-
до больший размах колебаний и некото-
рые собственные резонансные частоты, 
отличные от частот собственного вибра-
ционного резонанса системы интактного 
уха домашней свиньи. Для «свободной» 
барабанной перепонки наблюдаются мак-
симумы амплитуды колебаний на часто-
тах 370 и 575 Гц; отмечается равномер-
ное увеличение амплитуды колебаний 
барабанной перепонки во всей области 
исследуемых частот, за исключением 
области вблизи 700 Гц, где наблюдается 
появление дополнительной резонансной 

частоты. Максимальная зарегистриро-
ванная амплитуда составила 505 нм на 
частоте воздействия 425 Гц при уровне 
звукового давления, превышающего по-
рог слышимости на 60 дБ.

Из сопоставления АЧВХ барабанной 
перепонки для случая целостного слухо-
вого аппарата и случая с разрывом в цепи 
«барабанная перепонка — слуховые ко-
сточки» можно сделать вывод, что диа-
гностирование нарушения передаточной 
функции в цепи «барабанная перепон-
ка — слуховые косточки» возможно по 
спектральной картине амплитудного от-
клика барабанной перепонки на звуко-
вую нагрузку различной интенсивности. 
Амплитудный отклик контролируется по 
спектру сигнала полупроводникового ла-
зерного излучателя на квантоворазмер-
ных структурах, работающего в автодин-
ном режиме.

На АЧВХ барабанной перепонки с 
имитацией адгезивных процессов в бара-
банной полости можно отметить стати-
стически достоверное (р<0,05) снижение 
максимальной амплитуды вибрации бара-
банной перепонки до 80–100 нм, по срав-
нению с интактным препаратом височной 
кости домашней свиньи, явления резонан-
са выражены на частотах 400–600 Гц. 

Выводы: 
1. Лазерный автодинный измеритель 

наносмещений может использоваться для 
регистрации амплитуд вибрации биологи-
ческих объектов с высокой точностью.

2. Измерения на свежих препаратах 
интактного среднего уха выявили резо-
нансные частоты 550 и 675 Гц. 

3. Максимальная зарегистрированная 
амплитуда вибрации барабанной пере-
понки интактного препарата составила 
257 нм на частоте воздействия 550 Гц 
при уровне звукового давления 60 дБ; 

Измерение смещения барабанной перепонки лазерным автодинным методом 
в модельном опыте на височных костях домашней свиньи
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при разрыве цепи слуховых косточек ам-
плитуда колебаний в тех же условиях до-
стигает 505 нм.

4. Отмечены достоверные отличия в 
регистрируемой данным методом ампли-
туде вибраций барабанной перепонки при 
имитации адгезивных процессов — сни-
жение амплитуды вибрации барабанной 
перепонки до 80–100 нм, изменение ча-
стот ее резонанса.

5. Результаты указанных модельных 
опытов являются обоснованием экспе-
риментальных исследований на человеке 
in vivo.
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Measurement of shift of an eardrum 
by a laser avtodinny method in modeling experience 

on temporal bones of a house pig

G.O. Mareev, O.V. Mareev

Тhe results of pig tympanic membrane mobility, measured by laser autodine effect are present in artide. 
Fresh specimen of pig’s temporal bone were used. Some measurements were made on intact middle ear struc-
tures, on the ear specimen with imitation of adhesive process and hearing chain destruction. Asessed results are 
important for further investigation of middle ear mechanics through laser autodine effect.

Key words: middle ear, tympanic membrane, adhesive otitis media, laser autodine.



Biomedicine № 2, 201227

Биомедицина  № 2, 2012, C. 27–32

В современной хирургии одной из ак-
туальных проблем является лечение раз-
рывов паренхиматозных органов брюш-
ной полости, которые по статистике 
занимают лидирующее положение при 
тупой травме живота [3, 21, 22]. Поэто-
му одной из важных задач при решении 
данного вопроса является подбор пла-
стических материалов, обеспечивающих 
адекватную регенерацию их ран с про-
дуктивным течением воспалительно-ре-
паративного процесса и меньшим отри-
цательным воздействием на иммунную 
систему [15, 19]. Проведенные в этом 
направлении исследования установили, 
что биологические материалы — мыш-
цы передней брюшной стенки [10, 11], 
серозно-мышечный лоскут желудка [2, 
6], большой сальник [20], брыжейка [8] 
и стенка тонкой кишки [1, 4, 16, 23] — 
имели преимущество перед синтетиче-

скими [5, 18, 24]. Изучение регенерации 
ран после экспериментальных аутопла-
стических операций позволили выска-
зать предположение о механизме тка-
невой диффузии между исследуемыми 
трансплантатами и рецепиентным ложем 
органов [13]. В этой связи, дополнитель-
но предпринята возможность проанали-
зировать её и методом лазерной доппле-
ровской флуометрии [7, 9, 12].

 
Цель. Исследование микроциркуля-

ции ряда органов брюшной полости и 
тканей передней брюшной стенки, ис-
пользованных в качестве донорских, ме-
тодом лазерной допплеровской флуоме-
трии.

Материалы и методы 
Экспериментальные исследования 

по оценке микроциркуляции в органах 

Эксперименты выполнены на 10 кроликах породы шиншилла. Методом лазерной допплеровской 
флуометрии определены показатели микроциркуляции кожи, мышц передней брюшной стенки, парие-
тальной брюшины, большого сальника, брыжейки тонкой кишки и её стенки, желудка – в области дна, 
тела, большой кривизны и привратника. Полученные значения интенсивности кровотока анализиро-
вались амплитудно-частотным спектром и вейвлет-анализом. Установлено, что интенсивность микро-
циркуляции в стенке желудка имела наибольшие значения по сравнению с другими исследованными ор-
ганами и тканями. При этом наиболее оптимальным, с точки зрения интенсивности микроциркуляции, 
являлись тело и большая кривизна желудка. 

Ключевые слова: микроциркуляция, желудок, сальник.
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брюшной стенки и интактных тканях 
области живота выполнены на 10 кро-
ликах-самцах породы шиншилла (Oryc
tolagus cuniculus сhinсhilla) в возрасте 
6–12 мес. и массой 1,5–2,0 кг, выведен-
ных на кроликоферме «Астрахань-МИ-
АКРО», которые в процессе экспери-
мента содержались в условиях вивария. 
Под наркозом (кетамин 1 мг/кг внутри-
мышечно) осуществлялась верхняя-
срединная лапаротомия. Исследования 
микроциркуляции проводились в тканях 
исследуемых органов методом лазерной 
доплеровской флуометрии (ЛДФ) при 
помощи аппарата «ЛАКК-01» произ-
водства НПП «Лазма» (Россия). Дат-
чиком указанного аппарата последова-
тельно снимали показатели в области 
передней брюшной стенки (ПБС), ее 
мышц, а также париетальной брюшины, 
брыжейки тонкой кишки и её стенки. В 
самом желудке показатели интенсивно-
сти кровотока исследовались отдельно: 
в области дна, тела, большой кривизны 
и привратника, в большом сальнике ис-
следуемые значения определялись по 
левому и нижнему его краям, как в ме-
стах с наиболее интенсивной микроцир-
куляцией [17]. Время снятия показаний 
с каждой точки продолжалось не менее 
двух мин [9]. ЛДФ анализировались с 
помощью амплитудно-частотного спек-
тра (АЧС) и вейвлет-анализа. Получен-
ные данные измерялись в перфузион-
ных единицах (ПЕ).

После выполненных исследований все 
животные выводились из эксперимента 
внутриплевральным введением тиопен-
тала с учетом «Правил проведения работ 
с использованием экспериментальных 
животных» (Приказ МинВУЗа №724 от 
13.11.1984 г.).

Количественные результаты подвер-
гались статистической обработке с вы-

числением средних величин и их ошибок 
(M±m). Достоверными считались разли-
чия при p≤0,5.

Результаты и их обсуждение
На этапе оперативного доступа были 

зафиксированы основные показатели 
микроциркуляции различных органов 
и тканей: для кожи передней брюшной 
стенки они составили — 19,85±0,8 ПЕ; 
нейрогенный тонус (НТ) — 5,6±0,23; ми-
огенный тонус (МТ) — 4,95±0,19; пока-
затель шунтирования (ПШ) — 0,88±0,07; 
данные по мышцам передней брюшной 
стенки при оперативном вмешатель-
стве в среднем составили 31,35±1,4 ПЕ, 
МТ — 5,55±0,25, НТ — 4,96±0,22, ПШ 
— 1,06±0,09; париетальная брюшина 
— 23,42±1,8 ПЕ; нейрогенный тонус — 
2,01±0,14; миогенный тонус — 3,11±0,29; 
ПШ — 1,47±0,11.

По завершении операционного до-
ступа искомые значения интактного 
желудка составили: большая кривизна 
— 37,9±1,8 ПЕ; НТ — 1,93±0,13; МТ — 
2,14±0,18; ПШ — 1,11±0,09; дно — 41,2± 
2,1ПЕ; НТ — 2,01±0,18; МТ — 2,12±0,18; 
ПШ — 1,14±0,08; пилорический отдел 
— 37,08±1,7 ПЕ; НТ — 1,99±0,12; МТ 
— 2,21±0,18; ПШ — 1,03±0,08; тело — 
43,04±2,1 ПЕ; НТ — 2,07±0,9; МТ — 
2,14±0,14; ПШ — 0,98±0,09. В других 
интактных органах брюшной полости ис-
следуемые показатели были следующи-
ми: в стенке тонкой кишки — 34,51±1,6 
ПЕ, НТ — 1,6±0,11, МТ — 2,2±0,17, ПШ 
— 1,09±0,08; в брыжейке тонкой кишки 
— 22,71±1,1 ПЕ, НТ — 2,34±0,17, МТ — 
3,11±0,22, ПШ — 0,98±0,06 и по левому 
и нижнему краям большого сальника — 
26,73±1,3 ПЕ, МТ — 4,31±0,29, НТ — 
4,1±0,2, ПШ — 0,95±0,08.

Полученные результаты показали 
(рис. 1), что в стенке желудка констати-
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рована наибольшая интенсивность ми-
кроциркуляции. При этом ее сравнение в 
различных отделах желудка выявило его 
максимальное значение в области тела — 
43,04±2,1 ПЕ, которое несколько умень-
шалось в области дна, большой кривизны 
и пилорического отдела (41,2 ± 2,1 ПЕ, 
37,9 ± 1,8 ПЕ и 37,08 ± 1,7 ПЕ соответ-
ственно). Сравнение данных вейвлет-ана-
лиза показало, что миогенный, нейроген-
ный тонусы и показатель шунтирования 
были сходны по своим параметрам во 
всех исследуемых точках желудка, что 
позволяет говорить о равномерности и 
сбалансированности регуляции микросо-
судистого русла желудка.

В других исследуемых нами органах и 
тканях искомый показатель был ниже по 
сравнению с желудком: в большом саль-
нике — 26,73 ± 1,3 ПЕ, в париетальной 
брюшине — 23,42±1,8 ПЕ. В стенке тон-
кой кишки интенсивность микроцирку-
ляции составила 34,51±1,6 ПЕ, в ее бры-
жейке существенно меньше — 22,71±1,1 
ПЕ. В мышцах передней брюшной стен-
ки интенсивность микроциркуляции со-

ставила 31,35±1,4 ПЕ, а в коже передней 
брюшной стенки констатировано наи-
меньшее ее значение по сравнению со 
всеми вышеназванными исследуемыми 
органами и тканями — 19,85±0,8 ПЕ.

Сравнительная оценка полученных 
нами результатов с данными литературы 
по микроциркуляции в органах и тканях 
морской свинки [14] (рис. 2) показали 
идентичность выявленной нами тенден-
ции, касающейся тела желудка, где отме-
чен наибольший показатель микроцир-
куляции, а также искомых показателей 
в фундальном, пилорическом отделах 
желудка и большом сальнике — соот-
ветственно по убывающей. Проведенный 
сравнительный анализ продемонстриро-
вал более интенсивный уровень микро-
циркуляции во всех исследуемых нами 
органах и тканях у кроликов по срав-
нению с аналогичными показателями у 
морских свинок. Поэтому мы считаем 
предпочтительным для создания экспе-
риментальной модели аутопластической 
операции использовать кролика, ввиду 
большей интенсивности микроциркуля-

Рис. 1. Показатели интенсивности микроциркуляции некоторых органов и тканей области живота (М).

Оценка микроциркуляции тканей передней брюшной стенки и некоторых органов 
брюшной полости как потенциальных аутотрансплантатов в абдоминальной хирургии
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ции в органах брюшной полости по срав-
нению с морской свинкой. 

С точки зрения интенсивности микро-
циркуляции, стенка желудка в области 
его тела и большой кривизны является 
наиболее оптимальной для применения 
в пластических целях. Всё это дает воз-
можность рекомендовать стенку же-
лудка в клиническую хирургическую 
практику для аутопластики различных 
органов человека.

Выводы
1. Интенсивность микроциркуляции в 

стенке желудка имеет наибольшие зна-
чения по сравнению с другими исследо-
ванными органами брюшной полости и 
тканями передней брюшной стенки.

2. Наиболее оптимальной в пластиче-
ских целях, с точки зрения интенсивно-
сти микроциркуляции, является стенка 
желудка в области его тела и большой 
кривизны.

3. У кролика выявлена бóльшая ин-
тенсивность микроциркуляции исследо-
ванных органов по сравнению с подоб-
ными её показателями морских свинок, 
поэтому предпочтительно использовать 
при создании экспериментальной моде-
ли аутопластической операции именно 
кроликов в качестве экспериментальных 
животных.
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Estimation of tissue microcirculation 
of the front abdominal wall and the some abdominal 

organs as potential autotransplants in abdominal surgery

O.V. Musatov, S.A. Zurnadjan, M.N. Trizno

Experiments are executed on 10 chinchilla rabbits. The method laser Doppler’s fluometry certain parameters 
of microcirculation of a skin, muscles of a front abdominal wall, parietal peritoneum, the greater omentum, 
mesentery a thin gut and its wall, a stomach — in the region of a fundus, a body, the greater curvature and the 
pylorus. The received values of intensity of a blood-groove were analyzed by a peak-frequency spectrum and 
the wavelet-analysis. It is established, that intensity of microcirculation in a wall of a stomach had the greatest 
values in comparison with other investigated bodies and fabrics. Thus, the optimal from the point of view of 
intensity of microcirculation were the body and greater curvature of a stomach. 

Key words: microcirculation, stomach, omentum.
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Сахарный диабет (СД) остается од-
ним из наиболее распространенных 
хронических заболеваний, приводящих 
к глубокой инвалидизации и гибели лю-
дей трудоспособного возраста во всем 
мире. Эксперты прогнозируют дальней-
ший рост этой патологии, особенно СД 2 
типа, что заставляет искать новые, более 
эффективные способы терапии. В связи 
с развитием клеточных технологий и от-
сутствием работ по применению их при 
данном заболевании, было решено в экс-
перименте изучить различные режимы 
применения клеток костного мозга на 
модели СД 2 типа. Отсутствие в России 
такой экспериментальной модели и, со-
ответственно, данных об изменениях кли-

нических проявлений СД 2 типа под вли-
янием аллогенных или изогенных клеток 
костного мозга и определило актуаль-
ность данного исследования. 

Целью настоящего исследования 
явилось изучение целесообразности ис-
пользования мутантных мышей линии 
С57BL/KsJYLeprdb/+ в качестве модели 
при проведении экспериментальных работ 
по коррекции СД 2 типа методом транс-
плантации клеток костного мозга.

Материалы и методы
Для достижения намеченной цели ра-

бота проводилась по трем основным на-
правлениям: по пути изучения динамики 
патофизиологических изменений состоя-

Впервые применен метод лечения СД 2 типа с помощью аллогенных и изогенных культивированных 
клеток костного мозга на отечественной генетической модели СД 2 типа (мыши db/db), воспроизводя-
щей клинические проявления СД 2 типа у человека. В работе были установлены условия, при которых 
оптимизируются эффекты лечения с помощью стволовых и прогениторных клеток костного мозга. 
Установлено, что пролонгированный клинический эффект регуляции углеводного обмена и предот-
вращение глубоких структурных патогенетических нарушений во внутренних органах наступают при 
использовании клеток костного мозга в раннюю стадию развития СД 2 типа в высоких дозах или много-
кратном применении умеренных доз клеток, что позволяет длительно компенсировать углеводный об-
мен за счет сохранения адекватной функциональной активности островкового аппарата поджелудочной 
железы. Полученный метод можно рассматривать как предклинический этап изучения возможности и 
перспективности применения клеток костного мозга в комплексном лечении СД 2 типа.

Ключевые слова: сахарный диабет 2 типа, мыши db/db, поджелудочная железа, клетки костного мозга.
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ния животных в генетической модели СД 
2 типа, по пути освоения техники приме-
нения клеточных технологий и по пути 
исследования возможностей коррекции 
СД 2 типа с помощью аллогенных и изо-
генных клеток костного мозга (ККМ).

Патофизиологические изменения 
в организме при СД 2 типа изучали на 
мутантных мышах С57BL/KsJYLeprdb/+ 
(B/Ks-Leprdb/+), которые несут рецессив-
ный ген leptin receptor-Leprdb — (db) (8-я 
группа сцепления, 4-я хромосома). Ген db 
в гомозиготном состоянии вызывает диа-
бет, сходный с diabetes mellitus, с дегра-
нуляцией β-клеток в островках поджелу-
дочной железы (ПЖ), но без дефицита 
инсулина. Мыши-диабетики B/Ks-Leprdb/
Leprdb (db/db) обоих полов бесплодны  
[1, 4, 8]. Для контроля динамики разви-
тия СД 2 типа использовали группу здо-
ровых мышей — фенотипически здоро-
вые гетерозиготные мыши той же линии 
B/Ks-Leprdb/+ (db/+).

Для коррекции клинических и морфо-
логических признаков СД 2 типа исполь-
зовали модель гомозиготных мутантных 
мышей линии db/db. Контрольную груп-
пу составили мыши с СД 2 типа без вве-
дения ККМ. 

В опытных группах на фоне разви-
тия СД вводили ККМ мышам в возрас-
те 1 мес., т. е. на первой стадии СД, и в 
возрасте 3–4 мес., т. е. на второй стадии 
развития СД. 

В опытных группах для коррекции 
клинических и морфологических на-
рушений в организме использовали ал-
логенные клетки (гемопоэтической и 
стромальной фракций) КМ от здоровых 
доноров мышей линии B10.GFP или изо-
генные клетки (гемопоэтической и стро-
мальной фракций) КМ от фенотипиче-
ски здоровых гетерозиготных мышей 
той же линии db/+. 

Все работы по выделению клеток и 
их культивированию проводились в со-
ответствии с общими принципами куль-
туральных исследований на живых и 
трупных донорах (срок гибели животных 
30–40 мин). Исследовали жизнеспособ-
ность гемопоэтических клеткок костно-
го мозга (ГПККМ) и мультипотентных 
мезенхимальных стромальных клеток 
костного мозга (фибробластоподобные 
клетки) (ММСК КМ) по их окраске три-
пановым синим, а также исследовали 
пролиферативную активность в культу-
ре ММСК КМ по скорости образования 
монослоя. 

Введение ККМ проводили внутри-
брюшинно, возраст доноров соответ-
ствовал возрасту реципиентов, сроки на-
блюдения составили 2 и 4 мес. 

При введении ККМ на второй стадии 
заболевания (3–4 мес.), когда имели место 
выраженные клинические признаки, было 
выполнено 6 опытных серий, из них 3 се-
рии с трансплантацией аллогенных ККМ 
от здоровых доноров мышей B10.GFP:

серия 1.1 — мышам db/db в возрас-
те 3 мес. вводили однократно гемопоэ-
тические ККМ (ГПККМ) в количестве 
4,5–5 млн; клетки были культивированы 
4 суток; 

серия 1.2 — мышам db/db в возрасте 
3 мес. вводили однократно некультиви-
рованные ККМ в количестве 4,5–5 млн; 

серия 1.3 — мышам db/db в возрасте 
3,5-4 мес. производили 7-кратное введе-
ние ККМ — сначала ГПККМ (монону-
клеарная фракция), культивированных 
в течение 5 суток, и затем ММСК КМ, 
культивированных в течение 14 суток. 

Реципиентам мононуклеарную фрак-
цию ККМ вводили по 4,5–5 млн 4-х-кратно 
(18–20 млн) с интервалом в 7 дней; ММСК 
КМ вводили по 2–2,5 млн 3-х-кратно  
(6–7,5 млн) с интервалом в 14 дней, от пер-
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вого введения мононуклеарной фракции.
Также было проведено 3 серии с 

трансплантацией изогенных ККМ от фе-
нотипически здоровых гетерозиготных 
мышей той же линии db/+:

серия 2.1 — мышам db/db в возрасте 
3 мес. производили трехкратное введение 
ГПККМ по 8–13 млн (всего 24–39 млн 
клеток) с интервалом в 3–4 дня; клетки 
были предварительно культивированы 
4 суток; 

серия 2.2 — мышам db/db в возрасте 
3 мес. производили трехкратное введение 
ММСК КМ, которые были культиви-
рованы в течение 14 суток и вводились 
с интервалом в 7–14 дней по 8–10 млн 
(24–30 млн) клеток;

серия 2.3 — мышам db/db в возрасте 
3 мес. производили однократное введение 
ГПККМ в количестве 100 млн, клетки 
были культивированы в течение 5 суток.

Создаваемые серии опытов различа-
лись между собой фенотипом клеток, 

дозами и способами подготовки их к вве-
дению. 

При введении ККМ на первой стадии 
заболевания (1 мес.), характеризующей-
ся начальными признаками СД, в опыт-
ной группе было выполнено 2 опытных 
серии, где нами были использованы наи-
более эффективные схемы введения 
ККМ:

 серия 1 — это 7-кратное введение 
смеси аллогенных гемопоэтических и 
стромальных ККМ в суммарной дозе 
24–27,5 млн клеток; 

серия 2 — однократное введение изо-
генных гемопоэтических в дозе 100 млн 
клеток. 

У мышей-реципиентов в динамике 
определяли в крови содержание глюко-
зы, гликозилированного гемоглобина 
(HbA1с), измеряли массу тела и массу 
внутренних органов; определяли объем 
выпитой воды и съеденного корма.

 Проводили в динамике гистологиче-

Таблица 1 
Значения показателей уровня глюкозы и гликозилированного гемоглобина 

у мышей с СД 2 типа после введения алло- и изогенных ККМ 
(в возрасте 5 мес. после рождения)

Серии опытов Глюкоза, ммоль/л HbA1c, %

Серия 1.1 (n=25) 17,5±5,42* 6,9±0,48*

Серия 1.2 (n=25) 22,1±3,57* 7,7±0,56*

Серия 1.3 (n=25) 17,2±4,18* 6,7±0,81*

Серия 2.1 (n=30) 19,3±2,49* 7,2±0,67*

Серия 2.2 (n=30) 19,4±4,18* 7,3±0,61*

Серия 2.3 (n=30) 17,1±5,52* 6,6±0,46*

Серия 1 (n=30) 6,9±2,82* 4,4±0,55*

Серия 2 (n=30) 6,7±2,18* 4,4±0,57*

Контроль с СД 2 типа без ККМ (n=25) 26,3±3,61 8,7±0,80

Группа без СД (норма) (n=30) 5,7±0,65 3,9±0,57

где * — p<0,05 по сравнению с контролем СД 2 типа без терапии ККМ
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ские исследования поджелудочной желе-
зы, печени, почек и селезенки. 

Результаты и их обсуждение
После трансплантации ККМ при СД 2 

типа на стадии ранних (1 мес. после рож-
дения) и выраженных (3–4 мес. после 
рождения) патогенетических нарушений 
в организме выявлено, что при введении 
ККМ на стадии выраженных клиниче-
ских проявлений СД 2 типа (3–4 мес.) во 
всех сериях опытов к 5-ому мес. имеет 
место снижение глюкозы и HbA1c по 
сравнению с контролем (табл. 1). Более 
выраженное снижение было получе-
но в серии 1.3 — при 7-кратном введе-
нии аллогенных ККМ разных фракций 
(ГПККМ и ММСК КМ) и в серии 2.3 с 
однократным введением максимальной 
дозы 100 млн изогенных ГПККМ.

В сериях 2.1 и 2.2 (где были введены 
разные фракции изогенных ККМ почти в 
одинаковых дозах) были получены равно-
ценные результаты, что также было под-
тверждено нами гистологически; менее 
выраженное снижение показателей угле-
водного обмена получено в серии 1.2, где 

были введены некультивированные алло-
генные ККМ.

Однако при введении алло- и изоген-
ных ККМ на раннем этапе развития СД 
2 типа (через 1 мес.) в исследуемых се-
риях 1-2 к 5-ому мес. мы наблюдали нор-
мальные значения показателей уровней 
глюкозы и HbA1c, т.е. мы показали, что 
заблаговременное введение ККМ пре-
дотвращало развитие основных клиниче-
ских проявлений СД: к 5-му мес. уровень 
глюкозы и HbA1c был достоверно ниже 
не только по сравнению с контролем, но 
и по сравнению с опытами, где клеточ-
ную терапию проводили на стадии раз-
вернутой клинической картины СД (по 
сравнению с 1.1-2.3).

Из рис. 1 видно, что при введении 
ККМ на стадии выраженных клиниче-
ских проявлений (т.е. на 3-й мес.) отме-
чается лишь стабилизация массы тела и 
предотвращение её снижения на этапе 
декомпенсации метаболизма и развития 
терминальных нарушений в организме, 
которые возникают в контроле.
•	При введении ККМ через 4 мес. пре-

дотвратить снижение массы тела не 

Рис. 1. Динамика изменения массы тела у мышей с СД 2 типа после клеточной терапии на разных 
стадиях болезни.
* — p <0,05 по сравнению с контрольной группой СД 2 типа без терапии ККМ.
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удавалось, хотя степень снижения её 
была менее выраженной (масса тела 
стабилизировалась к 56-ому дню и до-
стоверно удерживалась практически 
так же до конца эксперимента).

•	При раннем введении (через 1 мес.) 
масса животных в течение 120 дней на-
блюдений достоверно не отличалась от 
нормы.

Показатели объема выпитой воды и 
съеденного корма у мышей с СД 2 типа 
(табл. 2) менялись в соответствии с дру-
гими клиническими показателями. Было 
отмечено снижение полидипсии и поли-
фагии после алло- и изогенной клеточ-
ной терапии во всех сериях, особенно 
в сериях при введении ККМ на ранних 
сроках развития болезни (сериях 1 и 2); 
хорошие результаты были получены на 
поздних сроках введения ККМ в сериях 
1.3 и 2.3, где нами вводились клетки мно-
гократно (7 раз) и в максимально высо-
кой дозе. Отмечен регресс трофических 
изменений кожных покровов: например, 

Таблица 2 
Показатели объема выпитой воды и съеденного корма в течение 30 дней 

после проведения клеточной терапии у мышей на разных стадиях развития СД 2 типа

Серии опытов Объем выпитой воды, мл Объем съеденного корма, г

Серия 1.1 (n=25) 13,7±1,41* 5,9±0,24*

Серия 1.2 (n=25) 17,6±1,75* 6,7±0,15*

Серия 1.3 (n=25) 9,44±0,92 4,97±0,34*

Серия 2.1(n=30) 12,5±0,69* 5,54±0,23*

Серия 2.2 (n=30) 12,4±0,92* 5,62±0,32*

Серия 2.3 (n=30) 8,0±1,51* 4,48±0,34*

Серия 1 (n=30) 5,04±0,37* 3,96±0,42*

Серия 2 (n=30) 5,11±0,61 4,02±0,83*

Контроль с СД 2 типа без ККМ (n=25) 25,7±1,18 8,9±0,29

Группа без СД (норма) (n=30) 4,69±0,35 3,74±0,096

где * — p<0,05 по сравнению с контрольной группой СД 2 типа без терапии ККМ.

Рис. 2. Состояние кожных покровов у мышей с СД 
2 типа до и после проведения аллогенной клеточной 
терапии (через 120 дней после рождения).
А — Мацерация кожи до введения ККМ. 
Б — Заживление кожных ран через 21 день после 
введения ККМ (серия опыта 1.3).

A

Б
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при введении аллогенных ККМ на позд-
них сроках в серии 1.3 на рис. 2 показа-
на мацерация кожи до введения, после 
введения мацерация полностью исчезла. 
При введении ККМ на ранних сроках ма-
церация кожных покровов не возникала 
в течение всего срока наблюдений (120 
дней). 

При раннем применении ККМ мы на-
блюдали в течение всего исследуемого 
срока (120 дней) не только сохранение 
нормальных показателей клинического 
состояния животных, но и достоверно 
более длительные сроки жизни таких 
животных (табл. 3), не только по срав-
нению с контролем, но и с животными, 
получавшими ККМ на поздних сроках 
жизни (болезни).

При морфологических исследованиях 
оказалось, что у животных, получивших 
ККМ на ранней стадии развития СД, в 
ПЖ через 5 мес. сохраняется большая 
площадь ОЛ, большее количество клеток 
в ОЛ и более выраженная базофильность 

этих клеток (табл. 4 и рис. 3), свидетель-
ствующие об их более высокой функцио-
нальной активности, чем в контроле (СД 
2 типа без ККМ).

 С целью подтверждения присутствия 
нейроэндокринных (α и β) клеток в соста-
ве ОЛ во всех сериях опытов нами про-
водился иммуногистохимический анализ 
ОЛ с маркером специфических нейроэн-
докринных гранул — хромогранином-А, 
который экспрессируется в цитоплазме 
клеток эндокринной части ПЖ при их 
восстановительной регенерации. 

Наши результаты показали, что по-
ложительное цитоплазматическое окра-
шивание было выявлено в значительном 
количестве клеток в островках при позд-
нем, но особенно при раннем введении 
алло- и изогенных ККМ, и эти данные 
мы представили на рис. 4А. В контроле 
с СД 2 типа без введения ККМ положи-
тельное цитоплазматическое окраши-
вание было выявлено только в клетках 
периферических отделов островков, в 

Таблица 3 
Сроки жизни животных с СД 2 типа после алло и изогенной трансплантации ККМ 

на разных стадиях развития СД 2 типа

Серии опытов
Кол-во

животных
на дожитие

Срок жизни, дни

Длительность жизни Средний срок

Серия 1.1. 5 324, 330, 337, 345, 349 337±10,3*

Серия 1.3. 5 412, 417, 424, 432, 435 424±9,7*

Серия 2.3. 5 431, 442, 447, 456, 459 447±11,3*

Серия 1. 5 486, 505, 508, 513, 520 506±12,7*

Серия 2. 5 514, 526, 539, 548, 557 537±17,1*

Контроль с СД 2 типа без ККМ 5 138, 159, 167, 185, 199 169±23,2

где * — p<0,05 по сравнению с контрольной серией СД 2 типа без ККМ.
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зонах нахождения α-клеток, тогда как 
в центральных участках — местах рас-
положения β-клеток — клетки были 
хромогранин-А-негативными (рис. 4Б). 
Данные результаты свидетельствова-
ли об отсутствии признаков восстано-
вительной регенерации островковых 
клеток в контроле. Примечательно, что 

метод окрашивания хромоганином-А по-
зволил выявить не выявляемые гистоло-
гически рассеянные мелкие скопления 
положительно окрашенных клеток — от 
3 до 6 клеток (рис. 4В, Г) в ткани ПЖ 
(возможно, новообразующиеся остров-
ки?). Часть этих клеток располагалась 
вблизи протоков ПЖ, что соответству-

Таблица 4 
Морфометрическое исследование островковой ткани ПЖ у мышей db/db 

в разных опытных сериях в возрасте 5 мес. после рождения

Серия опытов Площадь ОЛ ПЖ в усл.ед. Количество клеток в ОЛ

1.1 (n=16) 37858,73±1021* 131±21*

1.2 (n=17) 31565,25±1025* 112±17

1.3 (n=13) 96555,2±6578*  258±103*

2.1 (n=13) 44284,01±1756* 142±23*

2.2 (n=13) 41327,5±1437* 135±22*

2.3 (n=13) 63696,1±1922* 199±45*

1.1 (n=13) 102143,1±2712* 313±69*

1.2 (n=17) 92299,5±2103* 306±84*

Контроль СД 2 типа без ККМ (n=25) 11318,8±783 81±27

Группа без СД (норма) (n=20) 58954,7±1134 226±40

где * — p<0,05 по сравнению со значениями аналогичных показателей контроля (СД 2 типа без ККМ).

Рис. 3. Островковая ткань поджелудочной железы мышей db/db с СД 2 типа через 120 дней после 
раннего введения ККМ (через 30-35 суток после рождения). Окраска альдегид-фуксином по Гомори.
А, Б — Базофильные β-клетки в ОЛ при СД после введения ККМ; 
А — Увел. х 100; 
Б — Увел. х 400; по результатам гистохимического окрашивания количество активно 
функционирующих β-клеток в ОЛ при сравнении с нормой (Г) было практически одинаковым 
(визуальная оценка); 
В — Уменьшение числа базофильных β-клеток в ОЛ в контроле — СД без ККМ, Увел. х 400; 
Г — Базофильные β-клетки в ОЛ ПЖ здоровых мышей db/+ (норма), Увел. х 400.
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Рис. 4. Иммуногистохимическое исследование поджелудочной железы с хромогранином-А маркером 
нейроэндокринных гранул в ОЛ (парафиновые срезы).
А — Хромоганин-А в цитоплазме клеток ОЛ на 120 сутки после введения ККМ (опытная серия IV.1), 
Увел. Х 200;
Б — Хромогранин-А в цитоплазме отдельных клеток периферических участков ОЛ после введения 
«мертвых» ККМ (дополнительный контроль), Увел. х 200;
В — Хромогранин-А в мелких скоплениях клеток вблизи протоков в ПЖ (указано стрелками) на 120 
сутки после введения ККМ (опытная серия 1.3), Увел. х 200;
Г — Хромогранин-А в мелких скоплениях клеток вблизи протоков в ПЖ (указано стрелками) на 120 
сутки после введения ККМ (опытная серия 2.3.), Увел. х 400.
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A
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Рис. 5. Иммуногистохимическое выявление через 120 дней после введения ККМ репликации ДНК в 
ядрах клеток ОЛ ПЖ антителами к Кi-67 (парафиновые срезы). 
А — Кi-67-позитивные клетки ОЛ (указано стрелками) после проведения клеточной терапии 
в опытной серии III.2.3 (свидетельство пролиферативной активности в ОЛ) на фоне высокой 
пролиферативной активности клеток лимфатического узла (внутренний контроль), Увел. х 200; 
Б —Ki-67-негативные клетки ОЛ после введения «мертвых» ККМ контроль, Увел. х 400.
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ет представлениям о новообразовании 
островковых клеток из стволовых кле-
ток, располагающихся вблизи протоков. 
Эти наблюдения свидетельствуют о сти-
муляции дифференцировки дуктального 
эпителия в островковые клетки.

С целью изучения пролиферативной 
активности клеток островковой части 
ПЖ после введения ККМ (стволовых и 
прогениторных клеток) нами было вы-
полнено иммуногистохимическое ис-
следование с использованием маркера 
репликации ДНК — антитела Кi-67 
(маркер пролиферативной активности). 
По результатам наших исследований 
установлено, что Кi-67-положительно 
окрашенные клетки составляют прибли-
зительно от 5 до 15% всех клеток остров-
ка — как при позднем, так при раннем 

сроке введения ККМ. На рис. 5 — поло-
жительное окрашивание ядер отдельных 
клеток ОЛ на фоне высокой пролифе-
ративной активности лимфатического 
узла. В группах контроля СД без ККМ 
пролиферативная активность клеток от-
сутствовала.

Позитивная динамика была отмечена 
в состоянии других органов. В печени — 
более выраженное накопление гликоге-
на, лучшая сохранность балочной струк-
туры, а также отсутствие признаков 
жировой дистрофии (рис. 6), которые 
наблюдались в контроле к 120-му дню 
наблюдения, мы также отмечали отсут-
ствие жировой дистрофии гепатоцитов и 
накопление в них гликогена.

 В почках после применения ККМ 
признаки выраженных дистрофических 

A Б

В Г

Рис. 6. Ткань печени мышей с СД 2 типа через 120 дней после раннего введения ККМ (через 30-35 
суток после рождения).
А — Резкое снижение накопления гликогена в гепатоцитах печени у контрольных мышей db/db через 
5 мес. после рождения, окраска РАS — реакцией; Увел. х 400; 
Б — Мелко-крупнокапельная жировая дистрофия ткани печени у контрольных мышей db/db через  
5 мес. после рождения, окраска Суданом III; Увел. х 400;
В — Полное накопление гликогена в гепатоцитах печени после ранней клеточной терапии, окраска 
РАS — реакцией; Увел. х 100 (5 мес. после рождения);
Г — Отсутствие жировой дистрофии в ткани печени после ранней клеточной терапии, окраска 
Суданом III; Увел. х 400 (5 мес. после рождения).
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Рис. 7. Ткань почки мышей db/db с СД 2 типа через 120 дней после раннего введения ККМ (на 30–35 
сутки после рождения). 
А — Эозинофильные массы (указаны стрелками) в просвете извитых канальцев и собирательных 
трубочек у мыши с СД 2 типа без введения ККМ (контроль); окраска гематоксилин-эозином,  
Увел. х 400 (5 мес. после рождения); 
Б — Отсутствие эозинофильных масс в просвете извитых канальцев и собирательных трубочек в 
почке у мыши с СД 2 типа после введения ККМ; окраска гематоксилин-эозином, Увел. х 400 (5 мес. 
после рождения); 
В — PAS-положительные массы в просвете канальцев у мыши с СД 2 типа без введения ККМ 
(контроль), Увел. х 200 (5 мес. после рождения); 
Г — Отсутствие PAS-положительных масс вблизи апикальных поверхностей эпителия канальцев в 
почках при СД 2 типа после клеточной терапии, Увел. х 200 (5 мес. после рождения).

A Б

В Г

Рис. 8. Ткань селезенки мышей с СД 2 типа без клеточной терапии и через 120 дней после раннего 
введения ККМ (через 30-35 суток после рождения), окраска гематоксилин-эозином. 
А — СД 2 типа без применения ККМ (контроль). Рисунок ткани селезенки стерт, признаки гипоплазии 
(5 мес. после рождения), Увел. х 200;
Б — Серия 1. СД 2 типа с введением ККМ. Сохранение четкой структуры лимфоидных фолликулов, 
Увел. х 400; 
В — Серия 1. Выраженный мегакариоцитоз (указаны стрелками мегакариоциты) в ткани селезенки 
после введения ККМ; Увел. х 400.

A Б В
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изменений канальцев, а также скопление 
в их просвете эозинофильных белковых 
и PAS-положительных масс отсутство-
вали (рис. 7), тогда как в контроле они 
были резко выраженными.

Установленная сохранность структур 
органов, участвующих в патогенезе СД 
и его осложнений, свидетельствует, пре-
жде всего, о более высоком регенераци-
онном потенциале тканей этих органов 
и о более высоком их адаптационном и 
компенсаторном резерве. Т. к. ведущая 
роль в процессах адаптации и регенера-
ции принадлежит иммунной системе, мы 
исследовали морфологическое состоя-
ние органов иммуногенеза.

Мы установили, что под действием 
ККМ в ткани селезенки формируются 
крупные лимфоидные фолликулы, на-
блюдается интенсивная бластотранс-
формация лимфоидных клеток (рис. 8), 
что свидетельствует о восстановлении 
структуры селезенки как иммунокомпе-
тентного органа и о восстановлении её 
иммунорегуляторной активности. Важ-
но подчеркнуть, что нами впервые был 
установлен факт, что в ткани селезенки 
под влиянием как изогенных, так и алло-
генных ККМ возникают нетипичные для 
этого органа признаки активизации кро-
ветворения (мегакариоцитоз) (рис. 8 В). 
Тогда как в контроле рисунок ткани 
стерт и имеются все признаки гипопла-
зии этого органа.

Для выявления связи возникновения 
позитивных клинических, биохимиче-
ских и морфологических изменений в ор-
ганизме мышей с СД 2 типа при введении 
ККМ с их жизнеспособностью в течение 
длительного срока (120 дней) нами были 
проведены исследования по выявлению 
распределенных по органам жизнеспо-
собных аллогенных донорских клеток 
от мышей B10.GFP. Мы установили, что 

донорские ККМ в криопрепаратах из 
разных органов (рис. 9) — по крайней 
мере, в течение 120 дней — не погибают, 
а сохраняют свою жизнеспособность. 
Сохраняющаяся люминесценция кри-
осрезов разных органов позволила нам 
по святящемуся зеленому белку ККМ 
выявить донорские клетки в органах и 
связать возникающие в них изменения 
(морфологические и функциональные) 
со стимуляцией в этих органах процес-
сов адаптации и компенсации функции 
паренхимы клеток.

Гистологическим методом мы выяви-
ли у реципиентов во внутренних органах 
присутствие донорского гена зеленого 
белка на 60-е и 120-е сутки после вве-
дения, также нами было подтверждено 
(пробы из печени) с помощью более точ-
ного (проведением полимеразной цепной 
реакции (ПЦР)) метода присутствие до-
норских клеток у реципиентов в те же 
сроки (рис. 10) [11].

Ставя перед собой цель изучить це-
лесообразность применения алло- и изо-
генных ККМ для коррекции метаболиче-
ских и морфологических нарушений при 
СД 2 типа как более распространенной 
и более социально значимой патологии, 
нам необходимо было не только опти-
мизировать дозу используемых клеток, 
определить эффекты фенотипа ККМ и 
значения их гистосовместимости, но так-
же провести исследования на модели СД 
2 типа у животных. Оказалось, что оха-
рактеризованная экспериментальная мо-
дель СД 2 типа отсутствует, и поэтому 
наши исследования по применению ство-
ловых и прогениторных ККМ мы начали 
с изучения пригодности генетической мо-
дели с нарушением углеводного обмена у 
животных, используя для этого мутант-
ных мышей линии С57BL/KsJYLeprdb/+  
(B/Ks-Leprdb/+). Оказалось, что мыши с 
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Рис. 9. Распределение донорских ККМ (мыши B10.GFP) в органах через 120 суток после 
внутрибрюшинного введения реципиентам db/db. Увел. х 200. 
А — поджелудочная железа; 
Б — печень; 
В — селезенка; 
Г — флюоресцентное свечение в периваскулярных участках почечной артерии; слева — фазово-
контрастная микроскопия; справа — люминесцентная микроскопия.
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нарушением углеводного обмена несут 
рецессивный ген leptin receptor-Leprdb — 
(db) (8-я группа сцепления, 4-я хромосо-
ма), где ген db в гомозиготном состоянии 
вызывает диабет, сходный с diabetes mel-
litus, с дегрануляцией β-клеток в остров-
ках ПЖ, но без дефицита инсулина, где 
мыши-диабетики db/db обоих полов бес-
плодны [2, 5, 9]. Эти мыши были предо-
ставлены нам лабораторией генетики 
НЦБМТ РАМН. Мутантные мыши ли-
нии B/Ks-Leprdb/+ были подвергнуты ди-
намическому обследованию от рождения 
до их естественной гибели. У этих мышей 
проводились исследования содержания в 
крови глюкозы, HbA1c, массы тела, ис-
следовали пищевой и питьевой режим, а 
также клинические проявления нарушения 
углеводного обмена, включая гистологиче-
ские и гистохимические исследования со-
стояния внутренних органов. Контролем к 
опытным мышам db/db служили здоровые 
гетерозиготные мыши db/+ той же линии 
B/Ks-Leprdb/+ и мыши линии С57BL/10 
(В10). Оказалось, что у исследуемых мы-
шей db/db по сравнению с двумя други-
ми контролями наблюдались типичные 

изменения углеводного обмена, быстрое 
нарастание массы тела, изменения со 
стороны кожных покровов и внутрен-
них органов, характерные для СД 2 типа. 
Внутренние органы мышей db/db харак-
теризовались стадийными изменениями, 
прежде всего тканей ПЖ. На ранней ста-
дии развития СД 2 типа у мышей db/db ко 
2-му мес. развивается гиперплазия ОЛ, 
достоверно увеличивается их площадь и 
количество базофильных клеток в ОЛ 
по сравнению с контролями. С увеличе-
нием возраста мышей db/db (к 4–6 мес.) 
площадь ОЛ и количество базофильных 
клеток в ОЛ достоверно снижается по 
сравнению с контролем, причем это сни-
жение становится более выраженным к 
6-ому мес. К 2–4-ому мес., но особенно 
к 4-ому мес., у мышей db/db появляют-
ся другие клинические признаки СД 2 
типа, такие как развитие ангиопатии и 
дисфункции иммунной системы. Прояв-
лениями этих нарушений были мацера-
ция кожных покровов в области холки 
и резкое ожирение, которое к 5–6-ому 
мес. переходило к стадии кахексии и ги-
бели животных на фоне снижения массы 

Рис. 10. Электрофоретический спектр продуктов амплификации от мышей реципиентов db/db на 60-
120 сутки после введения аллогенных ККМ. 
А — на 60 сутки после введения ККМ: 1 — маркер молекулярной массы, 2 — без гена зеленого белка, 
3-5 — наличие гена зеленого белка; 
Б — на 120 сутки после введения ККМ: 1 — маркер молекулярной массы, 2-4 — наличие гена 
зеленого белка, 5 — без гена зеленого белка.
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селезенки к 6-му мес. Изменения струк-
туры селезенки связаны с уменьшени-
ем площади фолликулов белой пульпы. 
Указанные изменения свидетельствуют 
о снижении неспецифического имму-
нитета у мышей db/db при СД 2 типа к 
5–6-ому мес. жизни, что подтверждается 
данными литературы об ингибировании 
гликолиза в лимфоцитах [6], т. е. основ-
ного пути образования энергии в этих 
клетках. Уменьшение концентрации 
фруктозо-2,6-бисфосфата (Ф-2,6-Р2) 
в лимфоцитах, являющегося мощным 
регулятором гликолиза в этих клетках, 
тормозит энергообразование и делает не-
возможным нормальное функциониро-
вание лимфоцитов и иммунной системы 
в целом при тяжелой (декомпенсирован-
ной) форме СД (в нашем эксперименте, 
это больные мыши 5–6-мес. возраста с 
явлениями выраженной глюкоземии). 
Исследование изменений содержания 
Ф-2,6-Р2 в лимфоцитах периферической 
крови, тимуса и селезенки у больных СД 
2 типа (по данным литературы) [13, 14] 
показало, что при отсутствии лечения в 
начальной стадии СД наблюдается повы-
шение уровня Ф-2,6-Р2 почти в 2,5 раза 
по сравнению с контрольной группой, у 
больных с компенсированной в резуль-
тате лечения пероральными антидиабе-
тическими препаратами формой диабе-
та уровень Ф-2,6-Р2 нормализуется, а у 
больных с тяжелой (декомпенсирован-
ной) формой СД концентрация Ф-2,6-Р2 
резко снижается [6]. Таким образом, дан-
ные литературы объясняют обнаружен-
ные нами изменения со стороны лимфо-
идной ткани у мутантных мышей db/db, 
больных СД 2 типа, развивающиеся к 
5–6 мес. жизни.

Гистологически в печени мышей db/db 
были выявлены признаки жировой дис-
трофии и снижение содержания глико-

гена. В почках имело место накопление 
эозинофильных и PAS-положительных 
субстанций, которое свидетельствовало 
о глубоких нарушениях углеводного и 
белкового обменов в организме. Полу-
ченные данные позволили прийти к за-
ключению, что мутантные мыши db/db 
являются адекватной моделью посте-
пенного развития (3 стадии) СД 2 типа в 
организме [10]. Именно эти мыши ока-
зались пригодными для динамического 
изучения различных корректирующих 
воздействий, в том числе стволовыми и 
прогениторными ККМ, что в наших экс-
периментах и было целью исследования. 

При использовании стволовых и про-
гениторных ККМ нам было необходимо 
установить эффективную дозу, фенотип 
(ГПККМ или ММСК КМ) клеток, ко-
торый оказывает выраженный коррек-
тирующий эффект (с визуализацией), и 
значение гистосовместимости (алло- или 
изогенных) клеток донора и реципиента, 
а также выявить ту стадию СД, которая 
поддается наиболее выраженной регу-
ляции. Для ответа на эти вопросы нами 
были выполнены 2 основные группы 
исследований. В 1-ой группе исследова-
ний стволовые и прогениторные ККМ 
трансплантировали на этапе выраженной 
клинической картины заболевания, ко-
торая имела место через 3–4 мес. после 
рождения мышей db/db. А во 2-ой груп-
пе — стволовые и прогениторные ККМ 
в больших дозах трансплантировали на 
этапе ранних сроках развития СД 2 типа 
(через 1 мес. после рождения), когда име-
ла место лишь гипергликемия в резуль-
тате инсулинорезистентности.

В 1-й группе исследований были про-
ведены опытные серии аллогенными 
ККМ с геном зеленого белка (GFP) (1.1, 
1.2, 1.3) и серии изогенными ККМ (2.1, 
2.2, 2.3).
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В серии 1.1 — трансплантировали 
однократно 4,5–5 млн культивирован-
ных гемопоэтических клеток (ГПККМ), 
в серии 1.2 — такое же количество не-
культивированных ККМ, а в серии 1.3 
— проводили 7-ми-кратное введение 
сначала ГПККМ, а затем ММСК КМ, 
общее количество которых составляло 
24–27,5 млн.

В опытной серии 2.1 — 3-х-кратно 
трансплантировали ГПККМ в количе-
стве 24–39 млн, в серии 2.2 — 3-х-кратно 
трансплантировали ММСК КМ в коли-
честве 24–30 млн, а в серии 2.3 — одно-
кратно вводили ГПККМ в количестве 
100 млн.

Во 2-й группе экспериментов в пер-
вой серии опытов (1) трансплантировали 
7-ми-кратно аллогенные ККМ (сначала 
ГПККМ, а потом — ММСК КМ), общая 
доза 24–27,5 млн, а во второй серии (2) 
трансплантировали однократно 100 млн 
изогенных ГПККМ.

Во всех сериях и группах опытов 
клетки КМ вводили внутрибрюшинно. 
Клеточную терапию проводили без диет 
(в свободном доступе животных к брике-
тированному корму, кашам с раститель-
ным маслом, овощам, сухому молоку, 
хлебным сухарям и воде), что максималь-
но приближало исследования к реальным 
условиям. ККМ получали либо от алло-
генных (B10.GFP), либо от изогенных 
(db/+) здоровых доноров. Все работы по 
выделению клеток и их культивирова-
нию проводились в соответствии с общи-
ми принципами культуральных исследо-
ваний на живых и трупных донорах (срок 
гибели животных 30–40 мин). Исследова-
ли жизнеспособность клеток гемопоэти-
ческой и стромальной фракций ККМ по 
окраске трипановым синим, а также ис-
следовали пролиферативную активность 
в культуре стромальных ККМ по ско-

рости образования монослоя. При этом 
нами были получены микрофотографии, 
доказывающие подлинность культуры 
ГПККМ, что было подтверждено на про-
точном цитофлуориметре. Подлинность 
культуры ММСК КМ также подтверж-
дена микрофотографиями, для иденти-
фикации фибробластоподобных ММСК 
КМ был использован иммуногистохими-
ческий метод на коллаген I типа. 

Важно подчеркнуть, что во всех се-
риях опытов, кроме серии 1.2, донорские 
клетки КМ предварительно культивиро-
вали для активизации биорегуляторной 
активности стволовых и прогениторных 
ККМ. Необходимость применения куль-
тивированных изогенных ККМ от здоро-
вых доноров у мышей db/db с СД 2 типа 
была обусловлена тем, что собственные 
аутологичные ККМ (стволовые и про-
гениторные клетки) у больных с хрони-
ческой патологией, какой является СД, 
имеют сниженный биорегуляторный по-
тенциал [3].

Наши исследования по транспланта-
ции алло- или изогенных ККМ на этапе 
выраженной клинической картины СД 2 
типа показали, что эффективность этого 
метода недостаточна для коррекции всех 
развивающихся нарушений. Нами было 
установлено, что трансплантация ККМ 
мышам db/db с СД 2 типа через 3–4 мес. 
после рождения приводила во всех сериях 
опытов с применением алло- или изоген-
ных ККМ к снижению уровня глюкозы и 
HbA1c в крови, к достоверному снижению 
массы тела или сохранению массы тела 
на одном уровне в течение 60-70 дней по-
сле трансплантации клеток КМ. Однако 
снижение этих показателей не достигало 
значения нормы, было нестабильным и 
непродолжительным. При применении 
культивированных алло- или изогенных 
ККМ у животных с СД 2 типа удавалось 
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снизить признаки полидипсии, полифа-
гии и полиурии, особенно при много-
кратном применении аллогенных клеток 
в серии 1.3 и при однократном примене-
нии изогенных клеток в дозе 100 млн (се-
рия 2.3), отмечался регресс трофических 
изменений кожных покровов в серии 1.3, 
в остальных опытных сериях мацерация 
не возникала, т.к. животные использо-
вались в эксперименте в возрасте 3 мес., 
и к достижению возраста 120 дней им 
уже была проведена клеточная терапия. 
Между тем, длительность жизни живот-
ных, получивших терапию ККМ, увели-
чивалась в 1,7–2,3 раза, и этот факт мы 
связываем с позитивным изменением 
морфологического состояния внутрен-
них органов в возрасте 5-ти мес., которое 
сохранялось на более отдаленных сро-
ках наблюдения (120 дней). В возрасте 
5-ти мес. после клеточной терапии у мы-
шей db/db в ПЖ были отмечены явления 
гипертрофии и гиперплазии ОЛ в ПЖ. 
Они заключались в достоверном увели-
чении площади ОЛ и количества в них 
клеток во всех сериях опытов в 1 груп-
пе экспериментов, особенно сильно уве-
личивалась площадь ОЛ и повышалось 
количество базофильно окрашенных, 
активно функционирующих клеток в ОЛ 
в сериях 1.3 и 2.3, в которых применя-
ли или многократное введение аллоген-
ных ККМ (ГПККМ+ММСК КМ), или 
однократное введение изогенных ККМ 
(ГПККМ) в высокой дозе. Отсутствие 
достоверных различий между остальны-
ми сериями опытов позволило нам прий-
ти к заключению, что эффективность 
применения стволовых и прогениторных 
ККМ не зависит от фенотипа используе-
мых клеток (ГПККМ или ММСК КМ) и 
их гистосовместимости (аллогенная или 
изогенная) с реципиентами, но зависит 
от дозы и кратности их введения. О пози-

тивном эффекте ККМ, повышающем ре-
зистентность тканей к повреждающему 
действию гипергликемии, свидетельству-
ют и другие исследования — в частности, 
иммуногистохимические исследования с 
хромогранином-А и с антителами к мар-
керу репликации ДНК Ki-67. При ис-
пользовании ГПККМ в максимальной 
дозе (100 млн клеток) эти исследования 
подтверждают, что ККМ активизируют 
процессы регенерации и адаптации тех 
структур, которые участвуют в норма-
лизации углеводного обмена в организ-
ме. Показано [7, 12], что стволовые и 
прогениторные ККМ участвуют в нор-
мализации метаболизма путем ингиби-
рования процессов клеточного апоптоза. 
Они ингибируют процессы перекисного 
окисления мембранных структур клеток, 
способствуют активизации процессов 
неоангиогенеза и устранению иммунной 
дезрегуляции, что неизбежно сопрово-
ждается восстановлением структур кле-
ток и органов, повышением устойчиво-
сти к действию повреждающих факторов 
и активизации процессов репаративной 
регенерации. Именно этим, очевидно, 
объясняется, что при проведении морфо-
логических исследований внутренних ор-
ганов нами были отмечены позитивные 
изменения состояния этих органов по 
сравнению с контролями (СД без ККМ 
и СД с мертвыми ККМ). При исследова-
нии ткани печени в возрасте 5 мес. после 
введения ККМ мы констатировали нако-
пление гликогена в гепатоцитах и сниже-
ние выраженности жировой дистрофии, 
причем в большей части наблюдений жи-
ровая дистрофия отсутствовала полно-
стью. Морфологические исследования 
через 120 суток после введения ККМ 
также подтвердили благоприятное со-
стояние ткани печени этих животных 
по сравнению с контролем. Аналогичная 
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позитивная динамика была отмечена в 
состоянии почек, селезенки и лимфати-
ческого узла. Нами было отмечено, что 
у животных в возрасте 5-ти мес. после 
введения ККМ имело место во всех опы-
тах с применением алло- или изогенных 
ККМ достоверное увеличение площади 
фолликулов селезенки и массы ткани се-
лезенки, причем так же как при морфо-
метрическом исследовании ОЛ ПЖ мы 
отметили, что наибольшая площадь фол-
ликулов селезенки и наибольшая масса 
селезенки наблюдались в опытных се-
риях (1.3 и 2.3). Примечательно, что эти 
показатели были достоверно выше ана-
логичных у нормальных животных. Это 
дает нам право утверждать, что позитив-
ный эффект ККМ связан со стимуляци-
ей органов иммуногенеза и повышением 
резервов их адаптационных возможно-
стей. Для выявления связи клинических, 
биохимических и морфологических из-
менений, наступающих в организме мы-
шей db/db с СД 2 типа после проведения 
клеточной терапии, с распределением 
ККМ в организме и их жизнеспособно-
стью нами были проведены исследования 
с аллогенными донорскими ККМ мышей 
B10.GFP. Исследование показало, что на 
60-е и 120-е сутки после внутрибрюшин-
ного введения введенные клетки достига-
ют разных органов (печень, почки, ПЖ, 
лимфоидная ткань) и не погибают, а со-
храняют свою жизнеспособность.

Недостаточно выраженное влияние 
ККМ на показатели уровней глюкозы 
и HbA1c в крови позволило нам предпо-
ложить, что к моменту применения ККМ 
(через 3–4 мес. после рождения) регене-
рация ОЛ оказывается недостаточной для 
восстановления нарушенного гемостаза 
и секреторной активности β-клеток. Это 
заставило нас провести отдельную серию 
опытов, в которой ККМ вводили не на ста-

дии глубокого повреждения островкового 
аппарата, а лишь на стадии относительной 
инсулиновой недостаточности (инсули-
норезистентности). В этих исследованиях 
нами использовались только культиви-
рованные ККМ и только в большей или 
многократной веденной дозе клеток (1 и 
2), причем эти клетки трансплантировали 
через 30–35 суток после рождения. 

Наше исследование показало, что в 
течение 120 суток после трансплантации 
показатели глюкозы и HbA1c в крови и 
масса животных поддерживались на уров-
не нормальных величин и сохранялись 
на более отдаленных сроках наблюде-
ния (180 дней). Подтверждением нор-
мализации метаболизма у мышей db/db 
может служить динамическое измерение 
количества съедаемого корма и выпитой 
воды, значения которых достоверно от-
личались от аналогичных у контрольных 
мышей db/db с СД 2 типа и недостоверно 
— от нормы. Продолжительность жиз-
ни животных этой группы была выше, 
чем в 1-й группе исследований, и соот-
ветствовала, в среднем, 506±12,7 дней и 
537±17,1 дней, что в 2,5–2,7 раза больше 
по сравнению с контролем. Повышение 
выживаемости мышей db/db, очевидно, 
связано с лучшей сохранностью состояния 
паренхимы внутренних органов, что было 
морфологически подтверждено. При мор-
фологических исследованиях ткани ПЖ и 
селезенки оказалось, что площадь ОЛ ПЖ 
и количество клеток в них, а также пло-
щадь фолликулов селезенки и её массы 
были достоверно выше, чем в контроле, и 
соответствовали значениям этих показа-
телей в 1-й группе опытов в сериях 1.3 и 
2.3. Эти данные позволили нам прийти к 
заключению, что ККМ, используемые во 
2-й группе эксперимента, так же активны 
как в 1-й группе. Однако более выражен-
ное влияние их на показатели углевод-
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ного обмена (нормализация глюкозы и 
HbA1c), очевидно, связано с отсутствием 
повреждения инсулярного аппарата ПЖ, 
количество клеток и островков которого 
остается достаточным для обеспечения 
адекватной регуляции углеводного об-
мена. Об этом свидетельствует большое 
количество базофильных клеток в ОЛ. О 
более выраженной регуляторной актив-
ности ККМ, введенных на раннем этапе 
развития СД 2 типа, свидетельствуют 
морфологические изменения печени, по-
чек, но особенно морфологические из-
менения ткани селезенки, в которой (че-
рез 120–180 суток после введения ККМ) 
отмечается не только четкий рисунок 
структуры лимфоидных фолликулов, но 
и выявляются многочисленные участки 
мегакариоцитоза, не свойственные ткани 
селезенки. Они свидетельствуют об уча-
стии этого органа не только в регуляции 
иммунной системы у данных животных, 
но и в регуляции кроветворения, продук-
ции многочисленных цитокинов и росто-
вых факторов, т. к. известно, что эти ме-
гакариоциты продуцируют, в частности, 
трансформирующий ростовой фактор, 
который играет ведущую роль в регуля-
ции аутоиммунных процессов, процессов 
регенерации и адаптации. 

Наши данные свидетельствуют о том, 
что ККМ, использованные в биологи-
чески активных дозах и при отсутствии 
необратимого повреждения органов-
мишеней, могут стать эффективным 
средством в профилактике развития 
СД 2 типа, особенно популяции с ожи-
рением и метаболическим синдромом, 
относящимися к группе риска СД 2 типа.

Использование ККМ на стадии вы-
раженных клинических проявлений 
СД 2 типа может стать эффективным 
вспомогательным средством в профи-
лактике развития осложнений и способ-

ствовать улучшению качества и сроков 
жизни у таких больных.

Выводы
Корригирующий эффект терапии 

клетками костного мозга СД 2 типа 
впервые изучен на отечественной гене-
тической модели СД 2 типа у мутант-
ных мышей линии С57BL/KsJYLeprdb/+. 
Мутантные мыши линии С57BL/
KsJYLeprdb/+ отвечают всем требованиям 
экспериментальной генетической модели 
СД 2 типа, т. к. воспроизводят стадий-
ность течения заболевания и соответ-
ствующие патогенетические, функци-
ональные и структурные изменения в 
организме.

Развитие СД 2 типа у мышей db/db про-
ходит 3 стадии: 1-я стадия (на 1–2-м мес. со 
дня рождения) характеризуется гипергли-
кемией за счет гипертрофии и гиперплазии 
островков Лангерганса в поджелудочной 
железе (cтадия инсулинорезестентности); 
2-я стадия (на 3–4-м мес. со дня рождения) 
характеризуется снижением количества 
функционирующих β-клеток в островках 
Лангерганса. На этой стадии возникают 
ожирение и выраженные изменения со 
стороны внутренних органов, которые 
отражают нарушения углеводного и ли-
пидного обмена, а также недостаточность 
иммунной системы (гипоплазия лимфо-
идной ткани); 3-я стадия (на 5-6-м мес. 
после рождения) характеризуется разви-
тием кахексии, глубоких изменений вну-
тренних органов, которые прогрессиру-
ют и заканчиваются гибелью животного.

Отработанные методы выделения, 
культивирования и трансплантации ге-
мопоэтической и стромальной фракций 
клеток костного мозга позволяют осу-
ществлять эффективную коррекцию па-
тогенетических нарушений в организме 
при СД 2 типа.

О.И. Степанова, В.Н. Каркищенко, Н.Н. Каркищенко, Н.А. Онищенко,
О.В. Баранова, Х.Х. Семенов, Т.Б. Бескова, Н.В. Касинская



Biomedicine № 2, 201251

Трансплантация аллогенного или изо-
генного костного мозга животным с СД 
2 типа является безопасной и эффектив-
ной процедурой, позволяющей корриги-
ровать клинические, метаболические и 
структурные нарушения в организме. 

Выраженность терапевтического эф-
фекта от применения клеток костного 
мозга у мышей с СД 2 типа находится в 
прямой зависимости от дозы и кратности 
введения культивированных клеток от 
здоровых доноров, а также от стадии раз-
вития болезни, но не зависит от феноти-
па использованных клеток (гемопоэтиче-
ских или стромальных клеток костного 
мозга) и их гистосовместимости (изоген-
ные или аллогенные).

Введение культивированных клеток 
костного мозга на ранней стадии разви-
тия СД 2 типа (через 1 мес. после рож-
дения) позволяет пролонгированно со-
хранять (в течение 5 мес.) нормальные 
уровни глюкозы и гликозилированного 
гемоглобина в крови, а также сохранять 
значения массы тела в пределах нор-
мы за счет индукции пролонгированной 
гипертрофии и гиперплазии островков 
Лангерганса в поджелудочной железе и 
торможения развития патологических 
изменений во внутренних органах (пе-
чень, почки, органы иммуногенеза). Вве-
дение клеток костного мозга позволяет в 
2,5–2,7 раза увеличить сроки жизни жи-
вотных по сравнению с контролем (СД 2 
типа без клеток костного мозга).

Введение культивированных клеток 
костного мозга на стадии выраженных кли-
нических проявлений СД 2 типа (3–4 мес. 
после рождения) не сопровождается до-
стоверным и стабильным снижением 
уровней гликемии и гликозилированного 
гемоглобина, однако снижает выражен-
ность патоморфологических изменений 
во внутренних органах, что способствует 

сохранению их адекватной функции и про-
лонгирует сроки жизни животных в 1,7–
2,3 раза по сравнению с контролем (СД 2 
типа без клеток костного мозга).

Пролонгированное поддержание вос-
становительного морфогенеза повреж-
денных органов при моделировании СД 2 
типа обусловлено длительным (120 дней) 
сохранением жизнеспособности вве-
денных клеток костного мозга, что под-
тверждается люминесценцией клеток 
костного мозга мышей B10.GFP, содер-
жащих ген зеленого белка. 
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Efficiency of correction of clinical and morphological 
symptoms of diabetes 2 types at transplantation 

of stem cells depending on a disease stage

O.I. Stepanova, V.N. Karkischenko, N.N. Karkischenko, N.A. Onischenko,
O.V. Baranova, H.H. Semenov, T.B. Beskova, N.V. Kasinskаyа

For the first time the method of treatment of diabetes 2 types by means of allogenic and isogenic 
cultivated stem cells from native biomodel of diabetes 2 types wich reproduce clinical manifestation of human 
diabetes. The conditions which optimized treatment with stem and progenitory cells were determined. It 
was demonstrated that prolong clinical effect of carbohydrate exchange and prevention of deep structural 
pathogenetic violation in an internal come when stem cells used in an early stage of diabetes 2 types in high 
doses or repeated application of average cells doses that allows to compensate a carbohydrate exchange for 
a long time  by preservation of adequate functional activity of the islets by pancreas. This method may be 
considered as a preclinical stage in studing of possibilities and prospects of stem cells application in complex 
treatment of diabetes of 2 types.

Key words: diabetes 2 types, mice of db/db, pancreas, stem cells.
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Суперсемейство ABC-транспортеров 
(ATР-binding cassette), к которому от-
носятся более ста транспортных белков, 
обнаруженных как у бактерий, так и у 
человека, в настоящее время находится 
под пристальным вниманием исследова-
телей. Белки указанного суперсемейства 
транспортируют самые разнообразные 
субстраты — от неорганических ионов 
до полисахаридов и белков, для них ха-
рактерна общая доменная организация 
в клетках и высокая консервативность. 
Одним из наиболее изученных транспор-
теров является гликопротеин-Р (от англ. 
permeability — проницаемость) — круп-
ный трансмембранный белок с молеку-
лярной массой 170 кДа, состоящий из 
двух одинаковых частей, каждая из кото-
рых включает шесть трансмембранных 
участков [9]. 

Гликопротеин-Р (Pgp) — АТФ-зависи-
мый насос, локализованный на цито-
плазматических мембранах различных 
клеток и осуществляющий выброс во 
внеклеточное пространство различных 
ксенобиотиков, в том числе и лекар-

ственных веществ. Ряд химических со-
единений как естественного, так и син-
тетического происхождения оказывают 
индуцирующее или ингибирующее влия-
ние на функциональную активность Pgp, 
что приводит, в конечном счете, к значи-
тельному изменению фармакокинетики, 
активности и токсичности лекарствен-
ных веществ [4].

Влияние тиреоидных гормонов на 
функциональную активность Pgp остает-
ся недостаточно изученным. Активация 
белково-синтетических функций и повы-
шение интенсивности энергетических про-
цессов в клетке под действием тироксина 
гипотетически способны оказать влияние 
на функциональную активность Pgp. 

Цель настоящего исследования: из-
учить влияние L-тироксина на функци-
ональную активность гликопротеина-Р в 
эксперименте.

Материалы и методы
Работа выполнена на 12 половозре-

лых кроликах породы шиншилла, сред-
ней массой 3500±100 г. В исследование 

В исследовании на кроликах изучено влияние L-тироксина на активность белка-транспортера 
гликопротеина-Р (Pgp). Активность Pgp изучали по фармакокинетике его маркерного субстрата фексо-
фенадина. Установлено, что введение L-тироксина в течение 14 дней приводит к дозозависимой индук-
ции активности Рgp. 

Ключевые слова: гликопротеин-Р, MDR1, L-тироксин, гипертиреоз, фексофенадин.

Дозозависимое влияние тироксина  
на функциональную активность 
гликопротеина-Р в эксперименте
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включали самок, которые находились 
в состоянии течки. L-тироксин (Berlin-
Chemi Menarini) вводили подкожно в тече-
ние 14 дней: 6 самкам — в дозе 25 мкг/кг  
массы (серия с низкой дозой тироксина) 
и 6 самкам — в дозе 100 мкг/кг массы 
(серия с высокой дозой тироксина) [1, 2]. 
За сутки до начала эксперимента, через 
14 дней введения L-тироксина и на 5-й 
день отмены препарата у животных опре-
деляли активность Pgp и уровень ТТГ, Т3 
и Т4 в сыворотке крови.

Активность белка-транспортера оце-
нивали по концентрации в плазме крови 
его маркерного субстрата — фексофена-
дина. Фексофенадин (Sanofi Aventis) вво-
дили животным перорально с помощью 
металлического зонда в дозе 30 мг/кг массы 
[3]. Через 1, 2, 3, 4, 5, 6, 8, 12 и 24 ч от мо-
мента введения препарата из ушной вены 
кроликов забирали кровь в объеме 5 мл. 
Для получения плазмы пробы центри-
фугировали при 3000 об/мин в течение 
10 мин и хранили до анализа при темпе-
ратуре -29°С. Содержание фексофена-
дина в плазме крови определяли методом 
ВЭЖХ на хроматографе «Beckman Coul-
ter» с ультрафиолетовым детектором и 
колонке «Beckman Coulter» 4,6*250 мм, 
зернением 5 мкм. Экстракцию и хрома-
тографирование маркерного субстрата 
осуществляли по методу Раменской Г.В. 
с соавт. [5] в собственной модифика-
ции. Анализ выполняли при длине вол-
ны 225 нм и скорости подвижной фазы  
1 мл/мин. Использовали подвижную фазу 
следующего состава: 133,7 мл бидистил-
лированной воды, содержащей 2,33 мл 
ледяной уксусной кислоты (ХИММЕД) 
и 0,936 мл триэтиламина (Chem-Lab), до-
веденной ортофосфорной кислотой до 
рН 4 и 64 мл ацетонитрила (Chem-Lab). 
Осуществляли жидкостную экстракцию 
фексофенадина из плазмы крови. В каче-

стве экстрагентов использовали дихлор-
метан (ACROS ORGANICS), этилаце-
тат (ACROS ORGANICS) и диэтиловый 
эфир (ХИММЕД). Коэффициент экс-
тракции составил 53%. 

Количественное определение фексо-
фенадина выполняли по методу абсолют-
ной калибровки, с использованием стан-
дарта фексофенадина (Strasbourg cedex). 
Представлено уравнение калибровочной 
зависимости для определения фексофе-
надина в плазме крови: 

y=ах+b=-0,0001+9,4089*10-6*x,
где у — высота пика фексофенадина 

в единицах экстинкции, х — содержание 
фексофенадина в стандартном растворе 
в нг/мл. Коэффициент регрессии r  для 
данной калибровочной зависимости рав-
нялся 0,9958.

Примененный метод хроматографи-
ческого анализа обладал следующими 
характеристиками: время удерживания 
— 13,7 мин; предел обнаружения фек-
софенадина в плазме крови — 90 нг/мл; 
точность — 4,2%. 

Вычисление концентрации фексофе-
надина осуществляли с помощью про-
граммы Gold. Фармакокинетические па-
раметры (максимальную концентрацию 
Cmax, площадь под фармакокинетической 
кривой концентрация-время AUC0-∞, 
общий клиренс, объем распределения) 
рассчитывали модельно-независимым 
методом с использованием программы 
Kinetica 5.0. Отношение Cmax/AUC0-∞ рас-
считывали самостоятельно.

Уровень гормонов определяли ра-
диоиммунным методом с применением 
стандартных тест-систем производства 
IMMUNOTECH (Чехия) и дальнейшей об-
работкой результатов на анализаторе «Им-
мунотест» (Москва) в ЦНИЛ РязГМУ. 

Полученные данные обрабатывали 
статистически с помощью программ 
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Statsoft Statistica 6.1. Характер распре-
деления данных определяли по критерию 
Шапиро-Уилка. Для исследования ста-
тистической значимости показателей, 
имеющих нормальное распределение, 
внутри каждой серии использовали тест 
ANOVA повторных измерений, межгруп-
повые различия определяли по критерию 
Ньюмена-Кейсла. Для оценки статисти-
ческой значимости различий групп при 
распределении признака, которое от-

личается от нормального, использовали 
критерий Фридмана, межгрупповые раз-
личия определяли по критерию Ньюме-
на-Кейсла. Зависимость изучаемых фар-
макокинетических параметров от уровня 
гормонов определяли по коэффициенту 
корреляции Пирсона для выборок с нор-
мальным распределением (r) и по коэф-
фициенту корреляции Спирмена (Rs) для 
выборок с распределением отличным от 
нормального. 

Таблица 1
Основные фармакокинетические параметры фексофенадина и гормональный статус кроликов 

при введении тироксина в дозе 25 мкг/кг массы (М±m — при нормальном распределении признаков; 
медиана, нижний и верхний квартиль — при распределении признака, отличном от нормального)

Изучаемые параметры
Исходные значения

n=6

Тироксин 
14 дней

n=6

5-й день отмены
тироксина

n=6

Сmax, нг/мл 385,9±54,7 234,0±22,4*, ** 320,1±24,1

Тmax, ч 4,0 (3,0; 4,0) 4,0 (4,0; 5,0) 4,0 (4,0; 4,0)

T½, ч 28,9 (5,4; 29,02) 10,17 (6,07; 14,56) 8,17 (6,47; 20,34)

AUC0-t , нг/ч½мл
6886,9±1351,5 3795,7±767,7 4841,6±1011,8

AUC0-∞ , нг/ч½мл
4058,4 (3609; 4394,9) 1526 (1449,3; 2148,8)* 2191,8 (2054,1; 3644,8)

Общий клиренс, л 16,1±4,0 30,1±6,5 22,2±3,6

Объем распределения, л 344,3±52,3 446,1±49,2 360,3±25,1

Cmax / AUC 0,072±0,021 0,077±0,017 0,081±0,016

MRT, ч 38,9 (10,0; 41,8) 17,1 (11,1;22,5) 14,8 (11,0; 27,8)

MRTt, ч 10,0 (8,8; 11,9) 6,5 (4,1; 6,7)* 6,0 (5,9; 9,7)*

ТТГ, мМЕ/л 0,7 (0,7; 0,8) 0,5 (0,4; 0,5)*, ** 0,7 (0,6; 0,8)

Т3, нмоль/л 1,2 (1,1; 1,6) 7,7 (7,2; 8,3)*, ** 1,1 (1,0; 1,1)

Т4, нмоль/л 39,8±0,6 139,1±13,0*, ** 60,7±7,5

Примечание: * — достоверные различия с данными у интактных животных, p<0,05;  
** — достоверные различия с данными на 5 день отмены тироксина, p<0,05.
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Полученные данные представлены в 
виде среднего арифметического значения 
и стандартной ошибки среднего резуль-
тата в случае нормального распределения 
признака или в виде медианы, верхнего и 
нижнего квартиля — если распределение 
данных отличалось от нормального.

Результаты и их обсуждение
Введение как низкой (25 мкг/кг  

массы), так и высокой дозы (100 мкг/кг 
массы) L-тироксина приводило к раз-

витию выраженного гипертиреоза, что 
проявлялось повышением уровней Т4 
на 249,5% (p<0,05) и 245,1% (p<0,05), 
Т3 на 496,1% (p<0,05) и 450,0% (p<0,05) 
и снижением содержания ТТГ в сыво-
ротке крови на 36,9% (p<0,05) и 19,4% 
(p<0,05) соответственно по сравнению с 
исходными значениями (табл. 1 и 2). Бо-
лее выраженные изменения показателей 
у животных, получавших низкую дозу 
L-тироксина, связаны с исходно более 
низкими показателями уровней Т4, Т3 

Таблица 2
Основные фармакокинетические параметры фексофенадина и гормональный статус кроликов 

при введении тироксина в дозе 100 мкг/кг массы (М±m — при распределении признаков; 
медиана, нижний и верхний квартиль — при распределении признака отличном от нормального)

Изучаемые параметры
Исходные значения

n=6

Тироксин
14 дней

n=6

5-й день отмены
тироксина

n=6

Сmax, нг/мл 399,8±14,2 180,3±9,8*, ** 332,4±14,3*

Тmax, ч 4,0 (3,0; 4,0) 4,0 (4,0; 5,0) 4,0 (4,0; 4,0)

T ½, ч 13,5±4,0 7,7±4,4 12,8±1,9

AUC0-t , нг/ч½мл
3522,4 (3303,0; 3631,3) 1195,0 (1032,1; 1202,4)*, ** 3237,7 (1875,6; 3992,1)

AUC0-∞ , нг/ч½мл
5336,4±717,3 1937,1±666,3*, ** 4881,5±763,0

Общий клиренс, л 18,6±2,6 52,7±14,4*, ** 21,3±3,7

Объем распределения, л 329,9±47,5 445,9±72,9 372,5±20,8

Cmax/ AUC 0,084±0,0135 0,144±0,04 0,076±0,01

MRT, ч 20,9±5,1 13,8±6,2 19,7±2,6

MRTt, ч 10,5 (8,3; 10,8) 5,7 (5,1; 6,9)* 10,3 (6,3; 11,1)

ТТГ, мМЕ/л 0,6±0,02 0,5±0,03* 0,6±0,03

Т3, нмоль/л 1,8±0,09 9,9±0,5*, ** 4,2±0,6*

Т4, нмоль/л 70,0±4,3 241,6±12,9*, ** 42,1±1,8*

Примечание: * — достоверные различия с данными у интактных животных, p<0,05; 
** — достоверные различия с данными на 5 день отмены тироксина, p<0,05.
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и более высоким уровнем ТТГ в данной 
серии опыта (табл. 1). На 5-й день отме-
ны низкой дозы L-тироксина происходи-
ла нормализация гормонального статуса 
лабораторных животных. В отличие от 
данных этой серии, на 5-й день отмены 
высокой дозы L-тироксина содержание 
Т3 оставалось повышенным на 133,3% 
(p<0,05), концентрация Т4 снижалась на 
39,9% (p<0,05), уровень ТТГ соответ-
ствовал норме.

При изучении фармакокинетики фек-
софенадина — маркерного субстрата 
Рgp на фоне введения тироксина — полу-
чены результаты, которые представлены 
в табл. 1 и 2. 

Применение кроликам L-тироксина в 
дозе 25 мкг/кг в течение 14 дней вызы-
вало снижение Сmax на 39,4% (p<0,05), 
AUC0-t — на 62,4% (p<0,05), MRTt — на 
35,0% (p<0,05) по сравнению с исход-
ными значениями. На 5-й день отмены 
L-тироксина изучаемые параметры воз-
вращались к норме и достоверно от ис-
ходных значений не отличались, за ис-
ключением MRTt, которое оставалось 
сниженным на 40,0% (p<0,05).

Рис. 1. Зависимость изучаемых фармакокинетических параметров от гормонального статуса кроликов 
при введении тироксина в дозе 25 мкг/кг массы (коэффициент корреляции Спирмена). Обозначения: 
непрерывная линиия — прямопропорциональная связь; пунктирная линия — обратнопропорциональ-
ная связь между признаками.

При введении L-тироксина в дозе 
100 мкг/кг массы в течение 14 дней на-
блюдалась схожая динамика показате-
лей, но выраженная в большей степени. 
Сmax снизилась на 54,9% (p<0,05), AUC0-∞ 
— на 63,7% (p<0,05), MRTt — на 45,7% 
(p<0,05), общий клиренс увеличился на 
183,3% (p<0,05). На 5-й день отмены вы-
сокой дозы L-тироксина Сmax оставалась 
сниженной на 16,8% (p<0,05), остальные 
изучаемые фармакокинетические пара-
метры достоверно от исходных значений 
не отличались (p>0,05). 

Оценка зависимости фармакокине-
тических параметров от гормонального 
статуса показала (рис. 1), что у живот-
ных, получавших L-тироксин в низкой 
дозе, имелась прямая пропорциональная 
связь между уровнем ТТГ — Cmax фек-
софенадина (R=0,65, p=0,005) и AUC0-t 
(R=0,5, p=0,042); уровнем Т3 и объемом 
распределения (R=0,53, p=0,03); содер-
жанием Т4 и Tmax (R=0,51; p=0,04) и об-
ратно пропорциональная связь между 
уровнем Т3 и Сmax (R=-0,6; p=0,01); со-
держанием Т4 — Сmax (R=-0,56; p=0,019) 
и AUC0-t (R=-0,67; p=0,003).



58Биомедицина № 2, 2012

Е.Н. Якушева, А.В. Щулькин, А.С. Бирюкова

У животных, получавших L-тироксин 
в высокой дозе, наблюдалась (рис. 2) 
прямая пропорциональная связь между 
уровнем ТТГ и AUC0-∞ (R=0,48; p=0,049); 
содержанием Т3 — Тmax (R=0,6; p=0,01), 
общим клиренсом (R=0,73; p=0,0012); 
концентрацией Т4 — Тmax (R=0,5; 
p=0,038), общим клиренсом (R=0,54; 
p=0,029). Обратно пропорциональная 
связь отмечалась между концентрацией 
Т3 — Сmax (R=-0,857; p=0,0001), AUC0-t, 
(R=-0,77; p=0,0003), AUC0-∞ (R=-0,77; 
p=0,0002) и MRTt (R=-0,72; p=0,001); 
уровнем Т4 — AUC0-t. (R=-0,6; p=0,01), 
AUC0-∞ (R=-0,6; p=0,01) и MRTt (R=-0,55; 
p=0,023).

Pgp — белок-транспортер, обладающий 
широкой субстратной специфичностью. 
В научной литературе описан ряд лекар-
ственных средств, влияющих на функци-
ональную активность гликопротеина-Р, 
повышающих ее (индукторы) или снижа-
ющих (ингибиторы) [2]. 

В настоящем исследовании изучено 
влияние L-тироксина на функциональ-
ную активность Pgp на уровне целого ор-

Рис. 2. Зависимость изучаемых фармакокинетических параметров от гормонального статуса кроликов 
при введении высокой дозы тироксина в дозе 100 мкг/кг массы (коэффициент корреляции Спирмена). 
Обозначения: непрерывная линиия — прямопропорциональная связь; пунктирная линия — обратно-
пропорциональная связь между признаками.

ганизма, что позволяет прогнозировать 
фармакокинетику субстратов белка-
транспортера. Показано, что на фоне вве-
дения L-тироксина происходит снижение 
Сmax, AUC0-∞, AUC0-t, MRTt и одновремен-
но повышение общего клиренса фексо-
фенадина, что свидетельствует о повы-
шении активности белка-транспортера 
Рgp. В то же время увеличение общего 
клиренса (характеризующего выведение 
лекарственных веществ из организма) 
и отсутствие изменений в отношении  
Cmax/AUC0-∞ (характеризующего всасы-
вание лекарственных веществ) можно 
рассматривать как селективное повы-
шение активности Рgp под действием 
L-тироксина в печени и почках — органах, 
ответственных за выведение фексофена-
дина. Полученные данные косвенно свиде-
тельствуют о тканеспецифичной индук-
ции Рgp. Более выраженные изменения 
фармакокинетики фексофенадина при 
введении L-тироксина в дозе 100 мкг/кг  
массы по сравнению с дозой 25 мкг/кг 
являются следствием дозозависимой сти-
муляции активности Рgp. 
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Результаты исследования сопостави-
мы с данными по изучению экспрессии 
Рgp у крыс с гипертиреозом. Авторы 
выявили существенное повышение экс-
прессии Рgp в печени и почках, умерен-
ное — в тощей и подвздошной кишке, 
что позволило им сделать вывод о ткане-
специфичной индукции экспрессии бел-
ка-транспортера [7]. Активация Рgp под 
влиянием тироксина может быть связа-
на со стимуляцией ядерных рецепторов 
и индукцией экспрессии Рgp, которая 
опосредована увеличением транскрипции 
мРНК, кодируемой геном mdr1a/b , что 
обнаружено в ткани почек у крыс [7, 10]. 

На культуре клеток с повышенной 
экспрессией MDR1 обнаружено, что Т3 
выводится из клеток Pgp [6]. Аналогич-
ные данные получены для Pgp в гемато-
энцефалическом барьере. Показано, что 
белок-транспортер регулирует проник-
новение Т4 в спинно-мозговую жидкость 
[11]. 

На культуре клеток кишечника чело-
века Сасо-2 выявлено, что Т3 регулирует 
экспрессию и функции Pgp. Установле-
но, что накопление дигоксина в клетках 
Сасо-2 существенно снижалось при ис-
пользовании Т3. [8]. Таким образом, ти-
реоидные гормоны являются субстрата-
ми и тканеспецифичными индукторами 
Pgp, а дисфункция щитовидной железы 
способна существенно изменять фарма-
кокинетику лекарственных веществ.

Выводы
1. Введение кроликам L-тироксина 

подкожно в дозах 25 и 100 мкг/кг массы 
в течение 14 дней приводит к развитию 
экспериментального гипертиреоза, кото-
рый характеризуется повышением уров-
ней Т3 и Т4 и снижением уровня ТТГ в 
сыворотке крови.

2. L-тироксин, назначаемый кроли-

кам в течение 14 дней, вызывает до-
зозасисимую индукцию активности 
гликопротеина-Р, определяемую по фар-
макокинетике его маркерного субстра-
та фексофенадина, что подтверждается 
снижением Сmax, AUC0-t, MRTt (дозы 25 и 
100 мкг/кг) и увеличением общего кли-
ренса (доза 100 мкг/кг).

3. Выявляется обратная корреляция 
между уровнем Т3 и Сmax фексофенадина 
при назначении L-тироксина в низкой и 
высокой дозах. 
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Dose-dependent thyroxine influence of 
P-glycoprotein functional activity in the experiment

E.N. Yakusheva, A.V. Shchulkin, A.S. Byryukova

In the research on the rabbits influence of L-thyroxine on the activity of the protein-transporter 
Р-glycoprotein (Pgp) was studied. Activity of the Pgp was studied on the pharmacokinetics of its marker 
substrate fexofenadine. It was established that introduction of L-thyroxine within 14 days lead to the dose-
dependent induction of Рgp activity. 

Key words: Р-glycoprotein, MDR1, L-thyroxine, hyperthyroidism, fexofenadine.
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Изучение закономерностей регуля-
торных процессов гестации имеет не 
только важное теоретическое значение, 
но и практическую ценность, которая 
заключается в выяснении причин нару-
шения физиологических механизмов при 
различных патологиях беременности и 
выработке подходов к их коррекции. В 
этом плане одно из центральных мест 
занимает проблема NO-зависимой регу-
ляции гестации. В результате развития 
этого направления исследований нако-
плен достаточно большой объем инфор-

мации, дающей представление о роли ок-
сида азота при беременности и родах [15, 
17, 18]. Известно, что изменение уровня 
NO приводит к появлению классических 
симптомов эклампсии, фето-плацентар-
ной недостаточности, эмбрио- и фетопа-
тиям, внутриутробной задержке роста и 
смерти плода.

Оксид азота продуцируется множе-
ством клеток, в том числе индуцибельной 
NO-синтазой макрофагов, и существен-
но влияет на их активность. Макрофаги 
в работе женской репродуктивной си-

Изучение активности перитонеальных макрофагов, состояние NO-зависимых механизмов и сво-
боднорадикальных процессов при нормальной беременности и на фоне экспериментального нарушения 
маточно-плацентарного кровообращения (НМПК) проводилось на белых крысах.

При введении L-NAME и при НМПК в сыворотке крови наблюдаются сходные изменения в виде 
снижения уровня суммарных нитратов и нитритов, усиления свободнорадикальных процессов. Актив-
ность перитонеальных макрофагов меняется противоположным образом: L-NAME ее значительно уве-
личивает, а НМПК — уменьшает. При сочетанном воздействии повышается продукция оксида азота и 
образование нитротирозина, что в этих условиях играет защитную роль, обеспечивая приспособление 
нарушенного фето-плацентарного кровотока к потребностям плода, активность макрофагов соответ-
ствует уровню интактных крыс. 

Ключевые слова: оксид азота, беременность, перитонеальные макрофаги, гипоксия плода.
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стемы выполняют множество функций: 
обеспечивают взаимодействие в системе 
мать-плацента-плод, регулируют анги-
огенез и процессы апоптоза в плаценте, 
образование стероидных гормонов, фол-
ликулогенез, образование желтого тела и 
его регрессию [3, 5].

При повышении концентрации NO 
на фоне усиления свободнорадикальных 
процессов может образовываться высо-
котоксичное долгоживущее соединение 
пероксинитрит, который вызывает по-
вреждение клеток и тканей [8]. В то же 
время при дефиците оксида азота акти-
вируются липооксигеназа и циклоокси-
геназа, высвобождаются протеолитиче-
ские ферменты и медиаторы воспаления 
[11, 21]. 

Цель работы — изучить активность 
перитонеальных макрофагов, состояние 
NO-зависимых механизмов и свободно-
радикальных процессов при нормальной 
беременности и на фоне нарушения ма-
точно-плацентарного кровообращения у 
белых крыс.

Материалы и методы 
Исследование проводилось на 70 бе-

лых беспородных половозрелых кры-
сах-самках массой 200–260 г. Живот-
ные содержались в условиях вивария на 
стандартном рационе и имели свободный 
доступ к воде. Выбор крыс как объекта 
исследований обусловлен их гемохори-
альным типом плаценты, подобным чело-
веку, что имеет значение для интерпре-
тации данных при использовании этого 
вида животных в эксперименте. Первый 
день беременности регистрировался по 
появлению сперматозоидов во влагалищ-
ных мазках. 

Животные были разделены на 5 
групп: 1) животные с нормальной бере-
менностью; 2) беременные крысы, полу-

чавшие неселективный ингибитор син-
теза оксида азота NwnitroLarginine 
methyl ester (L-NAME) внутримышечно 
в дозе 10 мг/кг с 1-го дня беременности 
[9]; 3) беременные крысы с экспери-
ментальным нарушением маточно-пла-
центарного кровообращения [2]; 4) бе-
ременные крысы с экспериментальным 
нарушением маточно-плацентарного 
кровообращения и введением несе-
лективного ингибитора синтеза окси-
да азота L-NAME внутримышечно в 
дозе 10 мг/кг с 1-го дня беременности; 
5) ложнооперированные беременные 
крысы (группа сравнения).

Операция по нарушению маточно-
плацентарного кровообращения про-
водилась под нембуталовым наркозом 
(40 мг/кг) по методике М.М. Вартановой 
(1984) путем перевязки части преплацен-
тарного сосудистого пучка на 16-й день 
беременности, то есть в тот период, когда 
плацентация уже завершена и плод пол-
ностью переходит на плацентарное кро-
вообращение.

У животных на 20-й день беременно-
сти осуществлялся забор крови из подъя-
зычного сплетения. В сыворотке оценива-
ли следующие показатели: концентрация 
суммарных нитратов и нитритов (NOx, 
по методике Miranda K., 2001), концен-
трация нитротирозина (с использованием 
набора для ИФА-исследований фирмы 
NBT, Нидерланды), состояние свобод-
норадикальных процессов и антиокси-
дантная активность (хемилюминесцент-
ным методом на биохемилюминометре  
БХЛ-06М). Активность свободноради-
кальных процессов в организме опреде-
ляли по светосумме свечения (S) и мак-
симальной интенсивности сигнала (Im), 
состояние антиоксидантной защиты — 
по тангенсу угла наклона кривой (tg 2). 

Функцию перитонеальных макро-
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фагов оценивали, используя предло-
женную Mantovani B. (1987) методику 
их краткосрочного культивирования 
с аутологичными эритроцитами [14]. 
Макрофаги крыс взаимодействуют с 
аутологичными эритроцитами in vitro c 
образованием розеткоподобных струк-
тур. Производился дифференциальный 
подсчет этих структур с выделением 
5 типов: макрофаги без эритроцитов 
(МФ0), макрофаги, несущие на своей 
поверхности 1–2 (1-й тип, МФ1), 3–5 
(2-й тип, МФ2), 6–8 (3-й тип, МФ3), бо-
лее 9 эритроцитов (4-й тип, МФ4). Для 
интегральной оценки клеточных меха-
низмов эритродиереза рассчитывался 
индекс адгезионно-фагоцитарной актив-
ности (ИАФА): ИАФА= (МФ1+ 2*МФ2 
+3*МФ3 +4*МФ4)/ МФ0. 

Эвтаназию животных осуществляли 
под нембуталовым наркозом (50 мг/кг) 
путем дислокации шейных позвонков.

Статистическая обработка получен-
ных результатов производилась метода-
ми вариационного анализа с использова-
нием t-критерия Стьюдента.

Результаты и их обсуждение
Показатели ложнооперированных 

животных от интактных беременных 
крыс достоверно не отличаются. 

При введении L-NAME в организм 
беременных животных в сыворотке 
крови достоверно снижается концен-
трация NOx, содержание нитротирози-
на не меняется, что можно объяснить 
торможением активности NO-синтаз. 
Активность свободнорадикальных про-
цессов повышается, антиоксидантная 
активность увеличивается (табл. 1). 
На этом фоне возрастает фагоцитар-
ная активность перитонеальных макро-
фагов (табл. 2). Увеличивается число 
розеток 2 и 3 типа. Величина ИАФА 

больше значений интактных животных 
на 512%. Усиление фагоцитоза можно 
объяснить, с одной стороны, наруше-
нием под влиянием L-NAME нормаль-
ной структуры мембран [20], а с другой 
— свободнорадикальным их повреж-
дением под влиянием ПОЛ, вследствие 
дефицита оксида азота, обладающего 
антиоксидантным действием [21]. По-
добные изменения возникают не только 
в эритроцитах, но и в эндотелии, приво-
дя к его дисфункции. В этих условиях 
повышается активность макрофагов 
через увеличение образования в них ин-
терлейкина-6, monocyte chemoattractant 
protein1 и nuclear factorkB [7]. Со-
гласно современным представлениям, 
физиологическую беременность мож-
но назвать «умеренным воспалением», 
а беременность при гестозе является 
крайним случаем — «избыточным вос-
палением». По мнению ряда авторов, 
оно связано с повышенной продукцией 
провоспалительных цитокинов на фоне 
дефицита NO и чрезмерной активацией 
макрофагов [16], что мы и наблюдаем в 
нашем случае.

При нарушении маточно-плацентар-
ного кровообращения наблюдаются из-
менения, сходные с предыдущей группой 
животных (табл. 1). В сыворотке крови 
снижается концентрация NOx, содержа-
ние нитротирозина достоверно не ме-
няется. Уровень свободнорадикальных 
процессов достоверно повышается. Эти 
изменения можно объяснить возник-
новением эндотелиальной дисфункции 
при перевязке преплацентарного со-
судистого пучка, связанной с облите-
рацией части сосудов и существенным 
перераспределением кровотока на фоне 
гипоксии плаценты и плода [1]. В усло-
виях сниженного синтеза оксида азота 
происходит оксидантное повреждение 

Роль оксида азота в регуляции функции перитонеальных макрофагов у крыс 
при экспериментальном нарушении маточно-плацентарного кровообращения
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Таблица 1 
Состояние NO-зависимых механизмов 

и свободнорадикальных процессов у белых крыс

Показатель 1 группа 2 группа 3 группа 4 группа

NOx, ммоль/л 242,7±23,86 178,22±8,10* 165,6±8,36* 211,4±16,94#&

нитротирозин, 
нмоль/л

4,56±0,26 4.92±0,40* 4,57±0,56 6,23±0,42*#&

состояние свободнорадикальных процессов и антиоксидантная активность

S, имп./с 12,46±0,98 19,36±1,81* 15,28±0,92*# 18,36±1,08*

Imax, имп./с 1,91±0,08 2,93±0,11* 2,76±0,09* 2,72±0,08*

tg2 0,52±0,02 0,72±0,04* 0,66±0,05* 0,30±0,02*#&

Примечание: * — отмечены показатели, достоверно отличающиеся от значений 1-й группы животных; 
# — отмечены показатели, достоверно отличающиеся от значений 2-й группы животных; 
& — отмечены показатели, достоверно отличающиеся от значений 3-й группы животных.

Таблица 2
Активность перитонеальных макрофагов у крыс разных групп

Показатели

Группы

1 2 3 4

МФ0, % 55,1 ±2,64 22,8±2,68* 68,89±3,53*# 51,83±7,44#

МФ1, % 34,6±2,12 30,2±2,86 25,00±2,72* 27,67±4,62

МФ2, % 7,67±0,94 37,0±1,89* 4,89±1,54# 13,83±3,69#

МФ3, % 1,67±0,50 8,50±1,95* 1,22±0,44# 5,17±2,23&

МФ4, % 1,00±0,47 1,50±1,20 1,11±0,66 1,50±0,66

ИАФА 1,13 ±0,14 6,89 ±1,50* 0,67±0,11*# 1,95±0,58#

Примечание: * — отмечены показатели, достоверно отличающиеся от значений 1-й группы животных; 
# — отмечены показатели, достоверно отличающиеся от значений 2-й группы животных; 
& — отмечены показатели, достоверно отличающиеся от значений 3-й группы животных.



Biomedicine № 2, 201265

эндотелиальных клеток, повышается ак-
тивность ангиотензина и тромбина, что 
в совокупности приводит к нарушению 
микроциркуляции, возникновению мно-
гоочаговой тканевой гипоксии, которая 
еще более усугубляет степень повреж-
дения сосудов и сопряженных с этим ос-
ложнений [12]. Таким образом, в случае 
НМПК также моделируется гестоз. Од-
нако активность перитонеальных макро-
фагов достоверно меньше, чем у интакт-
ных животных (ИАФА ниже на 40%), и, 
тем более, чем у животных с L-NAME 
(табл. 2). Это, вероятно, можно объяс-
нить более выраженными и менее про-
должительными нарушениями образова-
ния оксида азота (при введении L-NAME 
NOx снижается по сравнению с интакт-
ными крысами на 27%, при НМПК — на 
46%), снижением выработки macrophage 
colonystimulating factor [6], увеличени-
ем выработки глюкокортикоидов [10], 
изменением двигательной активности 
макрофагов вследствие гипоксии, индук-
цией в них процессов апоптоза [4]. 

При нарушении маточно-плацентар-
ного кровообращения на фоне введения 
антагониста оксида азота концентрация 
NOx и содержание нитротирозина до-
стоверно повышаются по сравнению с 
изолированным нарушением маточно-
плацентарного кровообращения и вве-
дением L-NAME. Активность свободно-
радикальных процессов достоверно не 
меняется по сравнению с 2-й и 3-й груп-
пами животных (табл. 1), но значительно 
снижается антиоксидантная активность. 
Повышение уровня NO при сочетан-
ном нарушении связано, вероятно, с ак-
тивацией индуцибельной NO-синтазы 
при длительном введении антагониста 
оксида азота [17], что необходимо для 
существования плодов в этих услови-
ях. Увеличение уровня нитротирозина 

свидетельствует о высоком образовании 
пероксинитрита, который играет относи-
тельную саногенетическую роль, являясь 
вазодилататором, но при этом ингибиру-
ет активность других сосудорасширя-
ющих веществ, увеличивая сосудистую 
дисфункцию [13, 19]. Активность макро-
фагов в этих условиях увеличивается по 
сравнению с изолированным НМПК и 
практически достигает уровня интакт-
ных крыс (табл. 2). Вероятно, повыше-
ние образования оксида азота стимули-
рует перитонеальные макрофаги.

Таким образом, при введении L-NAME 
и при НМПК в сыворотке крови наблю-
даются сходные изменения в виде сни-
жения уровня NOx, активации свобод-
норадикальных процессов. Активность 
перитонеальных макрофагов меняется 
противоположным образом: L-NAME ее 
значительно увеличивает, а НМПК — 
уменьшает. При сочетанном воздействии 
повышается концентрация NOx и нитро-
тирозина, что в этих условиях играет за-
щитную роль, обеспечивая приспособле-
ние нарушенного фето-плацентарного 
кровотока к потребностям плода, актив-
ность макрофагов соответствует уровню 
интактных крыс. 
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Role of nitric oxide in the regulation of peritoneal 
macrophages in rats offspring chronic disturbance of the 

uteroplacental blood circulation

A.S. Ivanova, I.G. Popova, S.B. Nazarov

Еxam of the activity of peritoneal macrophages, NO-dependent state and mechanisms of free radical pro-
cesses in normal pregnancy and in the background of the experimental disturbance of the utero-placental 
circulation (DUPC) was done with using of white rats.

With the introduction of L-NAME and DUPC in serum observed similar changes in the form of lower 
levels of total nitrate and nitrite, increasing free radical processes. Activity of peritoneal macrophages varies 
in the opposite way – L-NAME significantly increases her, and DUPC - decreases. When combined action of 
increased production of nitric oxide formation and nitrotirozine that under these conditions plays a protective 
role by providing adaptation impaired feto-placental blood flow to the needs of the fetus, the activity of mac-
rophages corresponds to the intact rats.

Key words: nitric oxide, pregnancy, peritoneal macrophages and fetal hypoxia.

Роль оксида азота в регуляции функции перитонеальных макрофагов у крыс 
при экспериментальном нарушении маточно-плацентарного кровообращения
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В настоящее время в различных обла-
стях биомедицины широко применяется 
низкоинтенсивное лазерное излучение 
(НИЛИ). Этому способствуют многочис-
ленные экспериментально-клинические 
данные, свидетельствующие о высокой 
терапевтической эффективности, отсут-
ствии осложнений и побочных эффектов 
[16]. Низкоинтенсивное лазерное облу-
чение вызывает в тканях и органах раз-
личные эффекты, связанные с непосред-
ственным и опосредованным действием 
электромагнитных волн оптического 
диапазона. Терапевтический эффект мо-
жет наблюдаться также и при облучении 
нелазерными источниками света на ряде 
длин волн в диапазоне 400–850 нм, однако 
лазеры, благодаря уникальным характе-
ристикам излучения, оказываются более 
удобным и эффективным инструментом 
[12]. Основной чертой воздействия не-
ионизирующих оптических излучений 
является острорезонансный характер 
биологического отклика организма: чем 

более узким спектром осуществляется 
воздействие, тем более ярко выражен 
эффект [2]. Принятый в фотобиологии 
термин «ответы на синий свет» объеди-
няет группу разнообразных по физио-
логическим проявлениям фоторегуля-
торных процессов, индуцируемых синим 
участком спектра [13]. В современной 
экспериментальной онкологии практи-
ческое использование монохроматиче-
ского НИЛИ ограничено отсутствием 
сведений, четко определяющих механиз-
мы действия, эффективные длины волн 
и режимы облучения. Имеющиеся лите-
ратурные данные о воздействии лазер-
ного излучения на опухолевый процесс 
недостаточны и противоречивы. В экс-
периментах на крысах с лимфосаркомой 
Плисса при облучении лазером с длиной 
волны 510 нм было получено торможение 
метастазирования, однако существенно-
го влияния на рост опухоли это излуче-
ние не оказывало [11]. Установлено, что 
многократное облучение области пере-

В экспериментах in vivo на крысах продемонстрирована возможность индуцирования низкоинтен-
сивным лазерным излучением в диапазоне синего света (длина волны 460–475 нм) дегенеративных из-
менений лимфосаркомы Плисса и торможения роста опухоли. 
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вивки опухоли УФ-эксимерным лазером 
(длина волны 308 нм) вызывает тормо-
жение развития лимфосаркомы Плисса. 
При этом авторы указывают на то, что 
облучение опухоли гелий-неоновым ла-
зером (длина волны 633 нм) приводит к 
стимуляции опухолевого роста [4]. 

Данных о влиянии НИЛИ в диапазо-
не синего света на опухолевый рост в 
доступной литературе не обнаружено. 
Таким образом, представляет интерес ис-
следование влияния низкоинтенсивного 
излучения лазерного источника, работа-
ющего в синей области спектра, на про-
грессию экспериментальной опухоли.

Целью данного исследования стала 
разработка нового метода воздействия 
на опухоль низкоинтенсивным лазерным 
излучением в диапазоне синего света для 
подавления ее дальнейшего роста без ис-
пользования фармацевтических средств. 

В рамках поставленной цели реша-
лась задача — исследовать влияние низ-
коинтенсивного лазерного излучения с 
длиной волны 460–475 нм на лимфосар-
кому Плисса в разные сроки после пере-
вивки и определить оптимальное время 
воздействия НИЛИ на опухоль. 

Материалы и методы
Исследование выполнено на белых 

нелинейных крысах-самцах, массой 
200±50 г, в возрасте 3-х мес., полученных 
из Центрального питомника лаборатор-
ных животных РАМН («Андреевка»). 
Животных содержали в стандартных 
условиях вивария; все манипуляции 
проводили в соответствии с приказом 
Минвуза СССР № 742 от 13.11.84 «Об 
утверждении правил проведения работ 
с использованием экспериментальных 
животных» и № 48 от 23.01.85 «О кон-
троле за проведением работ с использо-

ванием экспериментальных животных». 
В работе использована лимфосаркома 
(ЛФС) Плисса — экспериментальная 
опухоль, полученная в 1958 г. после под-
кожной перевивки опухоли, возникшей 
у крысы, получавшей 3,3-дихлорбензи-
дин [17]. Штамм ЛФС, приобретенный в 
НИИ Экспериментальной диагностики и 
терапии опухолей РОНЦ им. Н.Н. Бло-
хина РАМН (г. Москва), пассировали на 
крысах в возрасте 3 мес. Опухолевую 
ткань для инокуляции крысам-реци-
пиентам забирали на 14-е сутки после 
трансплантации. Гомогенат опухоле-
вых клеток в физиологическом раство-
ре объемом 0,5 мл вводили подкожно в 
область правого бедра. Перевиваемость 
животным опухоли составила 100%. 

В работе использован светодиодный 
источник излучения со следующими па-
раметрами: длина волны 460–475 нм, 
мощность 10 мВт.

Было выполнено 2 серии эксперимен-
тов, в которых варьировали режим воз-
действия лазерным излучением.

В первой серии эксперимента живот-
ные были распределены на группы следу-
ющим образом:

1 группа (8 крыс) — контрольная: жи-
вотным была трансплантирована ЛФС 
Плисса, однако облучению НИЛИ впо-
следствии они не подвергались. Срок 
роста опухоли к моменту декапитации 
крыс под эфирным наркозом составлял 
14 суток.

2 группа (8 крыс) — опытная: живот-
ные с ЛФС Плисса. Начиная с 5-ых суток 
после инокуляции, область ЛФС, предва-
рительно освобожденную от шерсти, об-
лучали НИЛИ в диапазоне синего света 
в течение 1 мин на протяжении 10 дней 
для оценки действия на опухолевую про-
грессию. Срок роста опухоли к моменту 
декапитации крыс под эфирным нарко-
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зом составлял 14 дней. Курс воздействия 
НИЛИ — 10 сеансов облучения общей 
продолжительностью 10 мин.

Животные, сформировавшие вторую 
серию эксперимента, были распределены 
на группы следующим образом:

1 группа (7 крыс) — контрольная: жи-
вотным была трансплантирована ЛФС 
Плисса, однако облучению НИЛИ впо-
следствии они не подвергались. Срок ро-
ста опухоли к моменту декапитации под 
эфирным наркозом составлял 14 дней.

2 группа (7 крыс) — опытная: живот-
ные с ЛФС Плисса. Область растущей 
опухоли, начиная со вторых суток по-
сле её трансплантации животным, облу-
чали НИЛИ в диапазоне синего света по 
15 мин ежедневно общим курсом 14 се-
ансов. Взятие образцов опухолевой тка-
ни для гистологического и морфометри-
ческого исследования осуществлялось на 
14-е сутки после трансплантации; курс 
составлял 14 сеансов облучения общей 
продолжительностью 210 мин. 

Согласно экспериментальным данным 
В.А. Горькова и Л.С. Васильевой (1973), 
кинетика развития ЛФС Плисса имеет 
следующие стадии: начальная неста-
ционарная фаза начинается латентным 
периодом до 3 суток и продолжается до 
9 суток, затем наступает линейная фаза 
роста опухоли [9]. Таким образом, на-
чало воздействия НИЛИ с длиной волны 
475 нм на опухоль совпадало с началь-
ной фазой роста ЛФС Плисса, а взятие 
опухолевой ткани для гистологического 
исследования осуществляли на поздней 
стадии опухолевой прогрессии. 

Образцы опухолевой ткани для гисто-
логического исследования фиксировали 
в 10% забуференном водном растворе 
нейтрального формалина, проводили че-
рез спирты восходящей крепости и две 
порции хлороформа, затем заливали в 

парафин. Полученные срезы окраши-
вали гематоксилином и эозином [1, 6]. 
Подсчет опухолевых клеток с помощью 
бинокулярного микроскопа с увеличени-
ем 600х (объектив — 40, окуляр — 15) 
выполняли по стандартной методике с 
использованием сетки С.Б. Стефанова 
[19]. В препаратах ткани ЛФС Плисса на 
площади, ограниченной сеткой, подсчи-
тывали общее количество клеток, коли-
чество активных и погибающих клеток 
опухоли. К погибающим относили клет-
ки с лизирующимися ядрами, а также в 
состоянии кариорексиса и кариопикноза.

Cтепень торможения роста ЛФС 
Плисса определяли по окончании опы-
та после эвтаназии всех животных под 
эфирным наркозом. Вычислялась раз-
ность между средним показателем массы 
опухоли в контрольной и опытной груп-
пах, она делилась на средний показатель 
массы опухоли в контроле, и полученное 
значение умножалось на 100% [20].

Статистическую обработку получен-
ных результатов проводили с исполь-
зованием программ Microsoft Excel и 
Statistica 6.0. (Windows XP). Вид распре-
деления полученных данных не соответ-
ствовал нормальному, что оценивали по 
W-критерию Шапиро-Уилка. В связи с 
этим, результаты обрабатывали с приме-
нением непараметрической статистики: 
парные межгрупповые сравнения несвя-
занных выборок проводили с использо-
ванием U-критерия Манна-Уитни; при 
р<0,05 контрольные и опытные группы 
считали статистически значимо отлича-
ющимися друг от друга [8, 18].

Результаты и их обсуждение
В первой серии эксперимента была 

поставлена задача — изучить действие 
малого времени воздействия НИЛИ с 
длиной волны 460–475 нм на рост экс-
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периментальной опухоли. В результате 
было установлено, что при выбранном 
режиме воздействия (ежедневный сеанс 
продолжительностью 1 мин в течение 10 
дней) в опытной группе наблюдается тор-
можение роста лимфосаркомы Плисса 
по сравнению с контролем: на 14 сутки 
эксперимента оно составило 29,6% (от-
личие от контроля статистически значи-
мо; р<0,05). 

В связи с установленным влиянием 
НИЛИ на рост ЛФС Плисса, возникло 
предположение о возможном изменении 
морфологической структуры опухо-
левой ткани под действием облучения. 
Было принято решение о воздействии на 
опухоль в более ранние сроки (через сут-
ки после её трансплантации животным) и 
увеличении времени ежедневного воздей-
ствия до 15 мин. Выбор продолжительно-
сти воздействия был основан на данных 
предварительных экспериментов in vitro, 
в которых методом индуцированной хе-
милюминесценции [15] нами было пока-
зано, что облучение образцов биологиче-
ских жидкостей НИЛИ в течение 15 мин 
приводит к максимальному повышению 
в них значений свободнорадикального 
окисления (были проведены эксперимен-
ты со следующими экспозициями НИЛИ: 
1, 5, 10, 15, 20, 25 и 30 мин). 

Анализ массы опухолей у животных 
контрольной и опытной групп не оправ-
дал предположения, что увеличение экс-
позиции НИЛИ и начало воздействия в 
более ранние сроки после её трансплан-
тации крысам могут привести к более 
значительному влиянию на опухолевую 
прогрессию, по сравнению с предыдущей 
серией. Тем не менее, сам факт влияния 
на опухоль НИЛИ подтвердился — при 
выбранном режиме воздействия в опыт-
ной группе животных с ЛФС наблюда-
лось торможение роста опухоли на 18% 

(отличие от контроля статистически зна-
чимо; р<0,05).

В результате исследования препара-
тов ЛФС животных контрольной груп-
пы методом световой микроскопии было 
установлено, что гистологическая кар-
тина опухолевой ткани представляет со-
бой скопления клеток округлой формы, 
большая часть которых занята крупным 
ядром. Хроматин располагается главным 
образом в периферической зоне ядра. 
Ядрышки крупные, гиперхромные. Ци-
топлазма опухолевых клеток отличается 
умеренной базофилией. Строма опухоли 
скудная, с наличием полнокровия, отека, 
кровоизлияний. В некоторых участках 
опухолевой ткани имеются очаги не-
кроза. Опухоль обладает выраженным 
инфильтративным ростом в мышечные 
слои и подкожно-жировую клетчатку.

Морфологическое исследование опу-
холевой ткани животных опытной груп-
пы, подверженной действию НИЛИ с 
длиной волны 460–475 нм, выявило зна-
чительные дистрофические и некроти-
ческие изменения клеток ЛФС Плисса. 
Морфометрический анализ показал, что 
доля таких клеток в препарате опухоли, 
подверженной воздействию НИЛИ, со-
ставляет 55,9% от общего числа клеток, 
а в опухолевой ткани без воздействия 
— 7,1%. При этом 90% от числа клеток 
опухоли, находящихся в состоянии дис-
трофии и некроза, составляют клетки с 
кариорексисом. Среднее количество кле-
ток с кариорексисом по 10 измерениям 
составляет 8,1±1,2, в то время как в опу-
холевой ткани животных контрольной 
группы результаты подсчета клеток с 
кариорексисом соответствуют значени-
ям 0,1±0,24.

Представляется возможным исполь-
зовать феномен кариорексиса, сопрово-
ждающийся разрушением ядерной обо-

Деструкция клеток лимфосаркомы Плисса после воздействия на нее 
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лочки и выходом нуклеиновых кислот в 
виде отдельных глыбок в цитоплазму, в 
качестве одного из критериев оценки не-
кротических изменений в клетках опухо-
ли. В связи с этим, увеличение количества 
клеток с разрушенными ядрами целесоо-
бразно считать показателем повреждаю-
щего действия исследуемого излучения 
на опухоль. Так, в работе Gitelman D.S. 
[21] дистрофические изменения в опу-
холевой ткани приводятся в качестве 
критерия оценки противоопухолевой 
эффективности препарата ЭВР-А на мы-
шах линии BALB/C (штамм аденокар-
циномы тонкого кишечника). Авторами 
показано, что по состоянию хроматина 
ядер опухолевых клеток опытной груп-
пы можно судить о дистрофических и 
некротических изменениях, приводящих 
к гибели клеток. В исследовании Галоян 
А.А. с соавт. [7] уровень кариорексиса 
рассматривается в качестве показателя 
повреждающего действия на опухолевую 
ткань пролин-богатых полипептидов, вы-
деленных из нейросекреторных гранул 
гипоталамуса.

Брилль Г.Е. и Панина Н.П. указыва-
ют на то, что молекулярные механиз-
мы, определяющие отклик организма 
на НИЛИ, весьма сложны и включают 
первичную активацию нескольких фото-
чувствительных молекул с последующей 
передачей фотосигнала по цепям вну-
триклеточного сопряжения [3]. Весьма 
существенно, что фотосигнал в той или 
иной форме поступает в клеточное ядро 
и достигает генетического аппарата. 

Мы полагаем, что деструкция опу-
холевых клеток связана с тем, что под 
воздействием НИЛИ с длиной волны 
460–475 нм происходит повышенное об-
разование активных форм кислорода, 
которые стимулируют процессы перок-
сидации непосредственно в опухолевой 

ткани, нарушая условия опухолевой 
прогрессии [5, 14, 22]. В итоге опухоль 
оказывается не в состоянии сдерживать 
усиленное свободнорадикальное окисле-
ние, продукты которого, повреждая ми-
тотическое веретено деления, не только 
затормаживают клеточную пролифера-
цию, но и приводят к очаговому некрозу 
опухолевой ткани.

Таким образом, на основании полу-
ченных экспериментальных данных, 
можно сделать вывод о том, что низко-
интенсивное лазерное излучение в диапа-
зоне синего света в выбранных режимах 
воздействия способно влиять на про-
грессию лимфосаркомы Плисса, стиму-
лируя дистрофические и некротические 
изменения в опухолевых клетках. Пре-
имуществом данного метода является его 
неинвазивность. Кроме того, данный спо-
соб воздействия на опухоль представляет 
собой монотерапию и не предполагает 
введения в организм экспериментальных 
животных каких-либо дополнительных 
веществ, что позволяет сделать вывод 
о возможности расширения с помощью 
данного способа арсенала действующих 
средств. Низкоинтенсивное лазерное из-
лучение в диапазоне синего света, несо-
мненно, представляет интерес не только 
в плане разработки новых подходов в 
экспериментальной онкологии, но и в ка-
честве возможного дополнения к суще-
ствующим методам лечения онкологиче-
ских заболеваний. 
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K.V. Kulakova, T.G. Sherbatyuk, V.V. Chernov

In vivo experiments, carried out on rats, demonstrated a possibility of degenerative changes in Pliss’s 
lymphosarcoma and tumor growth decrease under the influence of low-intensity laser radiation in the blue light 
range (460-475 nm wavelength). 
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В практике хирурга-стоматолога боль-
шинство оперативных вмешательств осу-
ществляются в области альвеолярных дуг 
челюстей (удаление зубов, цистэктомии, 
различные зубосохраняющие операции, 
имплантация, операции направленной 
регенерации тканей с целью увеличения 
объёма костной ткани и др.), после кото-
рых образуются костные дефекты разно-
го размера, в зависимости от объёма необ-
ходимого хирургического вмешательства, 
исходя из данной клинической ситуации 
[4]. Костные дефекты по показаниям за-
полняются различными остеоматериала-
ми ксеногенного и синтетического про-
исхождения, для ускорения остеогенеза 
[7]. В современной хирургической сто-
матологии постоянно происходит поиск 

новых и совершенствование существую-
щих материалов и методов репаративного 
остеогенеза, направленных на улучшение 
и сокращение сроков заживления кост-
ных ран [3]. Совершенствование методов 
терапии воспалительных осложнений, 
возникающих после хирургических вме-
шательств, и создание прогнозируемой 
регенерации костной и мягких тканей в 
области оперативного вмешательства яв-
ляется актуальной проблемой в хирурги-
ческой стоматологии [2].

Целью исследования является гистоло-
гическое изучение в динамике эффектив-
ности применения комбинации остеомате-
риалов с жидким раствором траумель С для 
заживления костных дефектов, что необхо-

Проводили гистологическое изучение в динамике эффективности применения комбинации остео-
материалов с жидким раствором траумель С для заживления костных дефектов с целью оптимизации и 
ускорения физиологического и репаративного остеогенеза.

Ключевые слова: оптимизация физиологического и репаративного остеогенеза, остеоматериал, 
траумель С.

Гистологическое изучение сравнительной 
эффективности раздельного применения 
остеоматериалов (наноструктурированных 
гидроксиапатита и β-трикальцийфосфатной  
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димо для оптимизации и ускорения физио-
логического и репаративного остеогенеза.

Изучали в эксперименте на животных 
сравнительную эффективность раздель-
ного применения остеоматериалов (на-
ноструктурированных гидроксиапатита 
и β-трикальцийфосфатной керамики) и 
при их комбинации с гомеопатическим 
комплексным препаратом траумель С [1].

Материалы и методы
Исследования выполнялись согласно 

Правилам лабораторной практики в Рос-
сийской Федерации (Федеральный закон 
от 12.04.2010 № 61-ФЗ) и в соответствии 
с правилами, принятыми Европейской 
Конвенцией по защите позвоночных жи-
вотных, используемых для эксперимен-
тальных и иных научных целей (European 
Convention for the Protection of Vertebrate 
Animals Used for Experimental and other 
Scientific Purposes (ETS 123), Strasbourg, 
1986). Исследования выполнялись со-
гласно утвержденному письменному про-
токолу, в соответствии со Стандартными 
операционными процедурами (СОП) ис-
следователя, санитарными правилами по 
устройству, оборудованию и содержа-
нию экспериментально-биологических 
клиник (вивариев), а также с Руковод-
ством по лабораторным животным и аль-
тернативным моделям в биомедицинских 
исследованиях. Протокол эксперимента 
был разработан при участии и одобрении 
биоэтической комиссии НЦБМТ РАМН.

В эксперименте использовали 6 самцов 
кроликов породы советская шиншилла в 
возрасте 6 мес., живой массой 4,5±0,2 кг. 
Кролики содержались в индивидуальных 
клетках батарейного типа на решетча-
тых полах в виварии НЦБМТ РАМН. Для 
кормления использовали стандартный ком-
бикорм гранулированный полнорационный 
для кроликов. Водопроводная очищенная 

вода всем животным давалась вволю в 
стандартных поилках. Животные содержа-
лись в контролируемых условиях окружа-
ющей среды: температура воздуха 18–22ºС 
и относительная влажность 60–70%. Ос-
вещение в помещениях — естественно-ис-
кусственное. Вновь прибывшие животные 
находились на карантине 7 дней в клетках.

В каждой группе материал для ги-
стологического исследования забирали 
через 1 и 2 мес. Костные фрагменты 
альвеолярных дуг с участком дефекта 
фиксировались в нейтральном формали-
не, подвергались декальцинации с помо-
щью препарата «Биодек», заливались в 
парафин, срезы толщиной 4-5 мкм окра-
шивались гематоксилином и эозином, пи-
крофуксином по Ван-Гизону, просматри-
вались на микроскопе Олимпус ВХ 51, 
фотографировались с помощью камеры 
Sony и программы Launch Cam_View.

Для заполнения костных дефектов в ка-
честве остеоматериалов использовали син-
тетические, наноструктурированные ги-
дроксиапаптит и β-трикальцийфосфатную 
керамику российского производства, кото-
рые, благодаря наноструктурности, облада-
ют более выраженными остеокондуктив-
ными и остеоиндуктивными свойствами.

Применяли комплексный гомеопати-
ческий препарат Траумель С (использо-
вали жидкую форму выпуска, т.к. она 
хорошо диффундирует в костную ткань 
в течение короткого промежутка време-
ни). Препарат содержит 14 компонентов 
натурального происхождения, действую-
щих на различные проявления воспали-
тельного процесса [5], обладает синерги-
ческим действием, ускоряющим процесс 
выздоровления [6]. Содержит микроэле-
менты, обладает широким спектром фар-
макологического действия [2].

Из 6-ти животных было сформирова-
но 3 группы, по 2 кролика в каждой груп-
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пе. В качестве наркоза применяли ветери-
нарный препарат «Золетил 100», вводили 
в дозе 15 мг/кг в ушную вену (рис. 1, рис. 
2). Под общей анестезией делался наруж-
ный разрез длиной 2 см в средней части 
нижней челюсти с одной стороны, отсла-
ивались мягкие ткани (рис. 3). Шаровид-
ной фрезой, при помощи хирургического 
физиодиспенсера, формировали костный 
округлый несквозной дефект диаметром 
0,5 см и глубиной 3–4 мм. 

Рис. 1. Обезболивание, подготовка к операции. 

Рис. 2. Изоляция, антисептическая обработка 
операционного поля йодсодержащим р-ром.

Рис. 3. Обнажена средняя часть челюсти.

В зависимости от того, чем заполня-
лись костные дефекты, были сформиро-
ваны 3 группы исследования, по 2 кроли-
ка в каждой группе.

I	 группа. Контрольная (заполнение 
кровяным сгустком) (рис. 4).

Рис. 4. Костный дефект заполнен 
сформированным кровяным сгустком.

II	 группа. Дефект на 2/3 заполнял-
ся гранулами наноструктурированных 
β-трикальций фосфатной керамикой и 
гидроксиапатитом в соотношении 50/50 
(рис. 5). 

Рис. 5. Костный дефект заполнен гранулами 
гидроксиапаптита и β-трикальцийфосфатной 
керамикой. 

III	 группа. Дефект на 2/3 заполнял-
ся гранулами наноструктурированных 
β-трикальцийфосфатной керамикой и 
гидроксиапатитом в соотношении 50/50, 
а также жидким раствором траумель С 
(рис. 6). 

Гистологическое изучение сравнительной эффективности раздельного применения остеоматериалов 
(наноструктурированных гидроксиапатита и β-трикальцийфосфатной керамики) и их комбинации с траумель С
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Рис. 6. Костный дефект заполнен гранулами 
гидроксиапаптита, β-трикальцийфосфатной 
керамикой и Траумель С. 

Результаты гистологического 
исследования
II	 группа.	 β-трикальцийфосфатная 

керамика+гидроксиапатит.
1й мес. после операции
Костная полость заполнена, в основ-

ном, новообразованными созревающими 
костными балками и, в меньшей степени, 
грубоволокнистой соединительной тка-
нью. Отмечаются также участки крово-
излияний (рис. 7). 

Рис. 7. Вверху — участки грубоволокнистой 
соединительной ткани, внизу — формирующиеся 
новообразованные костные балки. Окраска 
гематоксилином и эозином, увеличение х 200.

2й мес. после операции
Костный дефект, в основном, за-

полнен относительной зрелой новооб-
разованной костной тканью, в которой 
костные балки компактизируются, но, в 
отличие от интактной кости, она богата 
клеточными элементами (остеоцитами). 

В соединительной ткани на краю дефек-
та видны резко уменьшившиеся в разме-
ре гранулы ГАП, окружённые соедини-
тельнотканной капсулой (рис. 8).

Рис. 8. Новообразованная компактизирующаяся 
костная ткань в дефекте с увеличенным 
количеством остеоцитов. Окраска 
гематоксилином и эозином, увеличение х 400.

III	 группа. β-трикальцийфосфатная 
керамика+гидроксиапатит+траумель С.

1й мес. после операции
Костный дефект заполнен частично 

фиброзной грубоволокнистой соедини-
тельной тканью, но, в основном, зрелой 
компактизирующейся костной тканью. В 
кости гранулы ГАП отсутсвуют. В фи-
брозной ткани остаются гранулы, окру-
жённые соединительнотканной капсулой 
(рис. 9).

Рис. 9. Вверху — гранулы ГАП, видна 
лишь частично в полости, окружённой 
соединительнотканной капсулой. Внизу — 
созревающая и компактизирующаяся костная 
ткань. Окраска гематоксилином и эозином, 
увеличение х 200.
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2й мес. после операции
Большая часть полости замещена 

компактизирующейся зрелой костной 
тканью (рис. 10). 

Рис. 10. Вверху — зрелая компактная костная 
ткань с типичной структурой гаверсовых 
каналов. Внизу — грубоволокнистая 
соединительная ткань. Окраска гематоксилином и 
эозином, увеличение х 400.

Выводы
Проведённые гистологические ис-

следования показали, что сочетание на-
ноструктурированных остеоматериалов 
(β-трикальцийфосфатной керамики и 
(гидроксиапатита) с Траумель С (3 груп-
па исследования) ускоряет остеогенез в 
дефекте кости как на 1-й, так и на 2-й 
мес. опыта, в сравнении с 1-ой контроль-
ной группой (кровяной сгусток) и 2-ой 
группой (β-трикальцийфосфатная кера-
мика и гидроксиапатит). 
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Тремор — это непроизвольные рит-
мичные движения конечностей, голо-
вы, языка и других частей тела, воз-
никающие вследствие поочередного 
сокращения мышц-агонистов и мышц-
антагонистов. Структуры нервной си-
стемы, ответственные за возникновение 
тремора, недостаточно изучены [1, 2]. 
Выделяют два основных вида тремора 
— физиологический и патологический. 
Физиологический тремор существует у 
каждого здорового человека. Его ампли-
туда столь мала, что он обычно незаме-
тен. Патологический тремор — тремор, 
возникающий при различных заболева-
ниях, видимый невооруженным глазом 
и имеющий ряд клинических и электро-
физиологических характеристик, отлич-
ных от физиологического тремора [6]. 
Патологический тремор в основном име-
ет место при наследственных или при-
обретённых заболеваниях центральной 
нервной системы: болезнь Паркинсона, 
мультисистемная атрофия, эссенциаль-
ный тремор и отравлениях, например, 
марганцем [3]. 

Таким образом, тремор служит ос-
новной и неотъемлемой частью многих 

заболеваний, и его диагностика является 
важной задачей медицины. Современные 
методы регистрации параметров тремо-
ра основаны на преобразовании смеще-
ния объекта различного рода датчиками 
в выходной электрический сигнал, его 
предварительной обработке, преобразо-
вании в форму, удобную для хранения и 
последующего математического анализа. 
Используются датчики, основанные на 
принципе тензометрии, где регистриру-
ется прикладываемое усилие; емкостные 
датчики, регистрирующие изменение 
магнитного поля при движении конеч-
ности; акселерометрические датчики, 
основанные на регистрации ускорения 
движения. Однако методики регистрации 
движения с использованием датчиков 
имеют и свои достоинства, и недостатки. 
Большинство датчиков имеют прово-
дную электрическую связь с оборудова-
нием для регистрации сигнала, являются 
«контактными», т.е. крепятся на опреде-
ленном участке тела, имеют определен-
ные физические параметры (объем, вес), 
что не может не влиять на полученные 
результаты. Проблемным остается во-
прос воспроизводимости данных, реги-

В статье предлагается авторский метод визуализации тремора — «Видеовизуализация тремора», 
основанный на использовании веб-камеры и специальной компьютерной программы, с целью повышения 
эффективности диагностики и контроля над лечением ряда заболеваний центральной нервной системы.

Ключевые слова: визуализация, тремор, детектор движения, веб-камера, график интенсивности.
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страция которых зависит от исходного 
положения конечности [2]. Высокая сто-
имость тоже является явным недостат-
ком подобных методов. 

Цель. Разработать максимально эф-
фективный, удобный и недорогой метод 
регистрации и анализа тремора.

Материалы и методы
В основе нашего метода лежит тот 

факт, что тремор можно зафиксировать 
с помощью детектора движения, осно-
ванного на сравнивании кадров путём 
вычитания из последующего кадра пре-
дыдущего [5].

При работе нами используется:
Веб-камера iSlim 321R;
Персональный компьютер с операци-

онной системой Windows XP\ Vista\7.
Использование определённой веб-

камеры объясняется тем, что для неё 
заранее известны разрешение, число ка-
дров в секунду, интерфейс, системные 
требования и т.п.

Камера iSlim 321R при хорошей осве-
щённости работает со скоростью 30 ка-
дров в секунду [7] (т.е. одна секунда видео 
состоит из 30 изображений). Тремор, как 
и любое другое движение, определяется 
как разность между двумя соседними ка-
драми. Таким образом, последовательно 
сравнивая 30 изображений в секунду, 
можно фиксировать движения (в данном 
случае — тремор) до 30 раз в секунду, 
т.е. с частотой 30 Гц. Частоты патоло-
гического тремора редко превышают 12 
Гц, а усиленного физиологического — 
18 Гц. Таким образом, метод позволяет 
в полной мере регистрировать тремор и 
анализировать его частоту.

Не следует забывать, что тремор и 
любые движения, регистрируемые веб-
камерой, — это не одно и то же, и поэто-

му необходим ряд стандартных условий 
для работы:

Фиксированное расстояние. Очевид-
но, что чем дальше от камеры объект, 
тем меньше пикселей на изображении он 
занимает. Поэтому его движения стано-
вятся менее значительными, и для адек-
ватности метода необходимо выбрать 
четкое расстояние от руки пациента до 
веб-камеры. Наиболее оптимальным яв-
ляется расстояние 50 см. 

Нулевой уклон. Большинство совре-
менных веб-камер (и в т.ч. iSlim 321R) 
имеют возможность регулирования угла 
обзора. Для точности измерений камера 
должна смотреть на руку в профиль с ну-
левым уклоном.

Адекватное расположение руки. Оче-
видно, что если в обзор камеры будет по-
падать рука вместе с одеждой, то работа 
программы будет неадекватной. Идеаль-
ным является следующее расположение 
руки в обзоре камеры: рука выровнена по 
ширине так, что кончики пальцев не до-
стают 1–2 см до правого края обзорного 
изображения камеры, а по высоте нахо-
дится посередине. 

Специальный фон. Желательно ис-
пользовать однородный белый, черный и 
т.п. фон. Ведь программа не может отли-
чить пиксель с руки и с фона на их гра-
нице, если они абсолютно одинакового 
цвета. Если тест на тремор проводить на 
фоне очень близком по цвету с рукой че-
ловека, то движения будут фиксировать-
ся хуже, в такой ситуации всё зависит от 
освещённости.

Порог тремора. Так как размеры изо-
бражения с камеры iSlim 321R - 640x480 
точек, то получается, что в одном кадре 
307200 точек, и, соответственно, можно 
зафиксировать даже небольшое движе-
ние (разница между двумя изображения-
ми в 50 и более пикселей). Но если разни-
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ца составляет всего несколько пикселей, 
то очевидно, что это ошибка, ведь разме-
ры руки несоизмеримо больше, чем 1–2 
точки. С другой стороны, если разница 
между 2-мя кадрами — 200000 точек, то 
очевидно, что это тоже какая-то ошибка: 
например, произошёл сдвиг самой каме-
ры. Поэтому для визуализации тремора 
устанавливают минимальный и макси-
мальный порог движения. Слишком сла-
бые и слишком сильные движения отбра-
сываются как помехи.

Хорошая освещённость. Большин-
ство современных веб-камер (в т.ч. iSlim 
321R) автоматически настраивают ко-
личество кадров под освещённость от 8 
(в полной темноте) до 30 (при средней и 
хорошей освещённости). Поэтому осве-
щённость должна быть дневной — тогда 
количество кадров будет 30 в секунду, 
т.е. постоянным значением, вполне до-
статочным для нормальной работы.

Результаты и их обсуждение
На основе вышесказанного, авторами 

была предложена и реализована в виде 
компьютерной программы (рис. 1) спе-
циальная методика регистрации тремора 
— «Видеовизуализация тремора». В ка-

честве языка программирования исполь-
зовался Microsoft Visual C# 2005 Express.

Для визуализации тремора пациенту 
предлагают пройти экспресс-тест. Он 
вытягивает руку и держит её так ровно, 
как сможет, в течение одной минуты, 
строго на расстоянии 50 см в центре об-
зора веб-камеры, на фоне, резко контра-
стирующем с рукой. Для визуализации 
движения (рис. 2) в течение экспресс-те-
ста используют:

- выделение выбранным цветом;
- график интенсивности;
- рассчитываемая в реальном времени 
частота тремора.

График интенсивности показывает в 
виде столбцов интенсивность тремора: 
чем выше столбец, тем больше была раз-
ница между двумя кадрами. Этот график 
строится в реальном времени. Низкая 
интенсивность тремора на нём указыва-
ется зелёным цветом, средняя — желтым 
и высокая — красным. Расчёт частоты 
тремора проводится ежесекундно, на ос-
нове данных с внутреннего таймера про-
граммы и данных по количеству колеба-
ний со средней амплитудой.

Для удобства анализа экспресс-тест Рис. 1. Программа «Видеовизуализация тремора».

Рис. 2. Экспресс-тест тремора.
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сопровождается записью видео, необхо-
димого для истории болезни.

Следует отметить, что данный метод 
прост и достаточно удобен в использова-
нии. Компьютерная программа работает на 
обычных компьютерах с операционной си-
стемой Windows XP\Vista\7, программной 
платформой Microsoft.NET Framework 
версии 2.0 или выше и видеокодеком 
DivX 3. При этом наш метод принципи-
ально отличается от существующих на 
данный момент видеорегистрации тре-
мора тем, что в нем оценивается движе-
ние самой руки, а не специального мар-
кера, приклеенного на руку [4]. Таким 
образом, анализируется тремор всей 
части руки, попавшей в обзор камеры, 
а не только тремор маркера.

Выводы
В статье предложена авторская мето-

дика визуализации тремора, основанная 
на использовании компьютерной про-
граммы детектора движения, с целью по-
вышения эффективности диагностики и 
лечения ряда заболеваний центральной 
нервной системы.
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Recording and analysis of tremor through motion 
detection based on the webcam

 S.V. Frolov, A.V. Gorbunov, A.Yu. Potlov 

The paper presents the author’s method of visualization of the tremor — “Videovizualization of the 
tremor” based on the use of Webcams and special computer programs to improve the efficiency of diagnosis 
and control of the treatment of diseases of the central nervous system.

Key words: visualization, tremor, motion detection, webcam, the graph of the intensity.
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В наших предыдущих работах по дан-
ной тематике мы обнаружили высокую 
информативность генерируемого крыса-
ми и другими лабораторными животны-
ми ультразвука в разных функциональ-
ных состояниях [11, 13, 14], а также при 
действии различных фармакологических 
препаратов, изменяющих функции ос-
новных нейромедиаторных систем моз-
га [6]. Однако было бы ошибочным не 
коснуться такой важной группы веществ 
как нейропептиды, которые, безусловно, 
должны оказывать влияние на высшую 
нервную систему и общее состояние жи-
вотных.

Особый интерес представляет инфор-
мация о том, что, по крайней мере, три 
важные группы лекарственных средств 
взаимодействуют не только с нейрона-
ми, но и с астроцитами. Известно, что к 
нейролептикам, барбитуратам и бензоди-
азепинам на клетках астроглии имеются 

соответствующие рецепторы [4]. Пола-
гают, что один из этих рецепторов обе-
спечивает анксиолитические эффекты 
бензодиазепинов, а другой — седативное 
действие [3, 8, 9, 10]. Резюмируя общие 
представления об унитропных рецепто-
рах, следует в первую очередь выделить 
существование ряда рецепторных бел-
ков, с возможностью локализации рецеп-
торов на клетках нейроглии [12]. Однако 
в настоящее время неизвестно, какой из 
типов бензодиазепиновых рецепторов 
связан с плазмолеммой астроцитов, и как 
они изменяются под влиянием нейролеп-
тиков, антидепрессантов и психостиму-
ляторов [2].

Изучение физико-химических свойств, 
локализации в отделах мозга, клетках и 
субклеточных структурах нервной ткани, 
особенностей метаболизма нейроспеци-
фических белков или сроков появления их 
в процессе онтогенеза позволяет прибли-

Ультразвуковая вокализация крыс отражает различные психоэмоциональные состояния – как по-
зитивные, так и негативные (тревога, страх, стресс). Преобладание спектральной мощности в диапазоне 
20–30 кГц характеризует тревожность, а диапазон 35–45 кГц соответствует комфортному состоянию.

Пептиды и низкомолекулярные белки природного происхождения оказывают анксиолитическое, 
антифобическое, седативное действия на крыс. Эффект наблюдается уже после недели введения и со-
храняется, по крайней мере, в течение 21 дня инъекций препаратов.

Предложенная модель исследования эмоционального состояния по вокализации крыс в ультразвуке 
может быть использована в доклинических испытаниях препаратов аналогичного действия.

Ключевые слова: низкомолекулярные природные белки и пептиды; ультразвуковая вокализация 
(УЗВ) крыс; спектральная плотность мощности УЗВ; тревожность; стресс; анксиолитический, анти-
фобический и седативный эффекты; доклинические испытания.
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зиться к пониманию фундаментальных 
механизмов функционирования мозга. 
Установлена связь между наличием ней-
роспецифических белков с некоторыми 
патологическими состояниями организма, 
главным образом — с развитием нервно-
психических заболеваний [5, 1].

Цель исследования — изучить во-
кализацию крыс в ультразвуковом диа-
пазоне на фоне действия пептидов и 
низкомолекулярных белков природного 
происхождения и по полученным данным 
оценить их влияние на психоэмоциональ-
ное состояние животных.

Материалы и методы
Эксперимент проводился в НЦБМТ 

РАМН. Тестировались самки крыс ли-
нии WAG/GY в возрасте 3 мес., по 9 осо-
бей в каждой группе. 

Регулирующие	 стандарты. Иссле-
дования выполнялись согласно Прави-
лам лабораторной практики в Россий-
ской Федерации (Федеральный закон 
от 12.04.2010 N 61-ФЗ «Об обращении 
лекарственных средств», Приказ Ми-
нистерства здравоохранения Россий-
ской Федерации № 267 от 19.06.2003), 
в соответствии с правилами, принятыми 
Европейской Конвенцией по защите по-
звоночных животных, используемых 
для экспериментальных и иных науч-
ных целей (European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals Used for 
Experimental and other Scientific Purposes 
(ETS 123), Strasbourg, 1986), согласно 
утвержденному письменному протоко-
лу, в соответствии со Стандартными 
операционными процедурами исследова-
теля (СОП), санитарными правилами по 
устройству, оборудованию и содержа-
нию экспериментально-биологических 
клиник (вивариев), а также с Руковод-

ством по лабораторным животным и аль-
тернативным моделям в биомедицинских 
исследованиях [7]. Протокол экспери-
мента был разработан при участии и одо-
брении биоэтической комиссии НЦБМТ 
РАМН. 

Дизайн	 и	 организация исследова-
ния направлены на определение УЗВ-
параметров и выявление их взаимосвязи 
с психоэмоциональным состоянием жи-
вотных. Количество объектов, принима-
ющих участие в исследовании, достаточ-
но для полной регистрации изучаемого 
эффекта. 

Крыс содержали в микроизолятор-
ной системе Rair IsoSystem по 5 особей. 
Животные соответствовали категории 
SPF. В качестве подстила использовали 
стерильные древесные опилки. В каче-
стве корма — стандартный комбикорм 
гранулированный полнорационный для 
лабораторных животных (экструдиро-
ванный) ПК-120 ГОСТ Р 51849-2001 
Р.5. Водопроводная очищенная вода всем 
животным давалась вволю в стандарт-
ных поилках. Животные содержались в 
контролируемых условиях окружающей 
среды: температура воздуха 18–22°С и 
относительная влажность 60–70%. Ос-
вещение в помещениях — естественно-
искусственное. Вновь прибывшие жи-
вотные находились на карантине 7 дней 
в клетках.

Исследуемые	вещества	—	препараты 
пептидного происхождения и низкомоле-
кулярные белки, полученные из мозга 
крупных сельскохозяйственных живот-
ных и свиней, под кодовыми названиями 
«К», «М» и «Р» (молекулярная масса — 
не выше 50 кД), использовавшиеся от-
дельно и в комплексе с препаратом «G» 
(молекулярная масса — до 5 кД). Вве-
дение всех препаратов осуществлялось 
инъекционно, внутрибрюшинно, еже-

Влияние пептидов и низкомолекулярных белков природного происхождения 
на вокализацию крыс в ультразвуке



86Биомедицина № 2, 2012

Ю.В. Фокин

дневно, в течение 21 суток. Контрольной 
группе животных в аналогичном режиме 
вводился физ. раствор.

Регистрация	 УЗВ. Ультразвуковые 
волны фиксировались с помощью специ-
альных микрофонов системы Sonotrack 
(Metris B.V., Нидерланды). Микрофоны 

устанавливались дистантно, на расстоя-
нии 20–25 см от головы животных. Ча-
стота дискретизации составляла 200 кГц, 
сигнал записывался в цифровом формате. 
Регистрацию ультразвуковых колебаний 
(в течение 30 мин) у каждого животного 
сначала осуществляли в состоянии по-

Рис. 1. УЗВ контрольной группы на 7-й день исследования. По оси абсцисс — частота (кГц), по оси 
ординат — спектральная плотность мощности (%). Красная кривая — медианы частот, синие линии — 
95% доверительный интервал. Площадь под кривой — 1991 мм2.

Рис. 2. УЗВ контрольной группы на 21-й день исследования. Все обозначения — как на рис. 1. 
Площадь под кривой — 1320 мм2.
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коя (фоновые данные), затем — через 7, 
14 и 21 суток после введения препарата. 
После удаления физических артефактов 
(монотонных шумов) осуществляли спек-
тральный анализ ультразвука с исполь-
зованием процедуры быстрого преобра-
зования Фурье в частотной полосе от 15 
до 100 кГц с помощью пакета программ 
MATLAB методом Уэлча. Эпоха анализа 
составляла 10 мс, размерность быстрого 
преобразования Фурье — 2000 интерва-
лов. В ходе анализа спектральную плот-
ность мощности ультразвука (СПМ), 
излучаемого каждым животным, норми-
ровали к СПМ фона окружающей среды, 
в результате получали вектор-строку из-
менений ультразвука, в котором находи-
ли максимум, приравнивая его к 100%, 
остальные значения изменяли пропорци-
онально максимуму. После этого находи-
ли медианы по каждой частоте, учитывая 
все эпохи анализа в эксперименте для 
каждого животного и по группам. Ввиду 
того, что в разные периоды регистрации 
не все животные излучали ультразвуко-
вые колебания (число N варьировалось), 
для оценки статистической значимости 
изменений по сравнению с фоновыми 
данными был применен анализ ANOVA 
для несвязанных групп. Учитывали толь-
ко достоверные изменения СПМ (p<0,01).

Перед исследованиями все животные 
подвергались стрессовым условиям по-
средством прохождения теста вынужден-
ного плавания с грузом.

Результаты и их обсуждение
Анализ УЗВ крыс в фоновых измере-

ниях обнаружил наибольшую мощность 
пиков в диапазоне 20–30 кГц, с макси-
мумом в области ~25 кГц. Аналогичной 
картина УЗВ была в группе контроля 
— до начала эксперимента, на 7-й, 14-й 
и 21-й день, однако с каждой неделей на-

блюдалось возрастание мощности в сто-
рону диапазона выше 30 кГц (рис. 1 и 2).

Эти данные согласуются с результа-
тами, полученными ранее [11], и говорят 
о том, что частотная полоса 20–30 кГц 
является показателем тревожности и 
беспокойства у крыс, а полоса 35–45 кГц 
— показателем комфортного состояния. 
Косвенно это подтверждает и смещение 
наибольшей мощности в сторону диа-
пазона от 30 кГц и выше на протяжении 
эксперимента, что, вероятно, связано с 
привыканием животных к новым усло-
виям клетки, в которой происходило ис-
следование.

В опытных группах картина УЗВ ока-
залась отличной от контроля уже на пер-
вом этапе исследования, т. е. через 7 дней 
после введения препаратов. Например, на 
рис. 3 отчётливо видно, что наибольшая 
мощность (~70%) приходится на диапа-
зон 37–42 кГц. СПМ в диапазоне 20–30 
кГц существенно снижена по сравнению 
с фоновыми данными (почти на 30%).

Таким образом, снижение СПМ в 
«диапазоне тревоги» и повышение её в 
«диапазоне комфорта» позволяет судить 
о том, что данный препарат обладает анк-
сиолитическим, антифобическим дей-
ствием на крыс.

Довольно схожая картина УЗВ на-
блюдалась на данном этапе исследования 
в группе препарата «P», вводимого в ком-
плексе с «G» (рис. 4).

Из графика видно, что наибольшая 
мощность УЗВ также наблюдается в 
«диапазоне покоя» (на частоте около 
33 кГц), а в «диапазоне тревоги» СПМ 
достоверно снижена почти на 50% по 
сравнению с фоновыми данными. В це-
лом, действие препарата на данном этапе 
характеризует значительное снижение 
спектральной мощности по отношению к 
фону на всём анализируемом промежут-
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ке (в диапазоне 50–100 кГц — разница 
достоверна). Вероятнее всего, данный 
эффект связан с расслаблением голосо-
вых связок и миорелаксацией, что позво-
ляет сделать вывод об успокаивающем, 
седативном действии комплекса «P+G». 

Аналогичные графики наблюдались в 

исследовании УЗВ на 7-й день экспери-
мента и в остальных группах препаратов.

Исследование вокализации на 14-й 
день эксперимента явило, в целом, схо-
жие, но более ярко выраженные резуль-
таты. Например, из рис. 5 видно, что ос-
новной, «главный» пик мощности (100%) 

Рис. 3. УЗВ группы препарата «P» на 7-й день исследования. По оси абсцисс — частота (кГц), по оси 
ординат — спектральная плотность мощности (%). Зелёная кривая — медианы частот в фоновых 
измерениях, красная кривая — медианы частот в опытной группе.

Рис. 4. УЗВ группы «P+G» на 7-й день исследования. Все обозначения — как на рис. 3. Синие 
кружочки — p<0,01 (ANOVA).
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приходится на частоту ~41 кГц, а в диа-
пазоне 20–30 кГц СПМ снижена по срав-
нению с фоном приблизительно на 40%.

Т.е. по истечении 14 дней введения 
данного препарата у крыс наблюдается 
анксиолитический, антифобический и 
частично седативный эффект. Схожая 

картина УЗВ на данном этапе исследова-
ния наблюдалась и в остальных группах 
препаратов.

По истечении курса введения тести-
руемых веществ (на 21-й день экспери-
мента) было сделано заключительное 
исследование УЗВ, отразившее стабиль-
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Рис. 5. УЗВ группы «М» на 14-й день исследования. Все обозначения — как на рис. 3.

Рис. 6. УЗВ группы «K+G» на 21-й день исследования. Все обозначения — как на рис. 3.
Синие кружочки — p<0,01 (ANOVA).
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ность наблюдаемой тенденции. В доказа-
тельство этому приведён рис. 6.

Из рисунка видно, что основная мощ-
ность издаваемых сигналов приходится 
на диапазон 30–42 кГц, т.е. отражает по-
зитивное, комфортное состояние живот-
ных. Следовательно, данный комплекс 
анализируемых препаратов на этом этапе 
исследования по-прежнему характери-
зуется антитревожным, противострес-
сорным действием. Такое заключение 
применимо и ко всем остальным исполь-
зуемым в эксперименте фармакологиче-
ским веществам.

Выводы
1. Настоящей работой подтверждено, 

что УЗВ крыс отражает различные пси-
хоэмоциональные состояния — как от-
рицательные (тревога, страх, стресс), так 
и положительные (комфорт, спокойное 
бодрствование). Показателем тревожно-
сти является преобладание спектральной 
мощности в диапазоне 20–30 кГц, а по-
казателем комфорта — диапазон около 
35–45 кГц.

2. Пептиды и низкомолекулярные 
белки природного происхождения спо-
собны оказывать позитивное (анксиоли-
тическое, антифобическое, седативное) 
действие на крыс, которое наблюдается 
уже после недели введения и сохраня-
ется, по крайней мере, в течение 21 дня 
инъекций препаратов. Пик указанного 
действия приходится, вероятнее всего, на 
14-е сутки курса введения.

3. Предложенная модель исследова-
ния эмоционального состояния по вока-
лизации крыс в ультразвуке может быть 
использована в доклинических испыта-
ниях препаратов аналогичного действия.
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Influence of peptides and low-molecular proteins 
of a natural origin on vocalization of rats in ultrasound

Yu.V. Fokin

Ultrasonic vocalization of rats reflects various psychoemotional conditions — both positive, and negative 
(alarm, fear, a stress). Prevalence of spectral power in a range of 20–30 kHz characterizes uneasiness, and the 
range of 35–45 kHz corresponds to a comfortable condition.

Peptides and low-molecular proteins of a natural origin render anxiolitical, antiphobical, sedative actions 
on rats. The effect is observed after a week of introduction and remains, at least, within 21 days of injections 
of preparations.

The offered model of research of an emotional condition on vocalization of rats in ultrasound can be used 
in nonclinical tests of preparations of similar action.

Key words: low-molecular natural proteins and peptides; ultrasonic vocalization (USV) of rats; spectral 
power density of USV; uneasiness; stress; anxiolitical, antiphobical and sedative effects; nonclinical tests.

Влияние пептидов и низкомолекулярных белков природного происхождения 
на вокализацию крыс в ультразвуке
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В наших предыдущих работах мы оце-
нивали поведение различных линий и по-
пуляций крыс [1], а также при действии 
фармакологических средств, изменяю-
щих функции основных нейромедиатор-
ных систем мозга [3]. Недавно нами так-
же была исследована ещё одна не менее 
важная группа веществ — нейропептиды, 
которые обнаружили влияние на ультра-
звуковую вокализацию крыс [6]. Но в 
изучении механизмов действия фармако-
логических веществ необходимым ком-
понентом является оценка их влияния на 
характеристики поведения животных.

Как правило, ориентировочно-иссле-
довательская реакция крыс оценивается 
в тесте «Открытое поле», по горизон-
тальной и вертикальной двигательной 
активности, времени реакции обнюхива-
ния. Эмоциональный статус животного 
оценивают по числу болюсов, уринаций, 
груминговой активности, времени выхо-
да из центра и времени замирания [2]. Все 
эти показатели изменяются при введении 
в организм различных фармакологиче-

ских препаратов, а также при действии 
физических и социальных факторов 
[5, 6]. Следовательно, исключением не 
должны быть и низкомолекулярные бел-
ки природного происхождения, являю-
щиеся объектом внимания нашей нынеш-
ней работы.

Цель исследования — изучить си-
стемное поведение крыс на фоне дей-
ствия пептидов и низкомолекулярных 
белков природного происхождения и 
проанализировать их влияние на психоэ-
моциональное состояние животных.

Материалы и методы
Эксперимент проводился в НЦБМТ 

РАМН. Тестировались самки крыс ли-
нии WAG/GY в возрасте 3 мес., по 9 осо-
бей в каждой группе. 

Регулирующие	 стандарты. Иссле-
дования выполнялись согласно Прави-
лам лабораторной практики в Россий-
ской Федерации (Федеральный закон 
от 12.04.2010 N 61-ФЗ «Об обращении 

Пептиды и низкомолекулярные белки природного происхождения влияют на системное поведение 
крыс. В течение эксперимента неподвижность планомерно уменьшается по сравнению с контролем, но 
возрастает «по отношению к себе». Несколько снижается длительность умывания на 7-й и 21-й день. 
Горизонтальная активность остаётся практически неизменной. Наблюдаемые эффекты (снижение дли-
тельности «замирания»), видимо, связаны с антитревожным действием препаратов, что подтвердило 
исследование ультразвуковой вокализации крыс на фоне введения тех же фармакологических средств.

Ключевые слова: низкомолекулярные природные белки и пептиды; системное поведение крыс; 
неподвижность (иммобилизация), горизонтальная активность (локомоции), вертикальная активность 
(стойки), умывание (груминг); анксиолитическое, антифобическое и седативное действие; корреляция 
с УЗВ.

Пептидная регуляция системного поведения крыс

Ю.В. Фокин
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лекарственных средств», Приказ Мини-
стерства здравоохранения Российской 
Федерации № 267 от 19.06.2003), в со-
ответствии с правилами, принятыми 
Европейской Конвенцией по защите по-
звоночных животных, используемых 
для экспериментальных и иных науч-
ных целей (European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals Used for 
Experimental and other Scientific Purposes 
(ETS 123), Strasbourg, 1986), согласно 
утвержденному письменному протоколу, 
в соответствии со Стандартными опе-
рационными процедурами исследовате-
ля (СОП), санитарными правилами по 
устройству, оборудованию и содержанию 
экспериментально-биологических кли-
ник (вивариев), а также с Руководством 
по лабораторным животным и альтерна-
тивным моделям в биомедицинских ис-
следованиях [4]. Протокол эксперимента 
был разработан при участии и одобрении 
биоэтической комиссии НЦБМТ РАМН. 

Дизайн	 и	 организация исследова-
ния направлены на исследование пове-
денческих форм животных и выявление 
их взаимосвязи с психоэмоциональным 
состоянием. Количество объектов, при-
нимающих участие в исследовании, до-
статочно для полной регистрации изуча-
емого эффекта. 

Крыс содержали в микроизолятор-
ной системе Rair IsoSystem по 5 особей. 
Животные соответствовали категории 
SPF. В качестве подстила использовали 
стерильные древесные опилки. В каче-
стве корма — стандартный комбикорм 
гранулированный полнорационный для 
лабораторных животных (экструдиро-
ванный) ПК-120 ГОСТ Р 51849-2001 Р.5. 
Водопроводная очищенная вода всем 
животным давалась вволю в стандарт-
ных поилках. Животные содержались в 
контролируемых условиях окружающей 

среды: температура воздуха 18–22°С и 
относительная влажность 60–70%. Ос-
вещение в помещениях — естественно-
искусственное. Вновь прибывшие жи-
вотные находились на карантине 7 дней 
в клетках.

Исследуемые	вещества	—	препараты 
пептидного происхождения и низкомоле-
кулярные белки, полученные из мозга 
крупных сельскохозяйственных живот-
ных и свиней, под кодовыми названиями 
«К», «М» и «Р» (молекулярная масса — 
не выше 50 кД), использовавшиеся от-
дельно и в комплексе с препаратом «G» 
(молекулярная масса — до 5 кД). Вве-
дение всех препаратов осуществлялось 
инъекционно, внутрибрюшинно, еже-
дневно, в течение 21 суток. Контрольной 
группе животных в аналогичном режиме 
вводился физ. раствор.

Регистрация	 поведенческих	 компо-
нентов происходила с применением ком-
пьютерной системы Laboras (Metris B.V., 
Нидерланды), которая позволяла вычис-
лять длительность таких форм поведения 
как локомоции (горизонтальная актив-
ность), неподвижность (иммобилизация), 
стойки (вертикальная активность), умы-
вание (груминг). Кроме того, оценивалось 
время так называемых нераспознанных 
системой Laboras движений. Эпоха анали-
за составляла 30 мин. За каждый времен-
ной промежуток (через 7, 14 и 21 день вве-
дения препаратов) по каждому животному 
определяли процент каждой формы пове-
дения. Полученные данные группировали 
в зависимости от тестируемого препарата, 
временного промежутка и формы поведе-
ния. Статистическую обработку проводи-
ли с помощью пакета программ MATLAB 
путём вычисления медиан по всем жи-
вотным, после чего строили гистограм-
мы распределения форм поведения для 
каждого временного промежутка. Оценку 
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достоверности проводили с помощью ука-
занных на гистограммах верхних и ниж-
них границ доверительных интервалов, в 
качестве которых использовали значения 
25-й и 75-й процентилей соответственно.

Результаты и их обсуждение
Оценка элементарных форм поведения 

контрольной группы животных (рис. 1) по-
казала снижение вертикальной активности 
(вставания на задние лапы) и возрастание 
времени неподвижности в период иссле-
дования. Уровень горизонтальной актив-
ности практически не менялся в течение 
эксперимента, а длительность умывания, 
снизившись к 14-му дню, снова повыси-
лась к 21-му, почти до показателя 7-го дня 
с момента начала введения препаратов.

Исследование поведения опытных 
групп животных на 7-й день введения 

(рис. 2) выявило следующие результаты:
1) показатели длительности иммоби-

лизации, в среднем, оказались ниже, чем 
в контроле, и составили около 10% (наи-
большее значение зафиксировано на пре-
парате «P»);

2) показатели вертикальной активно-
сти — аналогичны контролю (~23%);

3) длительность умывания — чуть 
ниже, чем в контроле (около 26 и 29% 
соответственно), но данной разницей 
можно пренебречь;

4) показатели горизонтальной актив-
ности соответствуют таковым в контро-
ле (3–5%).

Результаты оценки поведения на фоне 
14-ти дней введения препаратов пред-
ставлены на рис. 3:

1) показатели длительности иммоби-
лизации, в среднем, оказались ниже, чем 

Рис. 1. Оценка системного поведения контрольной группы за весь период исследования. По оси 
абсцисс – временные интервалы исследования, внутри каждого – простые формы поведения: 
зелёный цвет – неподвижность, жёлтый – вертикальная активность, оранжевый – умывание, 
розовый – горизонтальная активность, белый – нераспознанные движения. По оси ординат – процент 
представленности каждой формы поведения за временной промежуток (900 сек.). Усы указывают на 
верхнюю и нижнюю границы доверительных интервалов (25-ый и 75-ый процентили).
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в контроле (~16% по сравнению с ~23%), 
но повысились по сравнению с 7-м днём;

2) показатели вертикальной актив-
ности — выше, чем в контроле (~20% 
и ~16% соответственно), но чуть ниже, 
чем на 7-й день исследования;

3) длительность умывания — соответ-
ствует контрольным показателям (22–
23%), но немного снижена по сравнению 
с 7-м днём;

4)  горизонтальная активность — ана-
логична контролю и 7-му дню экспери-
мента.

Данные заключительного исследова-
ния системного поведения (на 21-й день 
введения) отражены на рис. 4:

1) показатели длительности иммоби-
лизации — несколько меньше, в среднем, 
чем в контроле (~27% и ~32% соответ-
ственно), но существенно выше, чем на 
7-й и 14-й дни;

2) вертикальная активность — анало-

гична контролю (13–14%), но несколько 
ниже, чем на 7-й и 14-й дни;

3) длительность умывания — значи-
тельно меньше, чем в контроле (~18% и 
~27% соответственно), самый низкий по-
казатель — в группе «Р»;

4) горизонтальная активность — при-
близительно соответствует аналогичным 
значениям контрольной группы, 7-му и 
14-му дням эксперимента.

Выводы
1. Пептиды и низкомолекулярные 

белки природного происхождения ока-
зывают влияние на системное поведение 
животных.

2. В течение эксперимента происходит 
планомерное снижение длительности не-
подвижности (иммобилизации) по срав-
нению с контролем и возрастание данного 
показателя на каждом следующем этапе 
исследования по отношению к каждому 

Рис. 2. Оценка системного поведения опытных групп на 7-й день исследования. По оси абсцисс – 
опытные группы, внутри каждой – простые формы поведения. 
Цвета и проч. обозначения – как на рис. 1.
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Рис. 3. Оценка системного поведения опытных групп на 14-й день исследования. 
Все обозначения – как на рис. 2.

Рис. 4. Оценка системного поведения опытных групп на 21-й день исследования. 
Все обозначения – как на рис. 2.
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предыдущему. Несколько снижается дли-
тельность умывания на 7-й и 21-й день. 
Длительность горизонтальной активно-
сти (локомоций) остаётся неизменной на 
всём протяжении эксперимента.

3. Уменьшение иммобилизации (мож-
но сказать — «замирания») крыс в тече-
ние эксперимента, вероятно, связано с 
антитревожным эффектом тестируемых 
фарм. средств, и данный результат согла-
суется с ранее проведённым исследовани-
ем УЗВ при действии тех же препаратов.

4. На фоне введения исследуемых ве-
ществ отмечено увеличение двигатель-
ной активности, что может трактоваться 
как результат повышения работоспособ-
ности и выносливости организма. Таким 
образом, данные препараты могут быть 
рекомендованы в качестве средств сти-
мулирующего действия при работе в экс-
тремальных ситуациях и в условиях вы-
сокой физической нагрузки.
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Peptide regulation of rats system behaviour

Yu.V. Fokin

Peptides and low-molecular proteins of a natural origin influence system behaviour of rats. During 
experiment the immobility systematically decreases in comparison with control, but increases «in relation 
to itself». Duration of grooming for the 7th and 21st day a little decreases. Horizontal activity (locomotion) 
remains almost invariable. Observable effects (decrease in duration of «dying down») are probably connected 
with anxiolitical action of preparations that confirmed research of ultrasonic vocalization of rats against 
introduction of the same pharmacological means.

Key words: low-molecular natural proteins and peptides; system behaviour of rats; immobility, locomo-
tion, rearing, grooming; anxiolitical, antiphobical and sedative effects; correlation with USV.
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В последние годы убедительно пока-
зано, что гиполипидемическая терапия 
существенно снижает не только риск 
таких осложнений атеросклероза как 
коронарная смерть, инфаркт миокар-
да и стенокардия, но и общую смерт-
ность [1, 2, 9]. Это стало возможным 
благодаря применению нового класса 
гиполипидемических препаратов-ста-
тинов, которые подавляют активность 
3-гидрокси-3-метилглутарил-коэнзим 
А-(ГМГ-КоА)-редуктазы, регулиру-
ющей скорость синтеза ХС. Вслед-
ствие этого снижается пул ХС в клет-
ках печени, увеличивается экспрессия 
рецепторов к липопротеидам низкой 
плотности (ЛНП) на поверхности ге-
патоцитов, стимулируется захват ими 
частиц ЛНП и липопротеидов очень 
низкой плотности (ЛОНП) из плазмы 
крови [1–3, 9, 12, 13].

Сравнительные данные по клиниче-
ской фармакокинетике статинов пред-
ставлены в работах [4, 5, 7]. Симвастатин 
и Ловастатин назначаются в виде неак-
тивных лактоновых форм и в организме 
гидролизуются с превращением в актив-
ные метаболиты. Остальные статины из-
начально представляют собой фармако-
логически активные препараты. 

Все статины быстро всасываются по-
сле приема внутрь (от 30 до 98%), при-
чем максимальная концентрация в кро-
ви наступает в пределах 0,5–4 ч. Прием 
пищи не оказывает существенного 
влияния на всасывание Симвастатина, 
увеличивает концентрацию Ловастати-
на в крови и снижает биодоступность 
других статинов. Гиполипидемическая 
активность статинов не зависит суще-
ственно от приема их с вечерней пищей 
или на ночь. После всасывания из же-

У 54 здоровых испытуемых исследована сравнительная фармакокинетика широко применяемых ги-
полипидемических средств из группы статинов. Концентрацию Аторвастатина, активных метаболитов 
Симвастатина и Ловастатина определяли в плазме крови методом ВЭЖХ с УФ-спектрофотометрическим 
детектором. 

Ключевые слова: фармакокинетика, гиперлипидемия.
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лудочно-кишечного тракта до 85% пре-
парата захватывается печенью и лишь 
5% активных метаболитов попадает в 
системный кровоток. Гипохолестери-
немический эффект появляется уже 
через 3 дня после начала лечения, когда 
устанавливается стабильная концентра-
ция препарата в крови. Максимальный 
эффект достигается через 4–6 недель. 
Общий холестерин (ХС) плазмы кро-
ви возвращается к исходному уровню 
через 1 мес. после отмены максималь-
ных доз препарата. Терапевтический 
эффект довольно стабилен, явлений та-
хифилаксии при длительном лечении не 
наблюдается. 

Несмотря на уменьшение площа-
ди под кривой «концентрация-время» 
(AUC) при сочетании статинов и секве-
странтов желчных кислот (холестира-
мина или колестипола), эффект такой 
комбинации препаратов не снижается. 
Комбинация статинов с холестирами-
ном теоретически обоснована и дает вы-
раженный гиполипидемический эффект 
даже у больных с тяжелой наследствен-
ной гиперхолестеринемией. Некоторые 
авторы рекомендуют принимать ста-
тины по меньшей мере через 4 ч после 
приема холестирамина или пищевых 
добавок с богатым содержанием не-
растворимых волокон (пектины, овся-
ные отруби) во избежание фармакоки-
нетического взаимодействия на этапе 
кишечного всасывания [8, 10, 11]. Не 
отмечено существенного влияния още-
лачивающих препаратов и блокаторов 
H2-рецепторов, назначаемых при повы-
шенной кислотности желудочного сока, 
на фармакокинетику Аторвастатина 
[10, 11]. За исключением Правастатина, 
все статины почти полностью связыва-
ются с белками плазмы — в основном, 
с альбумином. Поэтому воздействие 

активных, не связанных форм статинов 
на периферические ткани чрезвычайно 
мало. Печеночная экстракция статинов 
— более 70%. Лекарственные взаимо-
действия, обусловленные вытеснени-
ем статинов из связи с белками, имеют 
ограниченное значение. Действие стати-
нов развивается медленно, поэтому вре-
менные колебания концентрации несвя-
занных форм не имеют существенного 
значения [6, 14]. 

Целью настоящего исследования яв-
лялось проведение сравнительной фар-
макокинетики этих препаратов на здоро-
вых добровольцах.

Материалы и методы
В качестве исследуемых гиполипиде-

мических препаратов из группы статинов 
были Аторвастатин, Ловастатин, Симва-
статин.

Для проведения сравнительной фар-
макокинетики в исследование было 
включено 54 здоровых испытуемых в 
возрасте от 18 до 45 лет, которые со-
ставили III группы. I группа (18 человек) 
принимала таблетки Липримар 20 мг 
(«Пфайзер», Германия); II группа (18 
человек) — Зокор 10 мг («Мерк Шарп 
Доум», Нидерланды); III группа — Мева-
кор 20 мг («Мерк Шарп Доум», Нидер-
ланды). 

Все добровольцы в период за 1–14 
дней до исследования проходили углу-
бленное врачебное исследование (сбор 
анамнеза, врачебный осмотр, биохимиче-
ское исследование крови, общий анализ 
крови и мочи).

Прием препаратов осуществлялся 
per os утром в 8:00 в дозе 80 мг (4 таблет-
ки по 20 мг Липримара или Мевакора, 4 
таблетки по 10 мг для Зокора). Отбор 
крови производился из кубитальной вены 

Исследование сравнительной фармакокинетики широко применяемых 
гиполипидемических препаратов из группы статинов
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в количестве 5 мл, в стеклянные гепари-
низированные пробирки, до и спустя 1; 
1,5; 2; 3; 4; 6; 8; 12 и 24 ч после приема 
изучаемых препаратов.

Концентрацию Липримара и актив-
ных метаболитов Зокора и Мевакора в 
плазме крови добровольцев определяли с 
помощью высокоэффективной жидкост-
ной хроматографии (ВЭЖХ). 

Фармакокинетические параметры 
рассчитывали с помощью программы 
KineticaТМ2000 модельно-независимым 
методом. Рассчитывались следующие 
параметры: максимальная концентра-
ция Cmax — максимальное значение из 
измеренных; время ее достижения Tmax 
— время, при котором измерялась мак-

симальная концентрация; площадь под 
фармакокинетической кривой — в пре-
делах длительности наблюдений (AUC0-t) 
рассчитывали методом трапеций; соот-
ношение Сmax/ AUC0-t.

Полученные экспериментальные дан-
ные были статистически обработаны с 
помощью пакета Systatw5. Рассчитыва-
лись следующие статистические параме-
тры: среднее арифметическое значение 
(Mean), среднее геометрическое значе-
ние (GMean), стандартное отклонение 
среднего результата (SD), стандартная 
ошибка (SE), коэффициент вариации 
(CV), медиана (Median). Достоверность 
различий оценивали при доверительной 
вероятности 95%.

Таблица 1
Динамика концентрации и фармакокинетические параметры

 Аторвастатина в плазме крови
 после приема препарата

Максимальная концентрация, 
нг/мл // Время определения 

макс. концетрации после 
приема препарата, ч

Показатель

Mean GMean SD CV Median L-95% Up-95%

1 26,3 25,1 8,2 31 25,6  -  -

1,5 26,7 25,8 7,1 27 26,05  -  -

2 24,8 23,9 7 28 23,95  -  -

4 19,5 18,7 5,5 28 18,6  -  -

6 16,2 15,7 4 25 16  -  -

8 13,3 12,9 3,3 25 12,7  -  -

12 6,6  - 5,2 78 8,5  -  -

Фармакокинетические параметры

Cmax, нг/мл 28,4 27,5 7,5 - 27,4 24,6 84,5

Tmax, ч 1,3 1,3 0,3 - 1,5 1,2 1,5

AUC0-t, нг*ч/мл 228,8 216 78,6 - 220,1 189,7 267,9

Cmax /AUC0-t 0,13 0,127 0,028 - 0,119 0,116 0,144
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Результаты и их обсуждение
Динамика концентрации Аторваста-

тина в плазме крови и фармакокинети-
ческие параметры Аторвастатина после 
приема препарата, принимаемого до-
бровольцами I группы, представлена в 
табл. 1 и на рис.

Как видно из представленных данных, 
после приема Аторвастатина концентра-
ция препарата достигла максимума через 
1,5 ч (26,71±7,1 нг/мл). 

Фармакокинетические параметры 
после приема добровольцами таблеток 
Аторвастатина были: 
Сmax — 28,4±0,3нг/мл; Т — 1,3±0,3 ч;  
АUС0-t — 216,0±78,6 нг*ч/мл;  

Сmax/АUС0-Т — 0,130±0,028. 
Динамика концентрации метаболита 

Симвастатина в плазме крови и фарма-
кокинетические параметры после при-
ема препарата добровольцами II группы 
представлена в табл. 2 и на рис.

После приема Симвастатина концен-
трация метаболита достигла максиму-
ма через 2 ч и составила 20,8±5,9 нг/мл. 
Фармакокинетические параметры после 
приема добровольцами таблеток Симва-
статина были: Сmax — 22,8±4,9нг/мл; Т — 
2,3±0,8 ч; АUС0-t — 114,0±29,7 нг*ч/мл; 
Сmax/АUС0-Т — 0,205±0,040. 

Динамика концентрации метаболита в 
плазме крови Ловастатина и фармакоки-

Таблица 2
Динамика концентрации метаболита Симвастатина в плазме крови 

и фармакокинетические параметры после приема препарата добровольцами II группы

Максимальная 
концентрация, нг/мл // 

Время определения макс.
концетрации после приема 

препарата, ч

Показатель

Mean GMean SD CV Median L-95% Up-95%

1 9,6 - 7 73 10,9 - -

1,5 16,9 - 7,1 42 18,1 - -

2 20,8 20 5,9 29 20 - -

4 17,3 16,6 5,2 30 17,8 - -

6 11,6 11,1 3,5 31 12  -  -

8 7,6  - 3,7 48 8,3  -  -

12 3,6  - 3,7 104 3,9  -  -

Фармакокинетические параметры

Cmax, нг/мл 22,8 22,2 4,9 - 23 20,3 68,5

Tmax, ч 2,3 2,2 0,8 - 2 1,9 2,7

AUC0-t, нг*ч/мл 114 110,2 29,7 - 114,8 99,3 128,8

Cmax /AUC0-t 0,205 0,201 0,04 - 0,19 0,185 0,225
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нетические параметры после приема пре-
парата добровольцами II группы пред-
ставлены в табл. 3 и на рис.

После приема Ловастатина концен-
трация метаболита достигла максиму-
ма через 4 ч и составила 28,8±4,1 нг/мл. 
Фармакокинетические параметры после 
приема добровольцами таблеток Лова-
статина были: Сmax — 29,16±4,5нг/мл;  
Т — 3,6±0,9 ч; АUС0-t — 254,9±49,8 нг*ч/мл; 
Сmax/АUС0-Т — 0,117±0,011. 

 
Выводы
Таким образом, при сравнительной 

оценке фармакокинетических пара-
метров исследуемых препаратов уста-

новлено, что для Аторвастатина Сmaх 
составляет 28,4±0,3 нг/мл, через Tmaх 
1,3±0,3 ч, при этом AUC0-t cоставила 
216,0±78,6 нг*ч/мл. Для Симваста-
тина Сmaх составляет 22,8±4,9 нг/мл, 
через Tmaх 2,3±0,8 ч, при этом AUC0-t 
cоставила 114,0±29,7 нг*ч/мл. Для Лова-
статина Сmaх составляет 29,16±4,5 нг/мл, 
через Tmaх 3,6±0,9 ч и при этом AUC0-t 
cоставила 254,9±49,8 нг*ч/мл. 

Максимальные концентрации (Сmaх) 
исследуемых лекарственных препаратов 
практически не отличались друг от дру-
га, в то время как наблюдалось различ-
ное максимальное время концентрации 
препаратов (Тmaх). Тем не менее, по дан-

Таблица 3
Динамика концентрации метаболита Ловастатина в плазме крови и фармакокинетические 

параметрыпосле приема препарата добровольцами III группы

Максимальная 
концентрация, нг/мл // 

Время определения макс.
концетрации после приема 

препарата, ч

Показатель

Mean GMean SD CV Median L-95% Up-95%

1 1 21,3 20,9 4,5 20,4  -  -

1,5 1,5 24,9 24,7 3,9 24,8  -  -

2 2 28 27,7 4,7 27,55  -  -

4 4 28,8 28,5 4,1 28,6  -  -

6 6 25,8 25,5 4,4 25,9  -  -

8 8 22,3 22 4,1 22,25  -  -

12 12 12 11,9 1,5 12,05  -  -

Фармакокинетические параметры

Cmax, нг/мл 29,6 29,3 4,5 - 29,45 26,8 32,4

Tmax, ч 3,6 3,4 0,9 - 4 3 4,1

AUC0-t, нг*ч/мл 254,9 250,2 49,8 - 253 224,7 285,2

Cmax /AUC0-t 0,117 0,117 0,011 - 0,116 0,111 0,124
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ным авторов [10, 11], гиполипидемиче-
ский эффект всех изучаемых препаратов 
у пациентов достаточно выраженный, 
с незначительным преобладанием его у 
препарата Аторвастатина.
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Comparative study of the pharmacokinetics widely used 
lipid-lowering drugs of the statin

A.S. Sivkov
 
The comparative pharmacokinetics of commonly used lipid-lowering drugs of the statin was studied by  

54 healthy persons. Concentration atorvastatin, the active metabolites of simvastatin and lovastatin in plasma 
by HPLC with UV-spectrophotometric detector were determined.
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КРАТКИЕ СООБЩЕНИЯ

 Методы нейростимуляции широко 
применяются в клинической практике 
для лечения различных заболеваний [1, 
6]. Для осуществления нейростимуляции 
большую важность представляет задача 
наведения стимулирующих электродов 
на заданные структуры мозга — в част-
ности, на извилины головного мозга. 
Для наиболее эффективной стимуляции 
ширина электродов также должна выби-
раться с учетом ширины извилины.

Решение данной задачи, кроме того, 
является важным промежуточным эта-
пом верификации описанных нами в на-
стоящей статье и ранее методов проеци-
рования различных структур мозга на 
поверхность скальпа [2, 4]. Действитель-
но, для такой верификации необходимо 
нанести на поверхность скальпа структу-
ры головного мозга, которые будет затем 

легко выделить на МРТ-изображении. К 
подобным структурам, в частности, от-
носятся извилины коры головного мозга 
человека. Пометив в характерных точках 
извилин (например, в концах средних ли-
ний) контрастные маркеры, можно опре-
делить после МРТ-снимка отклонение 
расчетных и реальных проекций мозго-
вых структур. 

Целями данной работы являются:  
1) построение проекций средних линий 
извилин головного мозга по данным атла-
са Тайлераха [7] на поверхность скальпа; 
2) определение ширины извилины в каж-
дой точке средней линии. 

 
Метод расчета, предложенный нами 

в данной статье, позволяет рассчитать 
угловые координаты средней линии про-

В статье описан алгоритм разработанной нами программы, находящий среднюю линию извилины по 
данным атласа Тайлераха и затем проецирующий полученную линию на поверхность скальпа. Кроме 
того, описанный в статье алгоритм позволяет определить толщину извилины в каждой точке средней 
линии.

Ключевые слова: извилины головного мозга, нейротерапия, транскраниальная нейростимуляция, 
стереотаксический атлас.
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екций извилин. Структурная схема алго-
ритма расчета представлена на рис.  

Алгоритм нахождения границы вы
бранной извилины заключался в выборе 
таких точек по атласу Тайлераха, кото-
рые одновременно принадлежат заданной 
извилине и имеют хотя бы одну из 26 
сопряженных точек, не принадлежащих 
выбираемой извилине. При этом перебор 
производился по всем точкам извилины.

Алгоритм построения нормали к 
поверхности извилины аналогичен опи-
санному нами ранее алгоритму, приме-
нявшемуся для нахождения нормали к 
поверхности черепа [4].

Алгоритм проверки возможности 
сжатия определяет, на каком расстоя-
нии от поверхности находится точка, по-
лученная сдвигом на расстояние r вдоль 
построенной нормали к поверхности. 
Если расстояние менее чем 2/3 r, то сжа-
тие не происходит. Таким точкам присва-
ивается индекс n — число, равное номеру 
шага алгоритма, на котором первый раз 
не произошло сжатие в этих точках. Эти 
точки – часть средней линии конечного 
результата работы алгоритма. Если по-
сле такой проверки мы не можем прове-
сти сжатие ни в одной из точек поверх-
ности, то программа закачивает работу.

Алгоритм сжатия области заключа-
ется в построении поля нормалей к по-

верхности границы и затем исключении 
точек, отстоящих на расстояние не более 
r от границы. Теоретически, оптимальное 
значение r определяется минимизацией 
среднего квадратичного отклонения ре-
ального расстояния сдвига границы мно-
жества по дискретной сетке от константы 
r при всевозможных углах расположения 
нормали в пространстве. С учетом ре-
зультатов численных экспериментов, мы 

приняли r=2 мм. Во время произведения 
операции сжатия происходит провер-
ка односвязности множества, т.е. того 
факта, что множество имеет ровно одну 
компоненту связности. Это реализовано 
в программе с использованием алгоритма 
поиска «в ширину» связных компонентов 
ориентированного графа [5].

 Результат расчета и его практическое 
применение

В результате расчета мы получи-
ли линии внутри извилин и множество 
индексов, каждый из которых соответ-
ствует точке на средней линии. Средняя 
линия характеризует геометрический 
«скелет» извилины как тела в простран-
стве, при этом она может разветвляться, 
т.е. представляет собой образ графа при 
непрерывном вложении в пространство. 
Количество шагов n, необходимых для 
локализации точки средней линии, ха-

Рис. Структурная схема алгоритма расчета.
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рактеризует «толщину» извилины в дан-
ной точке, которую с достаточной для 
практического применения точностью 
можно оценить по формуле: 

D = 4 · n · r

В качестве системы координат сред-
ней линии удобно использовать угловые 
координаты, подробно описанные нами 
ранее [4]. Тогда результат будет в доста-

точной степени инвариантен к размерам 
головы [3, 4].

Для иллюстрации работы написанной 
нами программы приводим результаты 
расчета проекции средней линии нижней 
височной извилины (табл.). Вследствие 
значительного объема данных, резуль-
таты расчета для других извилин будут 
опубликованы нами препринтом НИЦ 
«Курчатовский институт».

Таблица
Результат расчета средней линии для нижней височной извилины

N точки 1-й угол 2-й угол N точки 1-й угол 2-й угол N точки 1-й угол 2-й угол N точки 1-й угол 2-й угол

1 106 58 13 78 127 26 80 116 38 75 90

2 104 59 14 96 73 27 77 117 39 83 93

3 117 110 15 80 123 28 76 117 40 83 92

4 103 57 17 83 115 29 75 116 41 82 86

5 110 55 18 87 114 30 77 116 42 74 82

6 118 107 19 75 91 31 77 115 43 81 85

7 102 57 20 77 127 32 91 132 44 81 81

8 100 57 21 85 127 33 78 114 45 81 83

9 93 76 22 83 97 34 78 116 46 56 64

10 94 77 23 83 96 35 72 80 47 81 82

11 93 77 24 79 118 36 78 117 48 62 60

12 97 147 25 80 117 37 90 130 49 82 81

Алгоритм построения проекций средних линий извилин 
головного мозга человека на поверхность скальпа
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Algoritm of convolutions medium-line projection of human 
brain on a scalp surface

N.N. Karkischenko, A.A. Vartanov, D.B. Chaivanov
 
In this paper we describe algorithm finding the medium-line of a convolution of human brain and projection 

this line on a scalp surface using Talairah’s stereotaxic atlas. This algorithm can also find the thickness of a 
convolution in every point of medium line.

Key words: convolutions of a brain, neurotherapy, transcranial neurostimulation, stereotaxic atlas.


