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К числу самых современных мето-
дов исследования физической работо-
способности на биологических моделях 
(крысах) относится кинезогидродина-
мическая оценка. Основным принци-
пом кинезогидродинамической модели 
является создание гидроканала с из-
меняющимся встречным потоком жид-
кости, который должно преодолевать 
лабораторное животное. Гидроканал 
из прозрачного пластика прямоуголь-
ной и равнобокой трапециевидной фор-
мы, длиной 200 см в поперечном се-
чении, оснащается с торцевых сторон 
водосборниками, обеспечивающими 
ламинарность потоков воды, циркуля-
ционным насосом с регулируемой мощ-

ностью прокачки, теплообменниками 
для нагрева или охлаждения прокачива-
емой жидкости. После включения цир-
куляционного насоса система стабили-
зируется на скорости квазиламинарного 
потока воды не ниже 5-ти м/мин и тем-
пературе воды +24ºС. Установленные 
на борту гидроканала градуированная 
шкала, датчики перемещения животно-
го, видеокамера сопровождения обеспе-
чивают корректную регистрацию ки-
незодинамики, скорость перемещения 
и длительность плавания животного. 
Несомненным преимуществом модели 
является возможность плавного изме-
нения нагрузки, в т.ч. имитация финиш-
ного рывка животного.

Кинезогидродинамическая оценка скоростных 
характеристик физической работоспособности 
животных в фармакологических исследованиях

Н.Н. Каркищенко, В.Н. Каркищенко, Е.Б. Шустов, Н.В. Касинская

ФГБУН «Научный центр биомедицинских технологий ФМБА России», Московская обл.

Контактная информация: д.м.н., проф. Шустов Евгений Борисович, shustov-msk@mail.ru

новые биомедицинские технологии

Представлены статистические характеристики кинезогидродинамической модели исследования ско-
ростных характеристик физической работоспособности мелких лабораторных животных – белых крыс. 
Показана возможность использования данной модели в доклинических исследованиях для оценки влия-
ния лекарственных средств на работоспособность животных.

Ключевые слова: работоспособность, кинезогидродинамическая модель, фармакологическая кор-
рекция работоспособности.
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Компьютерная обработка результа-
тов исследования позволяет сопостав-
лять режимы нагрузок, этапы энергопро-
дукции, признаки утомления животных, 
что дает возможность получать ин-
формацию для всестороннего анализа 
влияния изучаемых фармакологических 
средств на физическую работоспособ-
ность животных [1, 4].

На рис. 1 представлена принципиаль-
ная схема кинезогидродинамической мо-
дели. Для исследования кинезогидроди-
намических характеристик подопытных 

животных (лабораторные крысы линии 
WAG/GY) используют гидроканал (фи-
зические размеры чаши гидроканала в 
виде параллелепипеда прямоугольной 
формы в поперечном сечении составля-
ют 0,4×0,2×0,4 м). Длина гидроканала 

составляла в процессе разработки от 100 
до 200 см. Высота уровня жидкости рав-
на 0,2 м.

Преимущество разработанной моде-
ли (внешний вид устройства представлен 
на рис. 2) заключается, прежде всего, в 
объективизации и визуализации реги-
стрируемых эффектов, получении до-
полнительной информации, сравнении 
и корреляции с биохимическими пара-
метрами, исключении субъективных и 
неточных показателей измерений, имею-
щихся в других методах.

Важной и практически значимой для 
спортивной медицины характеристикой 
физической работоспособности являют-
ся скоростные параметры (средняя ско-
рость, стартовый и финишный рывок) 
выполняемой работы. Однако традици-

Кинезогидродинамическая оценка скоростных характеристик физической работоспособности животных
в фармакологических исследованиях

Рис. 1. Принципиальная схема кинезогидродинамической модели.
Обозначения: 1 – чаша; 2, 3, 4, 5 – торцевые и боковые стенки чаши, соответственно;
6 и 7 – сообщающиеся с атмосферой водосборники; 8 и 9 – входные и сливные отверстия, 
соответственно; 10 и 11 – трубопроводы; 12 – циркуляционный насос; 13 – регулятор скорости 
вращения; 14 – домик-приманка; 15 – емкостной датчик отключения системы прокачки;
16 – калибровочная шкала; 17 – датчики перемещения; 18 – видеокамера сопровождения; 19 – датчик 
температуры; 20 – узел подогрева или охлаждения прокачиваемой жидкости; 21 – компьютер.
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онно используемые методы исследования 
физической нагрузки (тесты вынужден-
ного плавания или бега на тредбане) ори-
ентированы преимущественно на анализ 
выносливости и не учитывают скорост-
ных характеристик работоспособности.

Наиболее корректно скоростные ха-
рактеристики работоспособности могут 
быть оценены только в кинезогидроди-
намическом исследовании. При этом в 
каждый момент времени i собственная 
скорость перемещения животного в ги-
дроканале должна суммироваться со 
скоростью встречного потока воды. Для 
гидроканала со стабильным ламинарным 
потоком это уравнение имеет следую-
щий вид:

Vi = V0 + V1,

где Vi – скорость плавания; V0 – скорость 
потока воды; V1 – скорость перемещения 
животного по гидроканалу, равная отно-
шению длины мерного участка к времени 
его проплыва. Таким образом, для опреде-
ления скоростных характеристик работо-

способности необходимо знать скорость 
ламинарного потока в момент тестирова-
ния и время прохождения животным мер-
ного участка. Для определения средней 
скорости учитывается время проплыва 
всей длины рабочей зоны гидроканала, 
стартовой и финишной скорости – первых 
и последних 50 см дистанции.

Для фармакологических исследова-
ний основное значение имеет средняя 
скорость плавания животных. Для обе-
спечения лучшей сопоставимости ре-
зультатов скорость потока воды должна 
быть одинаковой на всем протяжении 
исследования, так как в случае ее по-
вышения или понижения в силу измене-
ния гидродинамического сопротивления 
будет меняться и величина нагрузки на 
животное, и степень его утомления (как 
правило, нелинейно). При константных 
значениях скорости потока воды дина-
мика скоростных характеристик рабо-
тоспособности может быть оценена по 
первично измеряемому показателю – 
времени проплыва животного (с учетом 
обратной пропорциональности величин).

Н.Н. Каркищенко, В.Н. Каркищенко, Е.Б. Шустов, Н.В. Касинская

Рис. 2. Устройство для кинезогидродинамического моделирования физической работоспособности.
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Для отработки статистических пара-
метров модели было выполнено несколь-
ко серий исследований с крысами линии 
WAG/GY, самками массой 200±12,2 г. 
Скорость встречного потока воды была 
установлена равной 14 м/мин (0,233 
м/с). Такой встречный поток оказывает 
крысам ощутимое сопротивление и без 
активного плавания быстро сносит их к 
торцевой стенке гидроканала.

В первой серии исследований оцени-
вались статистические параметры плава-
ния необученных крыс. Затем на протя-
жении 3-х дней крыс обучали плаванию 
в заданном направлении в гидроканале, 
на меньшей скорости встречного потока 
воды. Повторное тестирование осущест-
влялось через сутки после завершения 
обучения. Результаты статистического 
описания полученного массива данных 
представлены в табл. 1 и на рис. 3.

Полученные данные показывают, 
что без предварительного обучения пла-

ванию параметры выборки животных 
существенно отличаются от таковых 
нормального статистического распреде-
ления (большая разница между средним 
значением, модой и медианой, высокие 
значения асимметрии и коэффициента 
вариации, размаха вариативности). Обу-
чение плаванию приблизило величины к 
нормальному распределению, уменьшило 
размах вариативности за счет сокраще-
ния доли медленно плавающих живот-
ных. Повысилась доля животных с высо-
кой скоростью плавания. Следовательно, 
данные, полученные после обучения жи-
вотных, могут быть распространены на 
генеральную совокупность, и в исследо-
вания должны включаться только живот-
ные, прошедшие предварительное обуче-
ние плаванию в гидроканале.

Дисперсионный факторный анализ 
различий между двумя выборками по 
фактору «Предварительное обучение 
животных» показал, что они различают-

Кинезогидродинамическая оценка скоростных характеристик физической работоспособности животных
в фармакологических исследованиях

Таблица 1 
Описательная статистика продолжительности плавания крыс в гидроканале без и после трехдневного 

предварительного обучения

Статистический параметр До обучения После обучения

Среднее 22,93548 15,03774

Стандартная ошибка 1,150015 0,380776

Медиана 20 14,5

Мода 12 15

Стандартное отклонение 11,09035 5,544178

Дисперсия выборки 122,9958 30,73791

Эксцесс 0,493946 0,195039

Асимметричность 1,046279 0,719111

Размах вариативности 45 25

Минимум 10 5

Максимум 55 30

Счет 93 212

Коэффициент вариации 0,48 0,37
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ся с уровнем значимости р=6*10-13, и 21% 
вариативности признака (продолжитель-
ность проплыва мерного участка) связа-
ны с проведенным их предварительным 
обучением плаванию в гидроканале.

В фармакологических исследованиях 
достаточно часто возникают ситуации 
повторного тестирования животных, при 
этом сам факт тестирования может ока-
зывать тренировочное значение. В связи с 

Рис. 3. Частотный анализ времени проплыва крысами мерного участка кинезогидродинамического 
устройства.

Таблица 2 
Результаты дисперсионного анализа фактора «Тренировка»

Группы Счет Сумма Среднее Дисперсия

Т1 48 739 15,39583 30,92509

Т2 42 652 15,52381 43,08479

Т3 42 659 15,69048 37,14576

Т4 30 390 13 15,7931

Т5 30 449 14,96667 31,75747

Т6 20 299 14,95 10,78684

Дисперсионный анализ

Источник 
вариации

SS df MS F P-значение F критическое

Между 
группами

158,8499 5 31,76998 1,03442 0,398412 2,257909

Внутри групп 6326,848 206 30,71286

Итого 6485,698 211

Н.Н. Каркищенко, В.Н. Каркищенко, Е.Б. Шустов, Н.В. Касинская
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этим была выполнена серия исследований 
по оценке дополнительного тренировоч-
ного воздействия повторных тестовых ис-
следований. С этой целью предварительно 
обученные плаванию в гидроканале жи-
вотные повторно, до 7 раз включительно, 
с интервалом в 1-2 дня, тестировались на 
кинезогидродинамической установке. По-
лученный массив данных был обработан 
методом однофакторного дисперсионно-
го анализа (фактор «Тренировка»). Было 
установлено (табл. 2), что центроиды рас-
сеивания подгрупп, сформированных по 
кратности тренировок от 1 до 6, находят-
ся достаточно тесно, и с уровнем значи-
мости 0,61 составляют общую, не диф-
ференцированную группу. В то же время, 
7-кратная тренировка выводит животных 
на новый уровень устойчивости, сопрово-
ждающийся увеличением скорости плава-
ния практически на 30%, и эти отличия от 
массива тренировок с кратностью от 1 до 
6 имеют значимость статистических тен-
денций (р=0,07).

Следовательно, если планом фармако-
логического исследования предусмотре-
но не более 6-ти повторных тестирований 
работоспособности в кинезогидродина-
мической установке, то эффект трени-
ровки при этом еще не развивается, и 
исследование можно выполнять с единой 
контрольной группой. Но исследования с 
большим количеством повторных тести-
рований уже будут чувствительны к фак-
тору тренировки.

При выбранной нами скорости встреч-
ного потока воды (14 м/мин, или 0,234 м/с) 
у предварительно обученных крыс пара-
метр средней скорости плавания имеет 
нормальное статистическое распределе-
ние (рис. 4), что позволяет использовать 
эти данные как приближенные к популя-
ционному контролю (табл. 3).

Так как для фармакологических ис-
следований зачастую важны не абсо-
лютные значения скорости плавания 
животных, а их относительные измене-
ния, то для исследователей может быть 

Рис. 4. Частотный анализ распределения скорости плавания крыс в гидродинамическом канале при 
встречном потоке воды 14 м/мин.

Кинезогидродинамическая оценка скоростных характеристик физической работоспособности животных
в фармакологических исследованиях
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предложена шкала стенов (10-бальная 
нормированная шкала, соотнесенная с 
генеральной совокупностью). При этом 
среднее значение для контрольной груп-
пы животных равно 5, а сдвиг более чем 
на 2 стена является статистически зна-
чимым с уровнем значимости р=0,05; 
более чем на 4 стена – с уровнем значи-
мости р=0,01 (табл. 4).

Для фармаколога важным является 
определить ключевые точки воздействия 
на анализируемый параметр работоспо-

собности. Очевидно, что скоростные ха-
рактеристики любой физической работы 
зависят от активности медиаторных си-
стем мозга, а также от метаболического 
(энергетического) обеспечения мышечной 
деятельности. В связи с этим было выпол-
нено исследование скоростных характери-
стик плавания животных в гидроканале со 
встречным потоком воды при измененном 
«медиаторном пейзаже» мозга.

Системное накопление в мозге нейро-
медиаторов [3] достигалось с помощью 

Таблица 3 
Статистическое описание среднего времени плавания крыс в гидроканале

Статистический параметр Скорость плавания, м/с Скорость плавания, м/мин

Среднее 0,317961 19,07765

Стандартная ошибка 0,002259 0,135543

Медиана 0,309952 18,59714

Мода 0,307333 18,44

Стандартное отклонение 0,032892 1,973535

Дисперсия выборки 0,001082 3,894841

Эксцесс 1,430279 1,430279

Асимметричность 1,124173 1,124173

Интервал 0,183333 11

Минимум 0,270667 16,24

Максимум 0,454 27,24

Счет 212 212

Таблица 4 
Шкала стеновых (нормированных баллов) для оценки скорости плавания крыс в гидроканале

при встречном потоке воды 14 м/мин

Показа-
тель

Стены (нормированные баллы)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

сек
30 и 

более
27-29 22-26 18-21 13-17 11-12 9-10 8 7-6

5 и 
менее

м/с
0,27 и 
менее

0,272-
0,275

0,276-
0,284

0,285-
0,296

0,297-
0,319

0,320-
0,334

0,335-
0,356

0,357-
0,372

0,373-
0,429

0,430 и 
более

м/мин
16,2 и 
менее

16,3-
16,5

16,6-
17,0

17,1-
17,7

17,8-
19,1

19,2-
20,0

20,1-
21,4

21,5-
22,3

22,4-
25,0

25,1 и 
более

Н.Н. Каркищенко, В.Н. Каркищенко, Е.Б. Шустов, Н.В. Касинская
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трехдневного приема фармакологиче-
ских препаратов.

1. Ацетилхолин накапливался за счет 
применения галантамина (препарат «Ни-
валин», в дозе 1 мг/кг, перорально). Это 
селективный, конкурентный и обрати-
мый ингибитор ацетилхолинэстеразы, 
который стимулирует преимущественно 
никотиновые рецепторы и повышает чув-
ствительность постсинаптической мем-
браны к ацетилхолину. Облегчает прове-
дение возбуждения в нервно-мышечном 
синапсе и восстанавливает нервно-
мышечную проводимость. Повышая 
активность холинергической системы, 
галантамин улучшает когнитивные функ-
ции у животных и человека.

2. Гамма-аминомасляная кисло-
та накапливалась в тканях мозга за счет 
приема экзогенной ГАМК (препарат 
«Аминалон», в дозе 60 мг/кг, перораль-
но) – ноотропного средства, принимаю-
щего участие в нейромедиаторных и ме-
таболических процессах в мозге. ГАМК 
является основным тормозным нейроме-
диатором, ГАМК-рецепторы широко рас-
пространены в ЦНС человека и млекопи-
тающих и выявляется примерно в 50% 
нервных окончаний мозга.

3. Серотонин накапливался за счет 
применения сертралина (препарат «Ци-
пралекс», в дозе 1 мг/кг, перорально) – 
антидепрессанта, селективного ингиби-
тора обратного захвата преимущественно 
серотонина, не взаимодействующего с 
м- холино-, серотониновыми, допамино-
выми, гистаминовыми, адрено-, ГАМК- и 
бензодиазепиновыми рецепторами.

4. Дофамин накапливался в тканях 
мозга за счет применения накома (препа-
рат «Наком», в дозе 180 мг/кг, перорально) 
– противопаркинсонического средства, 
устраняющего или уменьшающего на-
пряженность мышц, скованность движе-

ний, затем уменьшающего дрожание рук, 
головы, признаки паркинсонизма и мо-
дулирующего поведение и двигательную 
активность животных. Наком содержит 
L-ДОФА (предшественник дофамина) и 
карбидопу (периферический ингибитор 
фермента ДОФА-декарбоксилазы, раз-
рушающего L-ДОФА в крови и перифе-
рических тканях). В результате действия 
Накома происходит накопление L-ДОФА 
в крови до уровня проницаемости гемато-
энцефалического барьера и ее эффектив-
ное накопление в тканях мозга.

5. Норадреналин накапливался за счет 
применения атомоксетина (препарат 
«Страттера», в дозе 1 мг/кг, перорально) 
– высокоселективного мощного ингиби-
тора пресинаптических переносчиков но-
радреналина с минимальным сродством к 
другим норадренергическим рецепторам. 
Атомоксетин не относится к психостиму-
ляторам, нормализует дефицит внимания 
и гиперактивность животных и человека.

Тестирование физической работо-
способности лабораторных животных 
осуществлялось в описанной выше кине-
зогидродинамической установке на пред-
варительно обученных крысах ежеднев-
но, через 1-1,5 ч после введения препарата. 
Достоверность различий с контролем 
оценивалась методом однофакторного 
дисперсионного анализа (факторы «При-
ем препарата» и, если фактор приема пре-
паратов был значимым, то дополнительно 
проводился анализ по фактору «Длитель-
ность приема препарата»).

Результаты влияния изменения «меди-
аторного пейзажа» на скорость плавания 
животных в гидроканале представлены в 
табл. 5 и на рис. 5.

Анализ полученных данных показыва-
ет, что трехдневное накопление в тканях 
мозга ацетилхолина и норадреналина спо-
собствует достоверному (на 10%, р=0,02) 

Кинезогидродинамическая оценка скоростных характеристик физической работоспособности животных
в фармакологических исследованиях
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повышению скорости плавания живот-
ных, причем накопление ацетилхолина 
в первые сутки может снизить скорость 
плавания (в среднем, на 8%, р=0,05), но 
уже при втором приеме галантамина на-
блюдается небольшой прирост этого 
показателя к уровню контрольных жи-
вотных (+6%, р=0,07). Повышение кон-
центрации в тканях мозга ГАМК и серо-
тонина не влияло на скорость плавания 
животных, а дофамина – существенно 

ухудшало этот показатель (однократный 
прием Накома снижал скорость плавания, 
в среднем, на 12%, последующие второй и 
третий приемы – на 19-20%).

Для трех препаратов, продемонстри-
ровавших достоверное влияние на ско-
рость плавания животных, был выполнен 
дисперсионный анализ фактора «Дли-
тельность приема препарата». Его ре-
зультаты для Галантамина представлены 
в табл. 6.

Таблица 5 
Влияние изменения «медиаторного пейзажа» на скорость плавания крыс в гидроканале

Медиатор
Скорость плавания, м/мин, по дням приема

1 2 3

Контроль 19,1±0,1

Ацетилхолин
% от контроля

17,5±0,2
92      р=0,05

20,2±0,5
106      р=0,07

21,1±0,6
110      р=0,02

ГАМК
% от контроля

18,0±0,4
94      р=0,25

20,0±0,8
105      р=0,18

19,4±0,6
101      р=0,41

Серотонин
% от контроля

17,9±0,1
94      р=0,35

19,0±0,4
99      р=0,60

19,1±0,4
100      р=0,45

Дофамин
% от контроля

16,9±0,2
88      р=0,0001

15,6±0,1
81      р=8*10-28

15,5±0,1
80      р=3*10-30

Норадреналин
% от контроля

18,9±0,4
99      р=0,70

18,9±0,4
99      р=0,65

20,8±0,2
109      р=0,02

Рис. 5. Влияние кратности приема препаратов на скорость плавания крыс.

Н.Н. Каркищенко, В.Н. Каркищенко, Е.Б. Шустов, Н.В. Касинская
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Таким образом, эффект приема Га-
лантамина существенно и достоверно 
(коэффициент детерминации D=0,70; 
p=0,0001) зависит от длительности его 
применения. 

Для Норадреналина (препарат «Страт-
тера») фактор длительности приема был 
несколько менее значим (коэффициент 
детерминации D=0,44; p=0.01). Особенно 
выраженное значение фактор длитель-
ности приема играл для дофаминового 
звена (препарат «Наком»): повторное 
применение препарата усиливало его не-
гативное влияние на скорость плавания 
животных (коэффициент детерминации 
D=0,83; p=2*10-6).

Для проверки влияния вектора мета-
болического обеспечения физической 
работы на скорость плавания животных 
были проведены испытания специали-
зированного продукта спортивного пи-
тания «МиоАктив-Спорт» [2]. В состав 
продукта входят легкоусвояемые полно-
ценные белки и полипептиды животного 
происхождения, среднецепочечные три-
глицериды, мальтодекстрин, лецитин, 
минералоорганические формы макро- и 

микроэлементов (в т.ч. гемового желе-
за из гемоглобина, органического йода 
в виде йодированных молочных сыво-
роточных белков, биогенного кальция 
из яичной скорлупы), природный по-
ливитаминный комплекс из сублимиро-
ванных ягод и плодов, субстраты цикла 
Кребса (лимонная и янтарная кислоты), 
нерастворимые и растворимые пищевые 
волокна. Указанный пищевой комплекс 
вводился крысам в эквивалентных реко-
мендуемым для спортсменов дозах, 1 раз 
в день перорально, ежедневно на протя-
жении 21 дня. На 2-й, 7-й, 14-й, 21-й дни 
приема, а также спустя 7 дней после его 
прекращения (для выявления следовых 
эффектов) проводилось тестирование 
физической работоспособности живот-
ных на кинезогидродинамической моде-
ли. Результаты исследования представ-
лены в табл. 7 и на рис. 6.

Таким образом, специализированное 
спортивное питание «МиоАктив-Спорт» 
начинает оказывать положительное вли-
яние на скорость плавания лаборатор-
ных животных уже со 2-го дня приема. 
Особенно заметным это влияние стано-

Таблица 6 
Результаты дисперсионного анализа фактора «Длительность приема препарата» для Галантамина

Группы Счет Сумма Среднее Дисперсия

Т1 6 105,0152 17,50254 0,343565

Т2 6 121,4067 20,23444 1,299741

Т3 6 126,4352 21,07254 1,904766

D = 0,702152

Дисперсионный анализ

Источник
вариации

SS df MS F P-значение F критическое

Между 
группами

41,82133 2 20,91067 17,68059 0,000113 3,68232

Внутри групп 17,74036 15 1,18269

Итого 59,56169 17

Кинезогидродинамическая оценка скоростных характеристик физической работоспособности животных
в фармакологических исследованиях
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при встречном потоке воды со скоростью 
14 м/мин соответствует критериям нор-
мального распределения, а полученные 
статистические параметры могут быть 
распространены на генеральную сово-
купность.

3. Предложенная в статье нормиро-
ванная по генеральной совокупности 
бальная шкала (шкала стенов) является 
удобным инструментом в фармакологи-
ческих исследованиях.

4. Поиск фармакологических средств, 
повышающих скоростные качества жи-
вотных при выполнении ими физической 
работы, целесообразно вести среди ле-
карственных средств, обеспечивающих 
накопление ацетилхолина и норадренали-

вится к 14-му дню приема (+25% к кон-
тролю). Дальнейший прием рецептуры 
«МиоАктив-Спорт» не усиливает ско-
ростные характеристики работоспособ-
ности животных, однако важным пока-
зателем является достаточно длительное 
сохранение (не менее 7-ми дней) полу-
ченного результата.

Выводы
1. Кинезогидродинамическая модель 

является адекватной для исследования 
скоростных характеристик физической 
работоспособности лабораторных жи-
вотных.

2. Статистическое распределение ско-
рости плавания животных в гидроканале 

Таблица 7 
Влияние приема рецептуры «МиоАктив-Спорт» на скорость плавания животных в гидроканале

Группа
Скорость плавания, м/мин, по дням исследования

2 7 14 21 28

Контроль 19,1±0,1

МиоАктив-Спорт
% от контроля

19,7±0,5
103      р=0,08

20,2±0,5
105      р=0,04

23,9±0,7
125      р=1*10-5

24,6±0,7
128      р=2*10-6

23,1±0,8
121      р=1*10-4

Рис. 6. Влияние курсового приема рецептуры «МиоАктив-Спорт» на скорость плавания животных (в 
нормированных по популяции баллах (стенах)).
Примечание: 0 – значение для контрольной группы; 2, 7, 14, 21 – дни приема «МиоАктив-Спорт»; 28 – 
значения через 7 дней после его прекращения (следовой эффект).

Н.Н. Каркищенко, В.Н. Каркищенко, Е.Б. Шустов, Н.В. Касинская
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на в нервной системе, или среди средств 
метаболического действия, улучшающих 
энергетические и пластические процессы 
в организме.

5. Накопление дофамина в ЦНС не 
является желательным для повышения 
скоростных характеристик работоспо-
собности.

6. Накопление ГАМК и серотонина 
в ЦНС не сопровождается повышением 
скоростных качеств физической работы.

7. Специализированный продукт 
спортивного питания «МиоАктив-
Спорт» может быть рекомендован для 
приема спортсменами, тренирующими 
скоростно-силовые качества.

The kinezohydrodinamic assessment of high-speed 
characteristics of physical efficiency of animals

in pharmacological researches

N.N. Karkischenko, V.N. Karkischenko, E.B. Shustov, N.V. Kasinskaya

The statistical characteristics of kinezohydrodinamic model of research of high-speed characteristics of 
physical efficiency of small laboratory animals – white rats are submitted. Possibility of its use in preclinical 
researches for an assessment of influence of medicines on efficiency of animals is shown.

Key words: working capacity, kinezohydrodinamic model, pharmacological correction of working capacity.
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Трехмерная векторная модель 
функционального состояния нервной 
системы

В целях диагностики функционально-
го состояния нервной системы человека 
в условиях транскраниальной биоуправ-
ляемой полимодальной нейростимуляции 
представляется удобным сопоставлять 
каждому функциональному состоянию 
нервной системы точку трехмерного 
пространства. При этом в качестве коор-
динат такого пространства удобно пред-
ложить следующие характеристики:

1)	 уровень возбуждения центральной 
нервной системы;

2)	 ориентация фокуса внимания пер-
вой сигнальной системы на внеш-
ние или на внутренние процессы;

3)	 ориентация фокуса внимания вто-
рой сигнальной системы на внеш-
ние или на внутренние процессы.

В качестве примера рассмотрим по-
ложение некоторых функциональных 
состояний нервной системы в такой си-
стеме координат.

При бодрствовании, сопровождаю-
щемся действиями и речью, фокус внима-
ния первой и второй сигнальной системы 
ориентированы преимущественно вовне, 
уровень возбуждения может меняться в 
широких пределах – от расслабленного 
состояния к активному бодрствованию 
и перевозбуждению. При бодрствовании, 
сопровождающемся воспоминаниями с 
периодическими действиями и/или верба-
лизацией, фокус внимание первой и вто-
рой сигнальной системы периодически 
частично смещается внутрь, оставаясь в 
целом, скорее ориентированным вовне, 
чем внутрь. 

При бодрствовании, сопровождаю-
щемся размышлениями и внутренним 

В статье рассматриваются физические методы диагностики функционального состояния нервной 
системы, совместимые с транскраниальной электрической и магнитной нейростимуляцией. В качестве 
теоретической базы методов предложена оригинальная трехмерная векторная модель функционального 
состояния нервной системы.

Ключевые слова: физические методы психодиагностики, диагностика функционального состояния 
нервной системы, транскраниальная нейростимуляция.

Трехмерная векторная модель функционального 
состояния нервной системы как теоретическая 
основа для диагностики состояния в условиях 
транскраниальной электрической и магнитной 
нейростимуляции

Д.Б. Чайванов1, Н.Н. Каркищенко2  

1 – НИЦ «Курчатовский институт», Москва
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Трехмерная векторная модель функционального состояния нервной системы как теоретическая основа
для диагностики состояния в условиях транскраниальной электрической и магнитной нейростимуляции 

диалогом, фокус внимания второй сиг-
нальной системы ориентируется преи-
мущественно внутрь, первая сигнальная 
система при этом ориентирована вовне, 
однако при воспоминании вербализи-
руемых первой сигнальной системой 
символов может частично обращаться  
внутрь. Уровень возбуждения меняется 
от расслабления (например, при медита-
ции и монотонии) к активному бодрство-
ванию и перевозбуждению. Состояние 
бодрствования, сопровождающееся вну-
тренним диалогом и перевозбуждением, 
характерно для ряда психических нару-
шений, например, неврозов и фобий.

В состоянии сна первая и вторая сиг-
нальные системы ориентированы преиму-
щественно внутрь, уровень, возбуждения 
меняется, нарастая от четвертой к тре-
тьей, второй и первой стадии сна, дости-
гая максимума при быстром сне. В состо-
янии быстрого сна некоторые стимулы, 
частично воспринимаемые первой сиг-
нальной системой, могут трансформиро-
ваться в символы и реализовываться – как 
проекции таких символов – в сновидения. 

В состоянии гипнотического транса 
фокус внимания первой сигнальной 
системы ориентирован внутрь, фокус 
внимания второй сигнальной системы 
направлен вовне. Человек в состоянии 
транса воспринимает речь гипнотизера, 
но при этом игнорирует прочие звуковые 
стимулы, включая речь негипнотизера. 
Уровень возбуждения может варьиро-
ваться в широких пределах. 

Для большей наглядности представим 
проекции областей четырех основных 
базовых состояний на плоскость с осями 
координат, отражающим фокус внимания 
первой сигнальной системы и фокус вни-
мания второй сигнальной системы (рис. 1).

На приведенном выше рисунке ориен-
тации сигнальных систем полностью на 
внутренние процессы соответствует ну-
левое значение, ориентации на внешние 
процессы – единица. 

Связь фокуса внимания первой сиг-
нальной системы с уровнем возбуждения

Ориентация фокуса внимания первой 
сигнальной системы вовне ведет к акти-

Бодрствование,
сопровождающееся
действиями и речью

Бодрствование,
сопровождающееся
размышлением
и внутренним диалогом

Гипнотический транс

Сон
Ф1

Ф2

0

1

0,5

0,5 1

Ориентация на внутренние процессы Ориентация на внешние процессы
Рис. 1. Проекции областей основных базовых состояния на плоскость с осями фокуса внимания первой 
сигнальной системы (Ф1) и фокуса внимания второй сигнальной системы (Ф2).
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вации сенсорных систем и росту потока 
раздражителей к соответствующим ядрам 
головного мозга. Это повышает уровень 
активации, включая возбуждение коры, и 
повышает тонус мускулатуры. 

Напротив, смещение фокуса внима-
ния первой сигнальной системы внутрь 
приводит к уменьшению потока раздра-
жителей извне и рефлекторному рассла-
блению мускулатуры, что активизирует 
процессы торможения и уменьшает уро-
вень возбуждения. 

Торможение ствола головного мозга, 
вызванное утомлением, фармакологиче-
скими и физиотерапевтическими воздей-
ствиями, приводит к уменьшению потока 
раздражителей от сенсорных систем к 
коре головного мозга и переориентирует 
фокус внимания первой сенсорной систе-
мы внутрь.

Напротив, возбуждение ствола голов-
ного мозга увеличивает поток раздражи-
телей от сенсорных систем, что приво-
дит к переориентации фокуса внимания 
вовне. 

В состоянии быстрого сна мы, веро-
ятно, имеем парадоксальную ситуацию 
торможения ядер ствола, отвечающих 
за передачу сенсорных раздражителей, 
с одновременной общей активацией как 
подкорковых, так и корковых структур, 
в том числе проявляющейся в быстром 
движении глаз и иногда даже спонтанном 
сокращением мускулатуры.

В состоянии гипнотического транса, 
вероятно, реализуется еще более па-
радоксальная ситуация: возбуждаются 
только ядра ствола, отвечающие за пере-
дачу звуковых раздражителей корковые 
структуры пропускают лишь речь гипно-
тизера, игнорируя не только неречевые 
раздражители, но и речь прочих людей. 

Для большей наглядности представим 
проекции областей четырех основных 

базовых состояний на плоскость с ося-
ми фокус внимания первой сигнальной 
системы и уровень возбуждения (рис. 2), 
а также координат, отражающие фокус 
внимания второй сигнальной системы и 
уровень возбуждения (рис. 3).

Принципы и техника измерения 
уровня неспецифической активности 
мозга

Наиболее прямыми проявлениями 
уровня неспецифического возбуждения 
головного мозга являются его электри-
ческая активность и уровень метаболиз-
ма. Рост вклада высокочастотной состав-
ляющей, депрессия альфа-ритма ЭЭГ и 
МЭГ, а также увеличение кровотока, ре-
гистрируемого с помощью МРТ и РЭГ, 
являются прямыми маркерами уровня 
неспецифического возбуждения мозга. 
Снятие ЭЭГ и, тем более, МЭГ, на фоне 
стимулирующего воздействия, на шесть 
порядков превышающего полезный сиг-
нал, имеющий аналогичный воздействию 
спектральный состав, является практи-
чески не выполнимой задачей. МРТ, в 
силу дороговизны и практической слож-
ности совмещения со стимуляцией также 
является не совсем удобным методом ди-
агностики. Таким образом, оптимальным 
инструментом для диагностики неспеци-
фической активности мозга в условиях 
транскраниальной нейростимуляции сле-
дует признать РЭГ. 

Принципы измерения фокуса вни-
мания первой и второй сигнальной си-
стемы 

Поскольку имеется связь между фо-
кусом внимания первой сигнальной си-
стемы и уровнем возбуждения, а также 
их физиологическими проявлениями, 
возникает необходимость в разработке 
методов, позволяющих дифференци-

Д.Б. Чайванов, Н.Н. Каркищенко
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Рис. 2. Проекции областей основных базовых состояния на плоскость с осями фокуса внимания 
первой сигнальной системы (Ф1) и уровня возбуждения (УВ). А – фокус внимания второй сигнальной 
системы ориентирован преимущественно на внешние процессы, Б – фокус внимания второй 
сигнальной системы ориентирован преимущественно на внутренние процессы.
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Рис. 3. Проекции областей основных базовых состояния на плоскость с осями фокуса внимания 
второй сигнальной системы (Ф2) и уровня возбуждения (УВ). А – фокус внимания первой сигнальной 
системы ориентирован преимущественно на внешние процессы, Б – фокус внимания первой 
сигнальной системы ориентирован преимущественно на внутренние процессы.
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рованно определять уровень возбужде-
ния и фокусы внимания сигнальных си-
стем. Хорошо известно, что восприятие 
сильного или значимого раздражителя 
сопровождается изменениями сердеч-
ной деятельности и дыхания, сужени-
ем периферических сосудов, кожно-
гальванической реакцией, явлениями 
десинхронизации ЭЭГ или уменьшения 
амплитуды альфа-ритма. Однако ана-
логичные явления возникают и при уве-
личении уровня неспецифической ак-
тивности мозга. В силу того, что нашей 
задачей является предложение методики 
измерения именно ориентации фокусов 
внимания сигнальных систем, необходи-
мо определить, как нужно скорректиро-
вать выше описанные маркеры, чтобы 
исключить из них влияние изменяюще-
гося уровня неспецифической активно-
сти мозга. 

Для оценки фокуса внимания первой 
сигнальной системы, связанного в пер-
вую очередь с непроизвольным внима-
нием к внешним раздражителям, можно 
взять за основу формулу, упрощенно 
отражающую функциональную связь 
амплитуды физиологической реакции с 
уровнем возбуждения мозга и фокусом 
внимания первой сигнальной системы:

А = УВ * ФВ1,

где  A – нормированная на единицу к мак-
симальной, безразмерная амплитуда ре-
акции, УВ – нормированный на единицу 
к максимальному, безразмерный уровень 
возбуждения, ФВ1 – фокус внимания пер-
вой сигнальной системы. 

После тривиального преобразования 
получаем формулу для определения фо-
куса внимания первой сигнальной си-
стемы:

ФВ1 = А / УВ

Для оценки фокуса внимания второй 
сигнальной системы, связанного в пер-
вую очередь с произвольным вниманием, 
в регулировании которого первостепен-
ное значение имеет речь [6], можно взять 
за основу формулу, упрощенно отража-
ющую функциональную связь амплиту-
ды физиологической реакции с уровнем 
возбуждения мозга и фокусом внимания 
первой и второй сигнальных систем.

А = УВ * ФВ1* ФВ2, 

где A – нормированная на единицу к 
максимальной, безразмерная амплитуда 
реакции; УВ – нормированный на едини-
цу к максимальному, безразмерный уро-
вень возбуждения; ФВ1 – фокус внимания 
первой сигнальной системы; ФВ2 – фокус 
внимания второй сигнальной системы. 

После тривиального преобразования 
получаем формулу для определения фоку-
са внимания второй сигнальной системы:

ФВ2 = А / (УВ *ФВ1)

Перспективы применения методов 
анализа вариабельности сердечного 
ритма и частоты дыхания для измере-
ния функционального состояния нерв-
ной системы в контексте трехмерной 
векторной модели

Поскольку уровень общей актива-
ции мозга, фокусы внимания первой и 
второй сигнальных систем тесно свя-
заны с уровнем возбуждения стволо-
вых структур, можно предположить, 
что структуры, управляющие работой 
сердечно-сосудистой системы и дыхани-
ем, могут иметь с ними некоторую связь. 
В настоящий момент имеются данные, 
подтверждающие такое предположение 
[1-5] Однако эти данные не позволяют 
еще создать методику измерения функ-

Трехмерная векторная модель функционального состояния нервной системы как теоретическая основа
для диагностики состояния в условиях транскраниальной электрической и магнитной нейростимуляции 



24Биомедицина № 3, 2013

ционального состояния нервной системы 
в контексте трехмерной векторной моде-
ли, основанную на методах анализа вари-
абельности сердечного ритма и частоты 
дыхания. С этой целью предстоит иссле-
довать корреляции различных характе-
ристик вариабельности сердечного ритма 
и частоты дыхания, с одной стороны, а 
также уровня активации мозга и фокуса 
внимания сигнальных систем, с другой 
стороны. Здесь важно учитывать также 
связь таких корреляций с личностными 
особенностями испытуемых, например, 
такими как способность к произвольной 
саморегуляции уровня активации мозга, 
преобладающей модальности, доминант-
ного полушария и т.д.

Технологии модуляции и диагно-
стики функционального состояния 
нервной системы 

С целью модуляции функциональ-
ного состояния нервной системы че-
ловека нами был создан уникальный 
программно-аппаратный комплекс «Ней-
ромодулятор», сочетающий транскрани-
альную динамическую биоуправляемую 
электрическую (по 24 каналам) и магнит-
ную (по 2 каналам) нейростимуляцию с 
энцефалографическими и полиграфиче-
скими методами диагностики [12]. Были 
разработаны методы наведения стимуля-
торов на заданные мозговые структуры 
[7, 10, 11], методы расчета параметров 
микрополяризации [8] и методы приме-
нения стимуляции для создания гипноти-
ческого транса [9].

Список литературы
1.	 Бирюкова Е.В. Регуляция сердечно-

го ритма во время ночного сна у лю-
дей юношеского возраста // Автореф.
дисс. канд. биол. наук, Тамбов. 2004. 

2.	 Воронин И.М., Бирюкова Е.В. 
Вариабельность сердечного ритма 
во время сна у здоровых людей. // 
Вестник аритмологии. 2002. № 30. 
С. 68-71.

3.	 Галкин М., Змиевской Г., Ларю-
шин А., Новиков В. Кардиодиагно-
стика на основе анализа фотоплетиз-
мограмм // Фотоника. 2008. № 3. С. 
30-35. 

4.	 Гримак Л.П. Моделирование со-
стояния человека в гипнозе. – 
М.:Книжный дом «Либроком». 2009.

5.	 Данилова Н.Н. Психофизиологиче-
ская диагностика функциональных 
состояний. – М. Изд-во МГУ. 1992. 
192 с. 

6.	 Лурия А.Р. Основы нейропсихологии 
// – М.Академия. 2007.

7.	 Каркищенко Н.Н., Вартанов А.А., 
Вартанов А.В., Чайванов Д.Б. Ло-
кализация проекции полей Бродмана 
коры головного мозга человека на 
поверхность скальпа // Биомедицина. 
2011. № 3. С. 40-45.

8.	 Чайванов Д.Б., Каркищенко Н.Н. 
Математическая модель биофизиче-
ских процессов при транскраниаль-
ной микрополяризации // Биомедици-
на. 2011. № 3. С. 6-11.

9.	 Каркищенко Н.Н., Чайванов Д.Б., 
Чудина Ю.А. Перспективы примене-
ния биологического управления для 
повышения эффективности электри-
ческой стимуляции мозга // Биомеди-
цина. 2011. № 4. С. 19-30.

10.	Каркищенко Н.Н., Чайванов Д.Б., 
Вартанов А.А. Выбор оптимальной 
технологии локализации транскрани-

Д.Б. Чайванов, Н.Н. Каркищенко



25 Biomedicine № 3, 2013

Three dimension vector model of neuronal system 
functional condition as theoretical base for condition 
diagnostic under transcranial electric and magnetic 

neurostimulation

D.B. Chayvanov, N.N. Karkischenko

The paper considers the physical methods diagnostic of the neuronal system functional condition under 
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vector model of neuronal system functional condition. 
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В настоящее время в рамках различ-
ных направлений медицинской науки 
(спортивная и военная медицина, меди-
цина труда, авиационная и космическая 
медицина, медицина экстремальных 
состояний, фармакология здорового 
человека, спортивная фармакология) 
существуют, как минимум, пять принци-
пиально отличающихся взглядов на воз-
можные решения проблемы повышения 
работоспособности:

• повышение работоспособности как 
следствие дополнительной стимуля-
ции организма (допинговая фармако-
логия);

• повышение работоспособности как 
устранение «слабых мест» функцио-
нальных систем организма, повыше-
ние его неспецифической резистент-
ности (коррекция переносимости 
воздействия экстремальных нагрузок 
на организм);
• повышение работоспособности как 
устранение причин ее снижения (кор-
рекция процессов утомления и меха-
низмов снижения работоспособно-
сти);
• повышение работоспособности как 
ускорение процессов постнагрузочно-
го восстановления;

На основе анализа механизмов формирования экстремальных состояний и сопоставлений с ними за-
кономерностей появления утомления у спортсменов предложены новые подходы к фармакологической 
коррекции их функционального состояния. Показано, что устранение астенических проявлений и при-
знаков спортивного иммунодефицита, насыщение организма энергодающими субстратами, расширение 
резервов систем регуляции организма является необходимым условием эффективной коррекции функ-
ционального состояния спортсменов. Особый интерес для фармакологов приобретают регуляторные 
пептидные соединения и энергодающие субстраты на основе метаболитов цикла Кребса.

Ключевые слова: утомление, работоспособность, экстремальные состояния, регуляторные пепти-
ды, субстраты энергетического обмена.
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• повышение работоспособности как 
адаптация организма к возрастающим 
физическим нагрузкам (фармаколо-
гия адаптивных процессов).
Каждый из этих подходов имеет свое 

научное обоснование и практическую 
реализацию, в т.ч. путем создания специ-
ализированных лекарственных средств и 
диетических добавок (продуктов функ-
ционального, в т.ч. спортивного, пита-
ния), комплексных режимов фармаколо-
гической поддержки тренировочного или 
соревновательного процесса, методиче-
ских рекомендаций, инструкций и  на-
ставлений по применению средств фар-
макологической поддержки.

В основе подхода, реализующего за-
кономерности формирования экстремаль-
ных состояний, лежит прямая аналогия 
между интенсивностью воздействующих 
на человека нагрузок и развитием при 
этом у него особых функциональных со-
стояний вплоть до экстремальных (рис. 1).

К экстремальным факторам относят 

Рис. 1. Сопоставление интенсивности нагрузок и связанных с ними состояний разной степени 
экстремальности.

предельные по переносимости факто-
ры внешней среды человека, в условиях 
воздействия которых он находится либо в 
состоянии деятельности, либо в состоянии 
переживания (поддержания жизнедеятель-
ности на минимальном уровне): высокие 
или низкие температуры, гипобария, ги-
пербария, измененная дыхательная сре-
да, ультра- и инфразвуки, невесомость 
и перегрузки, электромагнитные, радиа-
ционные, химические и т.д. В последние 
годы к категории потенциально экстре-
мальных стали относить также факторы 
информационно-семантического генеза.

Под термином «экстремальные состоя-
ния» мы понимаем состояния предельно-
го напряжения механизмов адаптации с 
обратимыми явлениями дезадаптации, 
развивающиеся в ответ на воздействия 
определенной дозы (интенсивности и дли-
тельности) неблагоприятных эколого-
профессиональных факторов. Возникно-
вение таких состояний характерно и для 
практики спорта высших достижений.
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При продолжающемся воздействии 
неблагоприятного фактора экстремаль-
ной интенсивности экстремальное со-
стояние может перейти в критическое, 
требующее проведения реанимацион-
ных мероприятий. Граница между экс-
тремальным состоянием и критическим 
– обратимость проявлений дезадаптации 
и декомпенсации. 

Проведенный анализ механизмов фор-
мирования экстремальных состояний [5] 
у практически здоровых и астенизиро-
ванных людей в условиях пониженно-
го парциального давления кислорода во 
вдыхаемом воздухе, высоких и низких 
температур, значительных физических и 
нервно-эмоциональных нагрузок (рис. 2) 
позволяет определить основные направ-
ления их коррекции.

К основным направлениям повыше-
ния переносимости экстремальных воз-
действий могут быть отнесены:

• устранение неблагоприятных осо-
бенностей исходного функциональ-
ного состояния − острых или хрони-
ческих заболеваний, астенических 
проявлений, нервно-эмоциональной 
неустойчивости, нарушений иммуни-
тета, вегетативного и нейроэндокрин-
ного дисбаланса, дефицита энергети-
ческих и пластических нутриентов, 
витаминов и микроэлементов;
• повышение уровня резистентности 
к воздействию путем специфической 
тренировки;
• повышение уровня неспецифической 
резистентности организма за счет до-
полнительной витаминизации, закали-
вания, физической или гипоксической 
тренировки, психологической подго-
товки и др.;
• устранение специфических сим-
птомов экстремального состояния, 
связанных с природой конкретно-

го действующего неблагоприятного 
фактора;
• профилактика развития или устра-
нение неспецифических синдромов 
дезадаптации: дефицита функцио-
нальных резервов нейроэндокрин-
ной регуляции, энергетического дис-
баланса, лабилизации клеточных и 
субклеточных мембран, нарушений 
антигенно-структурного гомеостаза.
Фармакологическая коррекция функ-

ционального состояния может прово-
диться в трех режимах: упреждающем 
(профилактическом), текущем и восста-
новительном. Упреждающая фармако-
логическая коррекция предназначена для 
профилактики развития экстремального 
состояния. Она проводится заблаговре-
менно, в плановом режиме, продолжи-
тельность обычно не менее 7-10 дней, в 
некоторых ситуациях – до месяца. Основ-
ные направления упреждающей фарма-
кологической коррекции и используемые 
для этого фармакологические препараты 
представлены в таблице.

Текущая фармакологическая коррек-
ция предназначена для устранения спец-
ифических симптомов, связанных с экс-
тремальным фактором непосредственно 
в ходе его действия. Она проводится в 
экстренном режиме (часы), при недоста-
точной эффективности упреждающей 
коррекции, непосредственно в ходе экс-
тремального воздействия. Основные на-
правления текущей фармакологической 
коррекции связаны с модальностью воз-
действующего экстремального факто-
ра (гипоксии, гипероксии, гипотермии, 
гипертермии, предельных нервных или 
физических нагрузок). В целях теку-
щей фармакологической коррекции ис-
пользуются различные антигипоксанты 
(гипоксен, триметазидин, мексидол); 
антиоксиданты (токоферол, эмокси-
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Рис. 2. Механизм формирования экстремальных состояний.
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пин); психомоторные стимуляторы 
(сиднокарб, бромантан); нейропротекто-
ры (пирацетам, кортексин, цереброли-
зин, глицин); дневные транквилизаторы 
(грандаксин, атаракс, фенибут); фриго-
протекторы (яктон, актовегин).

Восстановительная коррекция пред-
назначена для устранения возникших об-
ратимых симптомов дезадаптации на эта-
пе срочной реабилитации и проводится 
после завершения экстремального воз-
действия, в экстренном или плановом ре-
жиме, продолжительностью 5-10 дней. С 
этой целью могут с успехом применять-
ся по показаниям адаптогены, витамины, 
микроэлементы, субстраты пластическо-
го и энергетического обмена, предше-
ственники медиаторов, биорегуляторные 
пептиды, иммуностимуляторы, гепато-
протекторы, нейропротекторы, снот-
ворные, антиоксиданты, кардиотоники, 
венотоники, ангиопротекторы, фермент-
ные препараты и эубиотики.

Таблица  
Характеристика направлений упреждающей фармакологической коррекции экстремальных состояний

Направление коррекции Фармакологическая группа Представители группы

Улучшение состояния здоровья, 
лечение хронических заболеваний, 
профилактика их обострений 

Цитамины, поливитаминные 
комплексы с минералами 
и микроэлементами, 
гепатопротекторы

Бронхоламин, Супренамин, 
Вазаламин, Корамин, Витрум, 
Мориамин, Глутамевит, Карсил, 
Урсосан

Снижение проявлений астении 
Ноотропы и психоэнергизаторы, 
цитомедины, нейропептиды, 
адаптогены

Пирацетам, Ноопепт, Тонибрал, 
Ацефен, Кортексин, Эпиталамин, 
Семакс, Церебролизин, Женьшень, 
Пантолекс

Стабилизация клеточных мембран 

Антиоксиданты, глюкокортикоиды, 
фосфолипиды, блокаторы 
кальциевых каналов, 
антигипоксанты

Токоферол, Гипоксен, Мексидол, 
Дексаметазон, Лецитин, Верапамил, 
Триметазидин

Устранение нарушений антигенно-
структурного гомеостаза 

Адаптогены, иммуномодуляторы, 
НПВС, пептиды периферического 
действия, хондропротекторы

Женьшень, Тималин, Плазмол, 
Тимоген, Вилон, Простатилен, 
Галавит, Нимесулид, Актовегин, 
Дона

Устранение дефицита резервов 
нейроэндокринной регуляции 

Адаптогены, нейропептиды, 
дневные транквилизаторы, глицин, 
ГАМК-препараты, растительные 
седативные

Жень-шень, Элеутерококк, 
Кортексин, Эпиталамин, Семакс, 
Селанк, Фенибут, Грандаксин, 
Новопассит

Устранение энергетического 
дисбаланса

Адаптогены, субстраты 
энергетического обмена, 
гемодериваты

Женьшень, сукцинаты, малаты, 
глицерофосфат, фрутозофосфат, 
Фитин, Актовегин

Исходя из особенностей фармаколо-
гической коррекции функционального 
состояния при экстремальных воздей-
ствиях и групповой принадлежности, к 
числу наиболее перспективных для изу-
чения в спортивной фармакологии лекар-
ственных средств могут быть отнесены:

• нейропептиды (Семакс, Селанк, ти-
ролиберины, соматолиберины и их 
аналоги, Кортексин, Даларгин и др.);
• адаптогены (Жень-шень, Родиола, 
Лимонник, Панталекс);
• нестероидный анаболический ком-
плекс (витамины, микроэлементы, 
пуриновые и пиримидиновые произ-
водные, аминокислоты);
• энергодающие соединения (углево-
ды, макроэргические предшествен-
ники, органические кислоты цикла 
Кребса);
• иммуномодуляторы (Тималин, Ти-
моген, Левамизол, Галавит, Эхинацея 
и др.);
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• антигипоксанты (Триметазидин, Ги-
поксен, Мексидол, Актовегин);
• антиоксиданты и ловушки радикалов 
(Токоферол, Глутатион, др. источни-
ки тиолов и селена);
• нейропротекторы и ноотропы (Пи-
рацетам, Ноопепт, Церебролизин, 
Кортексин, Эпиталамин, Глицин).
Проверка влияния некоторых пептид-

ных препаратов и содержащих их ком-
плексов была выполнена на нескольких 
моделях оценки работоспособности ла-
бораторных животных (оценка работо-
способности у крыс на ротароде и в тесте 
вынужденного плавания).

В качестве базового пептидного пре-
парата мы использовали Семакс. Семакс 
– синтетический пептид, созданный на 
основе фрагмента АКТГ(4-7) с допол-
нительно включенным в состав трипеп-
тидом Pro-Gly-Pro, обеспечивающим 
защиту от гидролизующего действия 
пептидаз. Фрагмент АКТГ(4-7) и, соот-
ветственно, Семакс, является физиоло-
гическим стимулятором памяти. Хими-
ческая структура препарата:

H-Met-Glu-His-Phe-Pro-Gly-Pro-OH.
 Семакс имеет ряд важных преиму-

ществ перед другими аналогами: полное 
отсутствие гормональной активности, 
токсических и побочных влияний, уве-
личение продолжительности действия 
более чем в 24 раза по сравнению с при-
родным аналогом, возможность интра-
назального применения с реальным про-
никновением в мозг. При интраназальном 
применении Семакс через 4 мин проника-
ет через гематоэнцефалический барьер; 
период его полураспада в организме при 
однократном введении продолжается 
20-24 ч [8]. Пролонгированное действия 
Семакса связано с его последователь-
ной деградацией, при которой большая 

часть нейропептида сохраняется у его 
фрагментов GHFPGP (Glu-His-Phe-Pro-
Gly-Pro) и HFPGP (His-Phe-Pro-Gly-Pro), 
также являющихся стабильными ней-
ропептидами, самостоятельно модули-
рующими холинергическую нейротранс-
миссию и генерацию оксида азота [1]. 
Нейрометаболическое действие Семакса 
осуществляется за счет ускорения про-
никновения глюкозы через гематоэнце-
фалический барьер и повышения ско-
рости ее усвоения клетками различных 
отделов мозга, увеличения сопряжения 
окисления и фосфорилирования в мито-
хондриях, что в условиях дефицита кис-
лорода сохраняет высокий уровень обра-
зования АТФ, улучшение переносимости 
гипоксии нервной тканью. Увеличение 
Семаксом устойчивости организма к ги-
поксии способствует при хронических 
заболеваниях ЦНС снижению скорости 
их прогрессирования и увеличению вре-
мени ремиссии болезни.

Первое исследование выполнялось на 
ротароде. Тест проводился на лаборатор-
ных крысах. Выносливость животных 
тестировалась еженедельно, в течение 
всего курса введения исследуемого пре-
парата (21 день) и спустя 7 дней после 
его окончания (следовые эффекты). 
Каждое животное помещалось в закры-
тую камеру (30х30х40 см) с отверстиями 
для воздухообмена. Пол камеры состоял 
из стальных стержней, на которые по-
давалось постоянное напряжение 35-40 
В. Это вынуждало крысу запрыгивать 
на вращающийся вал, поднятый на вы-
соту 15 см от пола и покрытый мягким 
пористым материалом (диаметр вала – 7 
см, скорость вращения – 1,5 об./сек) и в 
течение эксперимента передвигаться на 
нем [2]. Фиксировалась общая длитель-
ность пребывания животного на валу, 
окончание эксперимента определялось 

Обоснование направлений коррекции функционального состояния спортсменов исходя из методологии
экстремальных состояний



32Биомедицина № 3, 2013

по снижению выносливости и физиче-
ской усталости крысы, падающей на 
электрический пол камеры и не способ-
ной подняться на вал снова. 

Исследовалось действие пептидного 
препарата Семакс в дозе 0,22 мг/кг при 
ежедневном ректальном введении. Через 
7 дней после начала эксперимента вынос-
ливость животных увеличилась на 12%, 
через 14 дней – на 23% (+11% по отно-
шению к 7 дню), спустя еще неделю (на 
21-й день) она возросла на 263% (+251% 
по отношению к 7 дню, +240% по отно-
шению к 14 дню), а через неделю после 
окончания введения – снизилась, соста-
вив +189% к фону (+177% по отноше-
нию к 7 дню, +166% по отношению к 14 
дню и -74% по отношению к 21 дню). У 
животных контрольной группы выносли-
вость незначительно увеличивалась, что 
было связано с привыканием животных к 
стрессам и тренировками (рис. 3).

Так как максимальная эффектив-
ность препарата была отмечена в конце 
его курсового применения (на 21-й день), 
то для более детального рассмотрения 
его действия представлены результаты 
частотного анализа времени срыва рабо-
тоспособности (продолжительность вы-
полнения теста), характеризующего раз-
витие утомления (рис. 4).

Рис. 3. Динамика адаптации к нагрузкам при 
применении Семакса.

Из рис. 4 видно, что Семакс способ-
ствует перераспределению животных 
по диапазонам утомляемости (из группы 
низко устойчивых к утомлению в сред-
ний диапазон, со смещением из среднего 
диапазона устойчивости в группу с повы-
шенной устойчивостью к утомлению). 
Отмеченное увеличение устойчивости 
к утомлению при применении Семакса 
имеет уровень значимости р=0,1, то есть 
находится на уровне статистических тен-
денций.

С целью повышения эффективности 
влияния Семакса на физическую работо-
способность животных была разработа-
на комплексная рецептура, содержащая 
Семакс, к которому дополнительно вво-
дились Даларгин и Мексидол.

Даларгин – синтетический гексапеп-
тид, аналог лейцинэнкефалина. Было 
установлено, что, воздействуя на уни-
версальные внутриклеточные пути, ней-
ропептиды оказывают выраженное нор-
мализующее (протекторное) действие 
на многие системы жизнедеятельности 
организма человека. Даларгин приме-
няют весьма успешно как компонент 
антистрессовой защиты во время нарко-
за в самых различных областях анесте-
зиологии. В настоящее время Даларгин 
находит себе применение как средство 
лечения язвенной болезни желудка и две-
надцатиперстной кишки. Он подавляет 

Рис. 4. Развитие утомления крыс в тесте 
удержания на ротароде.
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протеолиз и способствует заживлению 
язв желудка и двенадцатиперстной киш-
ки, обладает умеренной антисекретор-
ной активностью, снижает кислотность 
желудочного сока. Подавляет внешнюю 
секрецию пищеварительных ферментов 
поджелудочной железы в ответ на раз-
личные раздражители (в т.ч. пища, се-
кретин). При поражении поджелудочной 
железы препарат уменьшает гиперфер-
ментемию, ограничивает очаги некроза 
и способствует их замещению полноцен-
ной тканью, ослабляет синтез протео-
литических ферментов поджелудочной 
железой. Препарат обладает мягким ги-
потензивным действием. Форма выпуска 
– лиофилизат для приготовления инъек-
ционных растворов, по 1 мг в ампулах.

Мексидол – сукцинат-2-этил-3-метил-
3-оксипиридин – сочетает антиоксидант-
ные свойства основания (производное 
3-оксипиридина) с антигипоксической 
активностью сукцината [4]. Защитное 
действие Мексидола проявилось в экс-
периментах на изолированном сердце 
крыс. Препарат уменьшал вызванное 
гипоксией повреждение механической 
функции сердца, предотвращая при 
этом падение содержания АТФ, и уско-
рял восстановление кардиомиоцитов в 
постгипоксическом периоде. Мексидол 
повышал устойчивость организма к кис-
лородозависимым патологическим со-
стояниям (шоку, нарушениям мозгового 
кровообращения), улучшал мнестиче-
ские функции, снижал токсическое дей-
ствие алкоголя [6]. Применение препа-
рата в клинической практике связано с 
такими показаниями как острые наруше-
ния мозгового кровообращения, дисцир-
куляторные энцефалопатии, вегетососу-
дистая дистония, атеросклероз мозговых 
сосудов, купирование абстинентного 
синдрома при алкоголизме и наркомании. 

Антигипоксическая активность Мекси-
дола в различных клинически значимых 
экстремальных состояниях оценивается 
как умеренная. Мексидол показан при 
острых нарушениях мозгового кровоо-
бращения, дисциркуляторной энцефало-
патии, нейроциркуляторной дистонии, 
легких когнитивных нарушениях атеро-
склеротического генеза, тревожных рас-
стройствах при невротических и невро-
зоподобных состояниях. Применяется 
препарат и для купирования абстинент-
ного синдрома при алкоголизме с пре-
имущественно неврозоподобными ней-
роциркуляторными нарушениями, при 
острой интоксикации антипсихотически-
ми средствами, в схемах комплексной 
терапии острых гнойно-воспалительных 
процессов в брюшной полости (панкрео-
некроз, перитонит). Мексидол является 
также активным антигипоксантом, в пер-
вую очередь благодаря антиоксидантной 
активности. Вместе с тем, в условиях 
гипоксии препарат вызывает компенса-
торную активацию аэробного гликолиза 
и уменьшает угнетение окислительных 
процессов в цикле Кребса с повышени-
ем содержания АТФ и креатинфосфата, 
активацией энергосинтезирующей функ-
ции митохондрий, стабилизацией клеточ-
ных мембран. В присутствии Мексидола 
отмечена активация сукцинатоксидазно-
го пути окисления, которая в условиях 
ограничения НАД-зависимого окисления 
на ранних стадиях гипоксии позволяет 
сохранить способность цитохромного 
участка дыхательной цепи к образова-
нию энергии.

Мексидол, как и другие производные 
янтарной кислоты, в условиях гипоксии, 
сопровождающей физические нагрузки, 
оказывает антиоксидантное действие, 
сохраняет и восстанавливает уровень 
адениловых нуклеотидов, никотинамид-
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ных коферментов, креатинфосфата, сти-
мулирует активность аденилатциклазы, 
фосфодиэстеразы, ацетилхолинэстера-
зы, активирует при гипоксии анаэробный 
гликолиз, способствует восстановле-
нию митохондриальных окислительно-
восстановительных процессов, нор-
мализует соотношение холестерол/
липопротеины высокой плотности в мем-
бранных структурах, что является весьма 
существенным для поддержания энергоо-
беспечения и физической работоспособ-
ности. В спортивной практике Мексидол 
(Мексикор) рекомендуется к приему 
взрослыми спортсменами по 0,125 г 2-4 
раза в день, курсами по 2-3 недели [3].

Исследуемые препараты вводились 
животным ректально, на протяжении 10 
дней, в следующих дозах: Семакс – 0,22 
мг/кг; Мексидол – 11 мг/кг, Даларгин – 
0,56 мг/кг. Тестирование скорости разви-
тия утомления проводилось через сутки 
после последнего введения препарата.

Для проведения теста лабораторным 
животным в области крестца к шкуре 
или к задним лапкам прикрепляется груз, 
пропорциональный весу животного [2, 
7]. В зависимости от того, какой режим 
физических нагрузок (низкий, умерен-
ный, средней или высокой интенсивно-
сти) планируется к изучению, выбирает-
ся соответствующая масса груза (2,5-3% 
от массы тела – низкий уровень нагрузок 
большой длительности; 5% – умеренный 
уровень нагрузок средней длительности; 
7,5% – средний уровень интенсивности 
нагрузок; 10% – высокий уровень на-
грузок, выполнение которых возможно 
только короткое время). В данном иссле-
довании применялся груз, равный 10% 
от массы тела. Результаты частотного 
анализа времени вынужденного плавания 
крыс представлены на рис. 5.

Анализ рис. 5 позволяет сделать сле-
дующие выводы:

• Семакс и комплексный препарат на 
его основе существенно влияют на 
уровень выносливости крыс, увели-
чивая длительность выполнения ими 
тяжелых физических нагрузок. При 
этом эффекты препаратов проявля-
лись как в снижении доли животных с 
низкой выносливостью, так и в увели-
чении доли высоко выносливых жи-
вотных.
• В отношении высоко выносливых 
животных более эффективно влияет 
Семакс.
• Частотная кривая распределения по-
казателя выносливости животных при 
применении комплексного препарата 
приближается к виду кривой нормаль-
ного распределения (в контроле – рез-
ко отличается от нее, с демонстрацией 
признаков экстремальности воздей-
ствия). Следовательно, комплексный 
препарат по своему механизму дей-
ствия и эффектам компенсирует не-
благоприятное экстремальное воздей-
ствие тяжелой физической нагрузки 
на лабораторных животных.
Таким образом, фармакологическая 

коррекция, основанная на комплексном 
применении лекарственных средств, в со-

Рис. 5. Развитие утомления у крыс в тесте 
вынужденного плавания на 11-й день наблюдения 
под влиянием Семакса и комплексного препарата 
(Семакс +Мексидол+Даларгин).
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ответствии с концепцией экстремальных 
состояний, может стать новым подходом 
к оптимизации функционального состоя-
ния и работоспособности спортсменов.
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Justification directions of correction of functional state
of athletes according to the basis of the methodology

of extreme states

E.B. Shustov, N.N. Karkischenko, V.N. Karkischenko

Based on the analysis of the mechanisms of formation of the extreme conditions and their associated 
patterns of occurrence of fatigue in athletes new approaches of pharmacological correction of their 
functional state were suggested. It is shown that the elimination of asthenic signs and symptoms of sports 
immunodeficiency, saturation of the body giving energy substrates, the expansion of reserves regulation 
systems of the body is essential to the effective control of the functional state of the athletes. The particular 
interests to pharmacologists represent regulatory peptide compounds and giving energy substrates on the basis 
of the Krebs cycle metabolites.

Key words: fatigue, working capacity, extreme conditions, regulatory peptides, energy metabolism 
substrates.

Обоснование направлений коррекции функционального состояния спортсменов исходя из методологии
экстремальных состояний
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На лабораторных крысах проводили вскрытие пульпарной камеры передних резцов. По наблюде-
нию в течение 30 суток выявлен ряд адаптационных механизмов в пульпе резцов, которые позволяют ей 
существовать фактически в виде хронической раны, что не может не отражаться на течении процессов 
альтерации, воспаления и регенерации, и, в свою очередь, на адекватности полученных результатов при 
биомоделировании хронического и острого пульпита у грызунов.

Ключевые слова: пульпит, моделирование, лабораторные животные.

Введение
Пульпит, как осложнение кариеса, 

продолжает занимать одно из лидирую-
щих мест в списке распространенных 
болезней полости рта, поэтому в научной 
литературе содержится значительное 
количество публикаций, посвященных 
его причине, механизмам, тактике лече-
ния и реабилитации [1-5, 9, 12]. На со-
временном этапе развития биомедицины 
сложно себе представить разработку и 
внедрение новых методов лечения таких 
заболеваний как пульпит в его острой и 
хронической форме без получения пред-
варительных данных об эффективности 
этих методов на биомоделях [10].

Как ни странно, но биомоделирование 
заболеваний и состояний полости рта со-

пряжено с рядом трудностей. В первую 
очередь, особенности жевания, характер 
потребления и качество пищи человека 
практически не сопоставимы с таковыми 
у  животных, служащих биомоделями. 
Так, например, в литературе встречают-
ся работы по изучению острого и хро-
нического пульпита на плотоядных (со-
баках) [7], грызунах (кролики, крысы) 
[6, 8, 13] и парнокопытных [11, 14, 15]. 
Однако образ питания, биомеханика же-
вания и даже биоценоз значительно отли-
чаются не только от тех же показателей 
у человека, но и между собой, что делает 
полученные в этих моделях результаты 
не всегда бесспорными.

Так, например, широко распростра-
ненная модель пульпита у крыс основана 
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на обнажении пульпы путем вскрытия 
пульпарной камеры, предполагающая, 
что в полученной ране в первые сутки 
возникнет воспаление и разовьется кар-
тина острого пульпита, в последующем 
переходящего в хроническую форму. Од-
нако в наших наблюдениях выявился ряд 
адаптационных механизмов у грызунов, 
позволяющих в той или иной мере проти-
востоять развитию воспаления в пульпе. 
Как известно, у грызунов резцы стачива-
ются и отрастают в течение всей жизни, 
что приводит к постоянной открытой 
пульпарной камере, но воспаления в рез-
цах, несмотря на это обстоятельство, не 
происходит.

Материалы и методы
Акклиматизация и отбор животных 

для исследования. До начала исследова-
ния в течение 14 дней происходила адап-
тация лабораторных животных при груп-
повом содержании в клетках. Во время 
этого периода ежедневно контролирова-
ли клиническое состояние животных пу-
тем визуального осмотра.

Распределение по группам. Для ис-
ключения влияния предпочтений ис-
следователя на формирование экспе-
риментальных групп отбор животных 
осуществлялся при помощи метода 
модифицированной блочной рандоми-
зации. Для этого всех поступивших из 
питомника животных случайным обра-
зом помещали в ячейки блока рандоми-
зации (число ячеек блока рандомизации 
кратно числу групп в эксперименте). 
Далее, пользуясь генератором случай-
ных чисел (статистическая программа 
Statistica 6.0), получали перечень дан-
ных, содержащий номера ячеек с жи-
вотными и соответствующие им номера 
групп, куда в дальнейшем были разме-
щены животные.

Идентификация животных. Мар-
кировка клетки кодировала пол живот-
ных, дату начала эксперимента, название 
группы. Каждому отобранному в иссле-
дование животному был присвоен инди-
видуальный номер.

Содержание животных. Животные 
содержались в стандартных условиях 
в соответствии с требованиями ГОСТ 
Р от 02.12.2009 53434-2009 «Принци-
пы надлежащей лабораторной практи-
ки (GLP)», в вентилируемых клетках 
RairIsoSystem по одной особи. В каче-
стве подстила использовались опилки из 
нехвойных пород деревьев, прошедшие 
стерилизацию. Брикетированные ком-
бикорма для лабораторных животных 
давались ad libitum в кормовое углубле-
ние клетки. Данные о составе и качестве 
корма от производителя хранятся в доку-
ментации лаборатории. Животным дава-
лась профильтрованная вода ad libitum. 
В виварии поддерживались контролируе-
мые условия окружающей среды (темпе-
ратура воздуха – 22-24˚С, относительная 
влажность 60-70%, а также 12-часовой 
цикл освещения). Никаких существен-
ных отклонений от заданных параметров 
среды в период акклиматизации и в ходе 
эксперимента не происходило.

Экспериментальная модель. 20-ти 
крысам Wistar массой 300-400 г, под ком-
бинированным наркозом (Золетил/Ро-
метар) проводили вскрытие пульпарной 
камеры передних резцов стоматологиче-
ским бором на уровне границы слизистой 
до появления капель крови. Животные 
были разделены на 4 группы по сроку 
предполагаемого развития пульпита: 
первая – 4 суток, вторая – 7 суток, тре-
тья – 14 и четвертая – 30 суток. В каждой 
группе было по 5 животных. Еще 5 крыс 
были выведены из эксперимента до его 
начала, с целью определения исходного 
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счет частичной пролиферации одонто-
бластов и фибробластов соединительной 
ткани стромы пульпы с образованием 
двух заметных слоев. Первый, или на-
ружный, представлен сосудистым спле-
тением и рыхло-волокнистой соедини-
тельной тканью, второй – уплотненной 

тканью стромы пульпы в виде мембраны 
(рис. 1). Посередине проходит мощный 
сосудисто-нервный пучок с артериаль-
ным и венозным полнокровием (рис. 2). 

Группа 4 дня. Через 96 ч после воз-
действия отмечается артериальное и 
венозное полнокровие пульпы, отек ее 

состояния пульпы, путем декапитации. 
Резекция верхних резцов производилась 
выпиливанием их единым блоком. Ниж-
няя челюсть удалялась и фиксировалась 
целиком в 10% растворе формалина в те-
чение 72 ч.

Гистологическая проводка и доку-
ментирование. После отмывки нижние 
челюсти разделяли на правую и левую 
половины по средней линии и подвергали 
декальцинации в трилоне Б в течение 14 
дней. После чего проводили через стан-
дартную гистологическую проводку и 
изготавливали парафиновые блоки. Па-
рафиновые блоки ориентировали пло-
скостью щечной стороны кверху и изго-
тавливали серийные срезы, проходящие 
через пульпарную камеру резцов. Срезы 
окрашивали гематоксилином и эозином 
(Биооптика, Италия). Слайды подверга-
ли микроскопии и документировали с по-
мощью микроскопа Axioplan (Carl Zeiss, 
Германия).

Результаты исследований
Интактная группа. При гистологи-

ческом изучении образцов зубов без воз-
действия выяснено, что у крыс имеется 
постоянно открытая пульпарная камера, 
которая сообщается с внешней средой. 
Отграничение от которой реализуется за 

Рис. 1. Вскрытие пульпарной камеры и 
обнажение пульпы.

Рис. 2. Гистологическая картина пульпы 
интактного зуба (резца). Окраска гематоксилином 
и эозином. Ув. х 200.

Рис. 3. Гистологическая картина пульпы 
интактного зуба. Большое количество 
сосудов артериального и венозного 
типов, опеспечивающих высокий уровень 
кровоснабжения. Окраска гематоксилином и 
эозином. Ув. х 100.
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ответ на повреждение происходит дила-
тация сосудов с увеличением кровото-
ка. Сохраняющаяся микроцеркуляция 
не создает условий для ишемических 
и некротических изменений. Строма 
пульпы и одонтобласты образуют слои-
стую структуру, которая отграничивает 
собственно пульпу от внешней среды, 
формируя, по сути, хроническую ком-
пенсированную рану, но без признаков 
воспаления. 

Таким образом, выявлен ряд адаптаци-
онных механизмов в пульпе резцов у крыс, 
которые позволяют ей существовать фак-
тически в виде хронической раны, что не 
может не отражаться на течении процес-
сов альтерации, воспаления и регенера-
ции, и, в свою очередь, на адекватности 
полученных результатов при биомодели-
ровании хронического и острого пульпита 
у грызунов – в частности, у крыс.

Работа выполнена при поддержке Фе-
деральной целевой программы «Научные 
и научно-педагогические кадры иннова-
ционной России» на 2009-2013 гг.

стромы, появление небольшого количе-
ства нейтрофилов в просвете сосудов, 
без проявления феномена «краевого сто-
яния» (рис. 3).

Группа 7 суток. К этому сроку на-
блюдения отек стромы отсутствовал, 
как и любые проявления острого и хро-
нического воспаления (рис. 4), такая 
же картина сохранялась в группах 14 и 
30 суток.

Обсуждение результатов
В описанной модели повреждения рез-

цов у крыс мы выявили, что формирова-
ние дополнительного отверстия в резцах 
не приводит к развитию острого пульпи-
та. В течение первых 4-х дней наблюде-
ния развиваются признаки катарального 
воспаления в пульпе, которые нивели-
руются уже к 7-му дню и не переходят в 
хроническую стадию, продолжающуюся, 
как минимум, 30 суток. Кроме того, при 
детальном рассмотрении границы между 
пульпой и окружающей средой выясни-
лось, что развитие классического пуль-
пита в резцах практически невозможно 
в связи с тем, что пульпарная камера 
всегда открыта и не возникает сдавления 
сосудов корней нарастающим отеком. В 

Рис. 4. 96 ч после повреждения пульпы. 
Отмечается отек стромы и увеличение числа 
нейтрофилов в сосудах, без феномена «краевого 
стояния».

Рис. 5. Отсутствие признаков острого и 
хронического воспаления через 7 суток 
после повреждения. Компенсация. Окраска 
гематоксилином и эозином. Ув. х 200.
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Adaptation mechanisms of protection pulp exposure in 
rats: the issue of biomodeling of acute and chronic pulpitis

A. Gadzhiyev, A.V. Volkov, I.I. Bobichenko, E.K. Krechina,
G.D. Kapanadze, N.V. Stankova

In laboratory rats were autopsied pulp chamber front incisors. Observation for 30 days revealed a number 
of adaptive mechanisms in the pulp cutters that allow it to exist in fact in the form of chronic wounds, which 
can not affect the current process alterations, inflammation and regeneration, and, in turn, on the adequacy of 
the results at biomodeling chronic and acute pulpitis in rodents.

Key words: pulpitis, modeling, laboratory animals.

Введение
Сердечно-сосудистая патология и, в 

частности, хроническая сердечная не-
достаточность (ХСН) является одной 
из наиболее серьёзных проблем совре-

менной медицины. Внедрение новых 
методов лечения этой патологии тре-
бует достаточной доказательной базы, 
включающей доклинические исследова-
ния на экспериментальных моделях па-

Внедрение новых методов лечения хронической сердечной недостаточности требует адекватной до-
казательной базы, включающей доклинические исследования на экспериментальных моделях у живот-
ных. Проведена успешная апробация нескольких экспериментальных моделей формирования сердечной 
недостаточности у лабораторных животных, позволяющих с помощью метода эхокардиографии иссле-
довать различные варианты течения заболевания, как по выраженности гемодинамических проявлений, 
так и по преимущественному поражению отделов сердца. 

Наиболее эффективной в плане воспроизводимости и выраженности изменений является модель с 
перманентным лигированием левой коронарной артерии. Среди фармакологических моделей особенно-
стями доксорубициновой модели хронической сердечной недостаточности является прогрессирующее 
снижение сократимости миокарда левого желудочка и развитие его эксцентрического ремоделирования, 
тогда как изадриновая модель характеризуется развитием лишь умеренной сердечной недостаточности, 
а введение монокроталина вызывает преимущественно развитие легочной гипертензии, гипертрофии 
правого желудочка и выраженной правожелудочковой сердечной недостаточности.
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тологии у животных. На сегодняшний 
день предлагаются различные методы 
моделирования ХСН у лабораторных 
животных, однако результативность и 
информативность этих моделей изуче-
на недостаточно.

Целью настоящего исследования 
была апробация различных фармаколо-
гических моделей ХСН у крыс и оценка 
их результативности с помощью эхокар-
диографии (ЭХОКГ).

Материалы и методы
В исследовании использовались сам-

цы лабораторных крыс Wistar массой 
200-300 г. Во время проведения экспери-
мента животных содержали в стандарт-
ных условиях вивария в соответствии с 
правилами, утвержденными МЗ СССР 
06.07.73 г., по устройству, оборудова-
нию и содержанию экспериментально-
биологических вивариев. 

Все крысы были разделены на 4 опыт-
ные группы. Первая – 7 животных, кото-
рым внутрибрюшинно вводили доксоруби-
цин (Teva) в кумулятивной дозе 15 мг/кг, 
разделенной на 6 инъекций в течение 14 
дней [9]. Вторая – 12 животных, которым 
подкожно вводился изопротеренол (иза-
дрин) (Fluka) в дозе 80 мг/кг, дважды с ин-
тервалом в 24 ч [1]. Третья – 5 крыс, кото-
рым однократно внутрибрюшинно вводили 
монокроталин (Sigma) в дозе 60 мг/кг [3]. 
Четвертая – 5 животных, на которых про-
водилось перманентное лигирование левой 
коронарной артерии (коронароокклюзия). 
После наркотизации крыс хлоралгидратом 
(500 мг/кг, внутрибрюшинно) обрабаты-
вали гортань 2% раствором лидокаина и 
осуществляли интубацию трахеи. Для про-
ведения искусственной вентиляции легких 
использовали аппарат ИВЛ (Kent Scientific 
TOPOTM Dual Mode Ventilator; частота ды-

хания – 50/мин, дыхательный объем 1,5-3 
мл/ 100 г массы). Доступ к сердцу осу-
ществляли путем торакотомии в четвертом 
межреберье слева от края тела грудины до 
передней аксиллярной линии. После рассе-
чения перикарда производили лигирование 
ствола левой коронарной артерии с помо-
щью атравматической иглы (6-0). Затем 
производили послойное ушивание раны.

Группу контроля составили интакт-
ные животные (по 5 для каждой группы), 
сопоставимые с исследуемыми по массе 
и исходным ЭХОКГ-показателям.

На животных с фармакологически-
ми моделями ХСН ЭХОКГ выполнялась 
трижды: исходно (1-я точка), через 1 мес. 
(2-я точка) и через 2 мес. (3-я точка) по-
сле моделирования ХСН. На животных 
четвертой группы ЭХОКГ выполнялась 
дважды: исходно (1-я точка) и через 6 не-
дель (2-я точка).

ЭХОКГ выполнялась с использова-
нием ультразвуковой системы «Acuson 
Sequoia 512» с линейным датчиком 
(частота 8МГц). Исследование живот-
ных проводили под тиопенталовым 
наркозом (60 мг/кг). В М-режиме (рис. 
1) регистрировали: диаметр аорты у 
корня (Ао, мм); передне-задний размер 
левого предсердия (ЛП, мм); конечные 
диастолический и систолический раз-
меры левого желудочка (КДР, КСР, 
мм); толщину межжелудочковой пере-
городки (Тмжп, мм) и толщину задней 
стенки левого желудочка (Тзс, мм); 
частоту сердечных сокращений (ЧСС). 
В В-режиме (рис. 2): поперечные и вер-
тикальные размеры левого и правого 
желудочков, левого и правого предсер-
дий (ЛЖп, ЛЖв, ПЖп, ПЖв, ЛПп, ЛПв, 
ППп, ППв, мм). Рассчитывали: конеч-
ный систолический и  диастолический 
объемы (КСО, КДО, мл), показатели 
сократимости левого желудочка (ЛЖ) 
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– фракцию укорочения (ФУ=(КДР-
КСР)/КДР·100;%) и фракцию выбро-
са (ФВ=(КДО-КСО)/КДО·100;%) по 
Teichholz (1976), ударный объем (УО); 

показатели ремоделирования ЛЖ – 
относительную толщину миокарда 
(ОТМ=(Тмжп+Тзс)/КДРлж, ед).

 Рис. 1. ЭХОКГ сердца животных в М-режиме.

Рис. 2. ЭХОКГ сердца животных в В-режиме.
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Результаты и их обсуждение
За период наблюдения у интактных 

животных на фоне естественного разви-
тия отмечалось достоверное увеличение 
средней массы тела, при ЭХОКГ – уве-
личение размеров камер сердца, пропор-
циональное увеличению массы тела, при 
неизмененных показателях сократимо-
сти и ремоделирования левого желудоч-
ка (ФУ, ФВ, ОТМ). 

У животных 1-й опытной группы 
(доксорубициновая модель ХСН) отсут-
ствовал прирост массы тела и даже от-
мечалась тенденция к снижению к 3-й 
точке наблюдения. Через 1 мес. после 
введения доксорубицина наблюдались 
признаки эксцентрического ремоделиро-
вания миокарда ЛЖ, характеризующие-
ся увеличением КДР, значимым в срав-
нении с контролем уменьшение ОТМ. К 
третьей точке наблюдения наблюдалось 
увеличение размеров левого желудоч-
ка (КДР,  ДКО), значимое в сравнении 
с контрольной группой снижение пока-
зателей сократимости (КСР,  ФУ,  ФВ), 
уменьшение ОТМ. Смертность в данной 
группе составила 30% к концу наблюде-
ния (2 из 7 животных), стойкое сниже-
ние сократимости наблюдалось у всех 
выживших крыс.

Во 2-й группе (изадриновая модель 
ХСН) через 1 мес. была отмечен досто-
верный прирост массы, наблюдалось уве-
личение размеров левого желудочка, с 
достоверным снижением показателей со-
кратимости (КСР,  ФУ и ФВ) и уменьше-
нием ОТМ. К 8-й неделе наблюдения (3-я 
точка) отмечался дальнейший рост жи-
вотных с достоверным приростом массы 
тела и некоторым увеличением размеров 
камер сердца, отмечалась тенденция к 
улучшению сократимости левого желу-
дочка. При сравнении с контролем зна-
чимо большим оказался лишь диаметр 

аорты. Все животные данной группы 
выжили, к 8-й неделе стойкое снижение 
сократимости левого желудочка наблю-
далось лишь у 17% (2 из 12 крыс).

У крыс 3-й опытной группы (моно-
кроталиновая модель ХСН) через 1 мес. 
наблюдения значимых различий с груп-
пой контроля выявлено не было. У жи-
вотных отмечалась тенденция к увеличе-
нию массы тела и значимое увеличение 
ЛП. Через 2 мес. наблюдения при срав-
нительном анализе с контролем значимо 
различались лишь в меньших величи-
нах диаметра аорты, КДР, КДО и УО. 
Между тем, следует отметить, что у 2-х 
животных, получавших монокроталин, к 
8-й неделе наблюдения отмечено выра-
женное уменьшение массы тела, причем 
у 1-го животного потеря массы состави-
ла 40% (2-я точка – 248 г, 3-я точка – 155 
г). При ЭХОКГ наибольшие изменения 
отмечались со стороны правых отделов 
сердца. У обоих животных выявлялась 
резкая гипертрофия стенок правого же-
лудочка (до 2 мм), парадоксальное дви-
жение межжелудочковой перегородки, 
увеличение КСР (4,2 и 4,5 мм соответ-
ственно), снижение ФУ (35,1% и 28,2% 
соответственно) и ФВ (70,2 и 60,2% со-
ответственно). Кроме того, у крысы с 
выраженным дефицитом массы тела 
была обнаружена выраженная дилата-
ция правого предсердия (ППв и ППп в 2,5 
раза больше средних показателей в кон-
трольной группе – 10,2 и 5,4 мм против 
4,3±0,5 мм и 3,2±0,5 мм соответственно) 
и тяжелая трикуспидальная регургита-
ция. Смертности в данной группе к концу 
наблюдения не отмечалось.

Наиболее выраженные изменения 
наблюдались в 4-й группе. Через 6 мес. 
после выполненной коронароокклюзии 
у всех животных отмечался прирост 
массы тела (более выраженный по срав-
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нению с другими группами), дилатация 
всех камер сердца, истончение стенок 
ЛЖ и уменьшение ОТМ, снижение 
глобальной сократимости миокарда. У 
большинства крыс отмечались при-
знаки очагового кардиосклероза и на-
рушение локальной сократимости. При 
сравнении с контрольной группой зна-
чимо различались КДО, КСО, ФВ. Вы-
явленные изменения наблюдались у всех 
животных данной группы, смертельных 
исходов не было. 

Таким образом, на всех использо-
ванных моделях выявлены нарушения 
сократительной функции сердца с фор-
мированием ХСН, но степень выражен-
ности значительно разнилась. Наиболее 
воспроизводимыми моделями оказались 
введение доксорубицина и перманентное 
лигирование левой коронарной артерии, 
причем последнее приводило к более вы-
раженным изменениям. Именно перевяз-
ка коронарных артерий, на наш взгляд, 
является наиболее оптимальным вари-
антом моделирования ХСН, но требует 
более сложной технической подготов-
ленности, что может существенно огра-
ничить ее использование.

Высокая летальность в первой груп-
пе, по всей видимости, объясняется до-
зозависимой кардиотоксичностью док-
сорубицина [5]. Данные других авторов о 
гастроинтестинальной и общей токсич-
ности препарата при внутрибрюшинном 
введении [8] отчасти объясняют дистро-
фию животных, так как только в данной 
группе к концу наблюдения отмечалось 
снижение массы тела. При этом объясне-
ние данного факта влиянием ХСН кажется 
маловероятными. С одной стороны, период 
наблюдения был не достаточно большим, 
а с другой – в четвертой группе, где сни-
жение сократимости было максимальным, 
прирост массы тела был наибольшим. 

Последнее легче объяснить застойны-
ми явлениями на фоне ХСН. В целом, из 
всех апробированных нами фармакологи-
ческих моделей доксорубициновая вызы-
вает наиболее прогнозируемое развитие 
выраженной и прогрессирующей ХСН у 
большинства животных, что согласуется с 
результатами работ других авторов [2, 6]. 
По нашему мнению, использование доксо-
рубициновой модели для оценки различ-
ных методов лечения ХСН представляется 
наиболее интересным.

Оставшиеся две фармакологические 
модели представляют меньший интерес 
в плане оценки течения именно ХСН. 
Так, введение изопротенерола приводило 
к выраженным изменениям лишь во 2-й 
точке наблюдения, проявляющимся сни-
жением ФВ и тенденцией к истончению 
стенок ЛЖ. К 3-й точке отмечалась ста-
билизация размеров и сократимости ЛЖ, 
с некоторой тенденцией к ее улучшению. 
Такая динамика показателей сократимо-
сти и ремоделирования ЛЖ позволяет 
предположить, что введение изопротере-
нола вызывает компенсированную ХСН 
и лучше подходит для моделирования не 
столько хронической, сколько острой 
сердечной недостаточности.

Введение монокроталина в целом по 
группе не вызывало снижения сократи-
мости ЛЖ. Наблюдаемые изменения у 
двух животных в виде выраженной ги-
пертрофии и дилатации правых отделов 
сердца свидетельствовали о развитии у 
них вторичной легочной гипертензии. 
Отрицательная динамика массы тела 
у них же, вероятно, была обусловлена 
развитием сердечно-легочной недоста-
точности. Полученные результаты со-
гласуются с данными других авторов, 
свидетельствующими о начале формиро-
вания легочной гипертензии, индуцирую-
щей развитие гипертрофии правого же-
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лудочка к 10-15 суткам после введения 
монокроталина [7, 10]. При этом крити-
ческими считаются первые 2 мес., когда 
отмечается максимальная летальность. 
В последующем у животных, адаптиро-
вавшихся к развившейся легочной ги-
пертензии, продолжительность жизни 
может быть достаточно большой, а мор-
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фофункциональные изменения сердца 
длительное время минимальны [4, 7, 10]. 
Таким образом, введение монокроталина 
приводит к развитию у части животных 
вторичной легочной гипертензии с фор-
мированием хронического легочного 
сердца и правожелудочковой сердечной 
недостаточности. 

Таблица 1 
Динамика ЭХОКГ-показателей в 1-й и 4-й опытных группах

Показатели
Доксорубицин Коронароокклюзия

исходно 4 недели 8 недель исходно 6 недель

Масса, г 227±30,5 234±23,8 212±11,5** 252,6±15,5 419±52,31

Аорта, см 0,35±0,04 0,35±0,03 0,35±0,2 0,32±0,04 0,39±0,031

ЛП, см 0,35±0,05 0,45±0,04 0,47±0,51 0,28±0,03 0,38±0,081

КДР лж, см 0,56±0,05 0,68±0,061 0,69±0,041 0,61±0,06 0,89±0,11,*

КДО лж, мл 0,42±0,13 0,71±0,171 0,74±0,131 0,56±0,14 1,5±0,41,*

КСР лж, см 0,28±0,06 0,4±0,09 0,45±0,051 0,28±0,04 0,74±0,111,*

КСО лж, см 0,07±0,04 0,18±0,1 0,24±0,071 0,1±0,04 0,97±0,351,*

ОТМ, ед. 0,49±0,05 0,41±0,02* 0,37±0,031,2 0,46±0,08 0,32±0,081,*

ФУ, % 51,2±6,4 40,9±8,3 34,3±4,51,** 47,7±3,5 16,4±5,31,*

УО, мл 0,36±0,09 0,53±0,081 0,51±0,07** 0,43±0,11 0,56±0,161

ЧСС, уд/мин 440±77 457±36* 413±422 428±35 355±841

ФВ % 86,3±5,1 76,3±9,1 68,9±5,91,** 83,6±4,2 38,4±10,31,*

Примечание: здесь и в табл. 2 данные представлены в виде M±m, где М – среднее арифметическое 
значение показателя группы, m – среднеквадратическое отклонение. В надстрочном индексе: 1 – p<0,05 
в сравнении с исходными показателями; 2 – p<0,05 в сравнении с показателями 2-й точки; * – p<0,05 
в сравнении со 2-й точкой интактных животных; ** – p<0,05 в сравнении с 3-й точкой интактных 
животных.

Таблица 2 
Динамика ЭХОКГ-показателей во 2-й и 3-й опытных группах

Показатели
Монокроталин Изопротеренол

исходно 4 недели 8 недель исходно 4 недели 8 недель

Масса, г 220±33 263±361 300±411,2 220±33 263±361 300±411,2

Аорта, см 0,32±0,04 0,36±0,041 0,4±0,031,2,** 0,32±0,04 0,36±0,041 0,4±0,031,2,**

ЛП, см 0,34±0,07 0,43±0,051 0,43±0,041 0,34±0,07 0,43±0,051 0,43±0,041
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КДР лж, см 0,59±0,11 0,7±0,041,* 0,7±0,051 0,59±0,11 0,7±0,041,* 0,7±0,051

КДО лж, мл 0,54±0,24 0,78±0,141,* 0,79±0,151 0,54±0,24 0,78±0,141,* 0,79±0,151

КСР лж, см 0,31±0,07 0,42±0,061,* 0,41±0,051 0,31±0,07 0,42±0,061,* 0,41±0,051

КСО лж, см 0,09±0,06 0,19±0,081,* 0,18±0,091 0,09±0,06 0,19±0,081,* 0,18±0,091

ОТМ, ед. 0,54±0,12 0,41±0,061,* 0,4±0,041 0,54±0,12 0,41±0,061,* 0,4±0,041

ФУ, % 47,7±6,9 39,9±6,61,* 41,7±6,31 47,7±6,9 39,9±6,61,* 41,7±6,31

УО, мл 0,45±0,2 0,59±0,111 0,61±0,141 0,45±0,2 0,59±0,111 0,61±0,141

ЧСС, уд/мин 343±94 382±661 332±47 343±94 382±661 332±47

ФВ % 83,4±5,6 75,2±7,71,* 77,4±6,41 83,4±5,6 75,2±7,71,* 77,4±6,41

Выводы
1.	 Наиболее эффективной по вос-

производимости и по выраженности из-
менений является модель с перманент-
ным лигированием левой коронарной 
артерии.

2.	 Особенностями доксорубицино-
вой модели хронической сердечной недо-
статочности являются прогрессирующее 
снижение сократимости миокарда левого 
желудочка и развитие его эксцентриче-
ского ремоделирования.

3.	 Изадриновая модель характе-
ризуется развитием лишь умеренной 
сердечной недостаточности, а введение 
монокроталина вызывает преимуще-
ственное развитие легочной гипертензии, 
гипертрофии правого желудочка и выра-
женной правожелудочковой сердечной 
недостаточности.

4.	 Эхокардиография (ЭХОКГ) яв-
ляется высокоинформативным неин-
вазивным методом оценки в динамике 
сердечно-сосудистой системы у мелких 
животных при моделировании различной 
патологии.
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Experimental modeling of chronic warm insufficiency

A.A. Kazachenko, S.V. Okovityy, A.N. Kulikov, D.Yu. Ivkin, E.B. Shustov

Introduction of new methods of treatment of chronic warm insufficiency demands the adequate evidential 
base including preclinical researches on experimental models at animals. Successful approbation of several 
experimental models of formation of warm insufficiency at the laboratory animals allowing by means of a 
method of an echocardiography to investigate various options of a course of a disease, both on expressiveness 
of hemodynamic manifestations, and on primary defeat of departments of heart is carried out. 

The most effective in terms of reproducibility and intensity of the changes is the model with a permanent 
ligation of the left coronary artery. Among the features of pharmacological models doxorubicin model of 
chronic heart failure is a progressive decrease in left ventricular contractility and the development of his 
eccentric remodeling, whereas izadrin model is characterized by the development of a moderate heart failure, 
and the introduction of monocrotaline is mainly the development of pulmonary hypertension, right ventricular 
hypertrophy and severe right heart failure.

Key words: chronic heart failure, modeling.
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Одностороннее разрушение руброспинального тракта у крыс после предварительной выработки ин-
струментального условного рефлекса (ИУР) вызывает гемипарез конечностей противоположной сторо-
ны. На следующий день после операции половине оперированных животных вводили внутримышечно 
раствор бактериального меланина (БМ). Сравнение сроков восстановления ИУР и балансирующего дви-
жения парализованной задней конечности у крыс контрольной группы и животных, получавших мела-
нин, показало, что срок посттравматического восстановления намного короче у животных последней 
группы. Такое ускорение восстановительного процесса является результатом протекторного влияния 
БМ и облегчения процесса переключения нисходящего регулирующего воздействия от руброспинальной 
к кортикоспинальной системе. Морфогистохимическое исследование показало, что БМ способствует 
спраутингу нервных волокон и регенерации в нервной ткани.

Ключевые слова: инструментальный условный рефлекс, руброспинальный тракт, бактериальный 
меланин, посттравматическое восстановление, морфогистохимическое исследование.
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Введение
Руброспинальная система является 

одним из нисходящих проекционных пу-
тей, который контролирует спинальные 
моторные нейроны. Использование всех 
конечностей соответствует тому периоду 
развития у животного, когда руброспи-
нальный тракт устанавливает контакты 
со спинальными нейронами [5]. Совер-
шенствование точностных движений свя-
зано со связями латерального мозжечка, 
с корой мозга и мелкоклеточной части 
красного ядра (КЯ) [11]. Эта проекцион-
ная система филогенетически предше-
ствуют возникновению моторной коры 
и пирамидного тракта. КЯ на этом этапе 
представляет основную структуру для 

координации мозжечковых и корковых 
посылок для контроля движений [14]. 

Исследованиями, проведенными мето-
дом повреждения кортикоспинального и 
руброспинального трактов, показано, что 
при организации движений эти тракты 
взаимно заменяют друг друга, а их функ-
ции сходны при регуляции скорости, 
силы и времени подключения движения. 
Переключение функций между этими 
трактами является основным механиз-
мом восстановления нарушенных движе-
ний, наступающих после травмы каждо-
го из них [12]. Но такое восстановление у 
взрослого животного бывает затяжным и 
неполным, особенно если не проводятся 
терапевтические мероприятия.
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Настоящее исследование было про-
ведено как продолжение работ, выпол-
няемых в предыдущие годы, в которых 
после травмы некоторых структур ЦНС, 
участвующих в организации двигатель-
ной деятельности организма крыс, ис-
следовалось влияние бактериального ме-
ланина на процесс посттравматической 
реабилитации [1, 3]. В работе представ-
лены результаты влияния введения бак-
териального меланина на восстановление 
инструментальных рефлексов и балан-
сирующего движения задней конечности 
после одностороннего разрушения ру-
броспинального тракта у крыс.

Бактериальный меланин был получен 
в Институте биотехнологии РА из му-
тантного штамма Bacillus thuringiensis. 
Физико-химическими исследованиями 
было установлено, что этот пигмент яв-
ляется меланином [7]. Были проведены 
исследования по изучению физиологиче-
ской активности бактериального мелани-
на на животных моделях травматической 
нейродегенерации [3].

Материалы и методы
Работа выполнена на белых нелиней-

ных крысах (n=12) в возрасте 2-3 мес., 
массой 200-250 г.

У всех животных заранее вырабаты-
вался инструментальный рефлекс на рав-
новесие, при котором они балансировали 
на медленно вращающемся (9 об./мин) го-
ризонтальном бруске 250 сек, в течение 
которых крысы сохраняли постоянную 
позу и равновесие тела благодаря попере-
менному переставлению задних лап. Жи-
вотных тестировали 10 раз в день, а ин-
тервал между тестами составлял 60 сек. 
После выработки прочного инструмен-
тального рефлекса под нембуталовым 
наркозом (40 мг/кг), на уровне верхних 
шейных сегментов (С3-4) унилатерально 

разрушали руброспинальный тракт [13]. 
Разрушение приводило к парезу гомола-
теральных конечностей.

Половине оперированных крыс (n=6) 
на следующий день после операции в/м 
вводили раствор бактериального мела-
нина в концентрации 6 мг/мл, из расче-
та 170 мг/кг оперированных животных. 
Другая половина животных (n=6) служи-
ла контролем.

Через день после введения меланина 
всех оперированных животных брали на 
тестирование для возобновления выра-
ботки инструментального рефлекса до 
окончательного его восстановления.

Для изучения влияния БМ было про-
ведено морфогистохимическое иссле-
дование срезов спинного мозга. Был ис-
пользован гистохимический метод для 
выявления активности Ca2+-зависимой 
кислой фосфатазы [4].

Результаты исследований
После операции клинические симпто-

мы были выражены в первые 2 суток. 
Крысы ходили медленно, задняя лапа на 
стороне операции значительно отстава-
ла, часто они ее влачили по полу, четко 
виден был дефект флексии. До дости-
жения нормального уровня выработки 
рефлекса животные не способны были 
долго продержаться на вращающемся 
бруске, быстро переворачивались и па-
дали намного раньше положенного сро-
ка. Статистическая обработка данных 
показала, что инструментальный реф-
лекс у интактных крыс вырабатывался, 
в среднем, за 1,75±0,3 суток, который у 
животных контрольной группы после 
возобновления выработки в постопера-
ционный период восстановился, в сред-
нем, за 13,7±1,3 суток. У получивших 
после операции раствор бактериального 
меланина животных инструментальный 
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Рис. 1. А – динамика выработки инструментального рефлекса (левая часть графика) и его 
восстановление (правая часть графика) после унилатерального разрушения руброспинального 
тракта (темный треугольник под осью абсцисс). По оси абсцисс – дни экспериментов, по оси ординат 
– среднее время нахождения животного на вращающемся бруске при 10 испытаниях. Штриховая 
горизонтальная линия на 250 с – критерий выполняемости рефлекса.
Б – обозначения те же, что и на рис. А, светлым треугольником под осью абсцисс обозначен день 
введения раствора бактериального меланина.
В – гистограмма (а) среднего времени выработки инструментального рефлекса у интактных животных 
(ИН), (б) – среднего времени восстановления инструментального рефлекса после разрушения 
руброспинального тракта, (в) – среднего времени восстановления инструментального рефлекса после 
разрушения руброспинального тракта и введения раствора бактериального меланина (РСТ+М).

Рис. 2. А – горизонтальный срез спинного мозга контрольных крыс с перерезкой руброспинального 
тракта (место перерезки указано белой стрелкой); Б, В – горизонтальный срез спинного мозга 
крыс с перерезкой руброспинального тракта, получивших раствор бактериального меланина в/м в 
концентрации 6 мг/мл; Г – фрагмент Б в прямоугольнике (черные стрелки указывают на нервные 
волокна, в кружочках показаны зернистые тельца). 
Выявление активности Са2+ – зависимой кислой фосфатазы. 
Увеличение: ок. 10, об. 2,5 (А); 6,3 (Б); 40 (Г). 
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рефлекс восстановился, в среднем, за 
2,7±0,5 суток.

Сравнение этих результатов показало, 
что у получивших меланин животных: 

1) срок выработки инструментально-
го рефлекса после операции укорачива-
ется в несколько раз по сравнению с кон-
трольными животными;

2) выработка рефлекса и восстанов-
ление движения происходят почти одно-
временно;

3) постоперационная реабилитация у 
таких крыс бывает полной, а поведение 
не отличается от нормальных.

Восстановление балансирующего 
движения задней парализованной конеч-
ности на стороне операции у контроль-
ных крыс является подтверждением 
факта переключения функции между 
руброспинальным и кортикоспинальным 
трактами. В случае введения мелани-
на это произошло почти одновременно 
с восстановлением инструментального 
рефлекса. Такое быстрое восстановле-
ние, по-видимому, обусловлено как про-
текторным действием меланина, так и 
маленьким размером травмы по сравне-
нию с кортикоспинальным трактом. При-
веденные выше результаты подтвержда-
ются данными морфо-гистохимического 
исследования срезов спинного мозга [4].

Срезы мозга делались продольными 
(рис. 2), чтобы проследить ход волокон 
перерезанного участка руброспинально-
го тракта. У контрольных животных без 
меланина в участке травмы наблюдается 
картина полной демиелинизации, прогре-
сирующая пролиферация ядер глиальных 
клеток, которая почти завершена по окон-
чании эксперимента. Нервные клетки на-
бухшие, их отростки и ядра не выявляются. 
Совершенно другая картина наблюдается 
у получивших меланин животных, у ко-
торых на срезах травмированного участка 

спинного мозга четко видно усиление ва-
скуляризации (рис. 2Б, В), вследствие чего 
повышается трофика нервной ткани, благо-
приятствующая регенерации и подавлению 
процесса образования астроглиального 
рубца, а также предопределяет интенсив-
ность коллатерального спраутинга, проли-
ферации, дифференциации и формирова-
ния новых клеточных элементов. На рис. 
2Г отчетливо видно в межклеточном про-
странстве множество зернистых телец кру-
глой или овальной формы, которые также 
являются благоприятствующими фактора-
ми для выживания клеточных элементов, 
так как в связи с усилением нормального 
обмена увеличиваются продукты расще-
пления, которые быстро захватываются 
ими. На этом кадре между ядрами глиаль-
ных клеток виден ход нервных волокон, 
отмеченный черными стрелками. В наших 
предыдущих исследованиях с введением 
бактериального меланина были получены 
аналогичные результаты [1, 3]. Известно, 
что у зрелого организма млекопитающих 
регенерация аксонов в ЦНС после травмы 
затруднена по причине наличия в миелине 
тормозящих рост факторов, которые силь-
но подавляют способность роста волокон 
[15]. В то же время не отрицается, что с 
помощью блокады рецепторов этих тормо-
зящих протеогликанов в нервной системе 
создаются условия для регенерации и кол-
латерального спраутинга кортикоспиналь-
ных волокон спинного мозга, а также улуч-
шается локомоторная функция [15].

Показано, что использование нейро-
трофических факторов может предот-
вратить атрофию аксотомированных 
год назад нейронов руброспинального 
тракта.

Таким образом, на основании полу-
ченных данных можно предположить, 
что бактериальный меланин проявляет 
протекторные свойства предотвращени-
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Рис. 3. Горизонтальные срезы спинного мозга крыс после иссечения руброспинального тракта (белая 
стрелка) с последующей инъекцией БМ. На месте перерезки наблюдается реакция ядер глиальных 
клеток, среди которых обнаруживаются темные клетки (черные стрелки); А и Б – место перерезки, 
Е – треугольником охвачено разрастание белого вещества спинного мозга, среди волокон которого 
видны темные клетки с высокой ферментной активностью (черные стрелки). Увеличение: 25 (З); 63 
(Б); 100 (А); 160 (В-Е); 400 (Ж).
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кий, без нагноения и уплотнения ткани. 
Анализ данных свидетельствует о со-
хранности нервных клеток проксималь-
ного отдела спинного мозга на границе 
места перерезки (рис. 3). Мотонейроны 
в этом отделе обладают высокой актив-
ностью КФ, ядра большинства клеток не 
окрашены, в цитоплазме обнаруживает-
ся зернистый осадок, отростки длинные. 
В целом, их можно охарактеризовать как 
нейроны, сходные с таковыми у интакт-
ных крыс.

ем образования рубца и перерождения 
нервных клеток после травмы их аксо-
нов, тем самым ускоряя восстановитель-
ные процессы в структурах ЦНС.

Нередко на уровне травмы в виде 
треугольника наблюдается разрастание 
слоя белого вещества с противополож-
ной интактной стороны спинного мозга, 
в направлении к месту перерезки, среди 
волокон которых обнаруживаются тем-
ноокрашенные клетки (рис. 3Е). Под воз-
действием БМ размер травмы малень-

Рис. 4. Горизонтальные срезы спинного мозга крыс после иссечения руброспинального тракта с 
последующей инъекцией бактериального меланина. А, В – на месте перерезки наблюдается реакция 
ядер глиальных клеток и небольшие участки их сильного скопления в виде глиозного рубца (овал); Б – 
исходящий из проксимального отдела (п) пучок нервных волокон с высокой ферментной активностью; 
Г, Д – среди слабоокрашенных ядер глиальных клеток наблюдается реакция темных крупных клеток с 
высокой активностью КФ (черные стрелки). Увеличение: 100 (А); 160 (В); 400 (Б, Г, Д). 

Т.Р. Петросян, О.В. Геворгян



55 Biomedicine № 3, 2013

Отметим, что у контрольных живот-
ных наблюдаются явления, напоминаю-
щие центральный хроматолиз: наличие 
клеток-теней, вплоть до полного их ис-
чезновения.

В ряде случаев с проксимального от-
дела обнаруживается пучок нервных во-
локон, пересекающий место перерезки. 
В дистальном отделе ниже уровня пере-
резки на некотором протяжении наблю-
даются очаги некроза, фрагментация и 
распад нервных волокон (рис. 4Б). Дан-
ное обстоятельство, по-видимому, мож-
но считать выражением регенерации 
нервных волокон.

Особый интерес представляют до-
вольно крупные, интенсивно окрашенные 
клетки, расположенные вокруг полостей 
на месте перерезки (рис. 4Г, Д). Судя по 
расположению в телах и отростках этих 
клеток осадка фосфата свинца в виде ти-
гроида, они больше похожи на нервные 
клетки. Принадлежность их к астроци-
там исключается, так как выбранная в 
данном эксперименте инкубационная 
смесь предназначена для избирательного 
выявления нервных клеток, в то время 
как у глиальных клеток окрашиваются 
только ядра. Однако, принимая во вни-
мание реверсию эмбрионального фено-
типа астроглиальных клеток, активацию 
миграционных процессов нейрональных 
стволовых клеток, микроглиоцитов или 
перемещение клеток-предшественников 
в зоны локальной дегенерации нервных 
клеток, можно также предположить, 
что эти клетки, по-видимому, относятся 
к типу радиальной глии [2]. Обнаружен-
ные крупные, интенсивно окрашенные 
клетки можно рассматривать с точки 
зрения нейрогенеза.

Таким образом, несмотря на то, что 
при данных послеоперационных сроках 
терапевтический эффект при примене-

нии БМ не полностью обеспечивал сра-
щивание обоих концов травмированного 
участка, можно констатировать благо-
приятный для дальнейшей регенерации 
факт – отсутствие прогрессирующей 
пролиферации ядер глиальных клеток, 
которое наблюдается у контрольных жи-
вотных. Отмечается также значительная 
разница в степени инфильтрации раны 
глиальными клетками, а именно – в окру-
жающей рану мозговой ткани наблюда-
ется умеренная реакция ядер глиальных 
клеток, отсутствие грубого рубца и со-
хранность нервных клеток вокруг участ-
ка травмы.

Обсуждение результатов
Обычно после травмы ЦНС всегда на-

блюдается некоторое функциональное 
восстановление благодаря пластичности 
нервных структур. Конечно, пластич-
ность в каждом отдельном случае отли-
чается по своему временному течению 
и степени восстановления функций. В 
литературе отмечается возможность де-
маскирования молчащих синапсов [9] 
спустя несколько минут и в течение не-
скольких часов, что способствует избы-
точному высвобождению возбуждаю-
щих медиаторов, увеличению плотности 
постсинаптических рецепторов, измене-
нию проводимости постсинаптической 
мембраны, следовательно, и уменьше-
нию тормозного действия или его отме-
ны [5, 8, 10, 17, 18].

Все эти процессы в нервной тка-
ни ЦНС после травмы и введения БМ 
протекают намного быстрее. В длин-
ной полимерной цепочке БМ имеются 
определенные активные составляющие 
(протеины с активной связью, свобод-
ные радикалы и т.д.), играющие важную 
роль в его протекторной функции. С по-
мощью активных связей БМ способен 
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не только демаскировать латентные си-
напсы, но и тотально «оккупировать» 
постсинаптические рецепторы нейронов, 
вызывая мощные изменения на синапти-
ческом уровне.

При компенсации двигательных и по-
веденческих нарушений после повреж-
дения руброспинального тракта обра-
зованием, участвующим в ликвидации 
руброспинального дефицита, является 
кортикоспинальная система, что во мно-
гом определяется большим сходством 
структурных и функциональных осо-
бенностей этих двух нисходящих систем. 
Дефицит, вызванный одной из этих двух 
систем, является проходящим, а функци-
ональное восстановление – результатом 
способности неповрежденной системы 
брать на себя контроль движения. Веду-
щим фактором в описанном феномене 
является взаимовлияние кортикоспи-
нальной и кортико- руброспинальной 
систем, их свойство взаимозамещаемо-
сти, уникальное среди всех нисходящих 
двигательных систем [16]. Переключаю-
щее действие рубро-оливарной проекции 
может осуществляться в обоих направ-
лениях, и в случае повреждения корти-
коспинальной системы в компенсацию 
возникающих расстройств включается 
кортико-руброспинальная система [6]. 

Благодаря такому компенсаторному 
переключению функций восстановление 
ИУР происходит в обеих группах. Одна-
ко в группе, получавшей раствор мела-
нина, на следующий день после операции 
восстановление ИУР и движений задней 
парализованной конечности происходит 
4-5 раз быстрее, чем у контрольных 

крыс. Балансирующее движение парали-
зованной задней конечности у контроль-
ных животных восстанавливается очень 
поздно, после 16 дней тестирования.

Заключение 
В хроническом эксперименте на кры-

сах с заранее выработанным инструмен-
тальным рефлексом балансирования на 
вращающейся перекладине исследова-
лось влияние одностороннего разруше-
ния руброспинального тракта, а также 
действия раствора бактериального мела-
нина, введенного на следующий день по-
сле операции. Показано, что у контроль-
ных крыс после разрушения наблюдается 
гемипарез, который особенно отчетливо 
виден при балансировании оперирован-
ных животных на вращающейся горизон-
тальной перекладине. У второй группы 
крыс после внутримышечного введения 
бактериального меланина уже с третьего 
постоперационного дня наблюдается нор-
мальное выполнение рефлекса на враща-
ющейся перекладине, а балансирующее 
движение задней конечности полностью 
восстанавливается после пяти экспери-
ментов. Итак, восстановление инстру-
ментального рефлекса балансирования 
после разрушения руброспинального 
тракта у крыс происходит полностью и 
за очень короткий срок. Это дает осно-
вание полагать, что введенная крысам 
концентрация бактериального меланина 
имеет выраженное нейропротекторное 
действие, благодаря чему у них достига-
ется быстрое и полное, по сравнению с 
контрольными животными, восстановле-
ние нарушенных движений.
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Bacterial melanin as an accelerator of motility recovery 
after damage of cortico-rubrоspinal

motor control system

T.R. Petrosyan, O.V. Gevorgyan

Unilateral destruction of rubrospinal tract, performed in 12 rats after initial training to instrumental 
conditioned reflex, caused hemiparesis of ipsilateral limbs. On the second day after the operation part of the 
operated rats were injected intramuscularly with the solution of bacterial melanin. Comparison of periods for 
recovery of the instrumental conditioned reflex and recovery of hind limb balancing movements in control 
rats and in rats injected with melanin showed that the post-traumatic recovery period for the later group is 
considerably shorter than for the control group. It was shown that the acceleration of motor recovery in the 
study group animals was caused by protective action of bacterial melanin and by facilitation of switching 
of descending influences from rubrospinal tract to corticospinal. Morphohistochemical study showed that 
bacterial melanin stimulates the sprouting of nervous fibers and enhances regeneration in CNS.

Key words: instrumental conditioned reflex, rubrospinal tract, bacterial melanin, posttraumatic recovery, 
morphohistochemical study.
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Целью настоящей работы является 
моделирование патологии поджелудоч-
ной железы у рыб и коррекция патофи-
зиологических изменений с помощью 
стволовых и прогениторных клеток 
костного мозга.

У некоторых рыб поджелудочная же-
леза представлена в виде отдельных хо-
дов, разбросанных по всей брюшной по-
лости между двумя листками мезентерия, 
на котором подвешен кишечник. У дру-
гих рыб, как и у всех прочих позвоноч-
ных, поджелудочная железа представлена 
в виде компактной массы различной фор-
мы и величины. Замечено, что некоторые 
протоки поджелудочной железы у нали-
ма впадают непосредственно в пилориче-
ские придатки, а у маринки – в полость 
кишечника [3, 4]. Островки Лангерганса, 
представляющие эндокринный компо-
нент поджелудочной железы, имеют два 
основных типа клеток: А и В. Эти клетки 
различаются не только морфологически, 
но и цитофизиологически. А. Лазаров и 

И. Кооперштейн [5] с помощью аллокса-
на вызывали избирательное разрушение 
В-клеток. При этом у рыб развивался 
диабет. Этим способом установлено, что 
В-клетки рыб синтезируют инсулин. Уве-
личение инсулина в крови всегда коррели-
рует с увеличением количества В-клеток. 
А-клетки вырабатывают глюкагон.

Печень выполняет в организме раз-
нообразные функции и благодаря этому 
чутко реагирует на любое внешнее воз-
действие изменением в обмене веществ. 
Анализируя состояние печени, можно 
судить об общем физиологическом со-
стоянии организма, а также, в определен-
ной степени, о характере патологических 
изменений в обмене веществ.

Печень рыб – паренхиматозный ор-
ган, представленный стромой и парен-
химой. Строма органа состоит из соеди-
нительнотканного каркаса, а паренхима 
– из клеток различного происхождения 
(гепатоциты, эндотелитальные, жировые 
клетки, макрофаги и другие).

Внутрибрюшинное введение аллоксана карпу и окуню в дозах от 200 и 300 мг/кг соответственно вы-
зывает патологию поджелудочной железы и печени. У опытных рыб нарушается структура островков 
Лангерганса поджелудочной железы, происходит дегенерация клеток печени.

Ключевые слова: моделирование патологии, аллоксан, карп, окунь, поджелудочная железа, остров-
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Все три взрослых самца окуня, уча-
ствующие в эксперименте, погибли на 
третий день после введения аллоксана в 
дозе 300 мг/кг. Гистологическая картина 
поджелудочной железы окуня показана 
на рис. 2.

При воздействии аллоксана были об-
наружены патологические изменения в 
гистоструктуре печени как у окуня, так 
и у карпа, причем в большей степени у 
последнего. На препаратах печени карпа 
полностью нарушена архитектоника ор-
гана. Жировые капли замещают собой 
клетки печеночной паренхимы. Пустоты 
на месте экстрагированного жира во всех 
направлениях пронизывают ткань, созда-
вая в ней многочисленные разрывы. Ко-
личество ядер гепатоцитов существенно 
меньше по сравнению с нормой (рис. 3).

Гепатоциты печени карпа и окуня в 
большей степени представлены одноя-
дерными неправильной формы клетка-
ми с центрально расположенным сфе-
рическим ядром. Редко встречаются 
многоядерные клетки. В результате воз-
действия аллоксана наблюдается интен-
сивный процесс образования жировых 
включений в цитоплазме гепатоцитов и 
пикноз ядер. На срезах отчетливо видны 

В норме главные клетки печени – ге-
патоциты занимают около 80% среза 
печени, имеют неправильную (полиго-
нальную) форму и относятся к растуще-
му типу эпителия, характеризующегося 
низким коэффициентом истинной про-
лиферации и обновляемости [2].

Система образования и выведения 
желчи у рыб начинается желчным капил-
ляром, не имеющим собственной стенки 
и образующимся мембранами соседних 
гепатоцитов. Желчные капилляры пере-
ходят в желчные внутрипеченочные про-
токи, которые выстланы однорядным 
эпителием. Протоковые клетки четко 
отличаются от паренхимных бедностью 
клеточных органоидов, отсутствием 
включений гликогена и секрета [1].

Материалы и методы
Объектами исследований являлись 

10 сеголеток карпа (Cyprinus caprio L.) 
чешуйчатой и зеркальной групп. А так-
же 3 самца окуня обыкновенного (Perca 
fluviatilis). Рыбы содержались в аква-
риальных условиях при температуре 
+14-16°С. Кормление осуществлялось 
личинками хирономид и комбикормом 
craft soft light (тонущий) для карпа в дозе 
1-2% от массы тела. Эксперименталь-
ным карпам и окуням внутрибрюшинно 
вводили аллоксан в дозах 200 и 300 мг/кг 
соответственно.

Результаты и их обсуждение
На всем протяжении эксперимента 

(53 дня) гибели исследуемых сеголеток 
карпа не наблюдалось. Исключение со-
ставила одна особь чешуйчатого карпа: 
гибель наступила на третий день после 
введения аллоксана в дозе 200 мг/кг. Ги-
стологические исследования показали 
разрушение структуры островков Лан-
герганса (рис. 1).

Рис. 1. Поджелудочная железа карпа под 
действием аллоксана на третьи сутки. Атрофия 
островков Лангерганса. Окраска гематоксилин-
эозином. Ув. х 400.

Г.И. Пронина, А.О. Ревякин, Н.Ю. Корягина, А.А. Иванов, А.В. Золотова,
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ся круглые гепатоциты со смещенным к 
периферии ядром.

Средние диаметры гепатоцитов окуня 
имеют большую величину по сравнению 
с таковыми карпа и составляют 11,1 и 7,3 
мкм соответственно (p≤0,05).

Выводы
Таким образом, введение аллокса-

на вызывает патологические изменения 
поджелудочной железы и печени рыб. 
В поджелудочной железе исследуемых 
гидробионтов наблюдается нарушение 
структуры островков Лангерганса. Тка-
ни печени карпа и окуня характеризуют-

синусоидные капилляры, выстланные 
эндотелиальными клетками. Между эн-
дотелиальными клетками печени рас-
положено пространство Диссе, просвет 
которого заполнен микроворсинками, 
образованными плазматическими мем-
бранами гепатоцитов.

На препаратах синусоиды плотно за-
полнены различными клетками крови. 
Часто клетки крови выселяются в па-
ренхиму печени, что может говорить 
о нарушении работы органа. Многие 
клетки печени окуня имеют неровные, 
ажурные края и бледно окрашенные 
ядра (рис. 4). На препаратах встречают-

Рис. 2. Поджелудочная железа окуня под действием аллоксана на третьи сутки. Атрофия островков 
Лангерганса. Окраска гематоксилин-эозином. А – ув. х 200; Б – ув. х 400.

A Б

Рис. 3. Гистологическое строение печени карпа 
при воздействии аллоксана. Ув. x 600.

Рис. 4. Гистологическое строение печени окуня 
при воздействии аллоксана. Ув. х 600.

Патологические изменения поджелудочной железы и печени рыб под действием аллоксана
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ся накоплением жировых включений в 
гепатоцитах, пикнозом их ядер, деструк-
цией самих гепатоцитов, выселением 
массы фагоцитов в паренхиму органа, 
интенсивной инфильтрацией формен-
ными элементами крови и нарушением 
архитектоники органа. В печени карпа 
встречаются участки, обнаруживающие 
практически полную дегенерацию боль-
шей части клеток.
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Pathological changes of the pancreas and liver of fishes 
under the influence of alloxan

G.I. Pronina, A.O. Revyakin, N.Yu. Koryagina, A.A. Ivanov, A.V. Zolotova,
G.D. Kapanadze, O.I. Stepanova, O.V. Baranova

The peritoneum injection thresh a carp and a perch alloxan in doses from 200 and 300 mg/kg respectively 
causes pancreas and liver pathology. At skilled fishes the structure of Langerhans islets of a pancreas is broken, 
there is a degeneration of cells of a liver.

Key words: pathology modeling, alloxan, carp, perch, pancreas, islets of Langerhans, hepatocytes.
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Введение
Стволовые клетки – это клетки, со-

храняющие потенциал к развитию в раз-
ных направлениях, способные к делению 
и дифференцировке. В большинстве сво-
ем, они находятся в костном мозге (КМ), 
но есть и другие источники, такие как пе-
риферическая или пуповинная кровь [2].

Родоначальницей всех клеток крови 
является СКК (стволовая кроветворная 
клетка), которая может развиваться в 
различные виды зрелых клеток. Она спо-
собна к самоподдержанию, т.е. производ-
ству себе подобных клеток. Основными 
свойствами популяции СКК являются:

1) полипотентность (возможность 
дифференцироваться по всем росткам 
кроветворения);

2) способность к самоподдержанию 
(дифференцировка одной СКК сопро-
вождается делением другой СКК, в свя-
зи с чем появляется новая, «дочерняя» 
СКК, и суммарное количество клеток не 

уменьшается).
Направление дифференцировки СКК 

определяется кроветворным микроокру-
жением.

К ближайшим потомкам СКК отно-
сятся миелоидная и лимфоидная СКК, 
которые могут дифференцироваться, 
соответственно, в клетки миелоидного и 
лимфоидного ряда.

Пересадка стволовых клеток в на-
стоящее время считается лучшим ре-
шением при лечении многочисленных 
злокачественных и незлокачественных 
заболеваний.

Стволовые клетки донора вводятся 
в кровеносную систему пациента путем 
инфузии. Эти клетки могут создать но-
вую систему крови в теле пациента и им-
мунные лимфоциты. В процессе эмбрио-
генеза эмбриональные стволовые клетки 
способны сохранять плюрипотентность 
и свойство самообновления очень недол-
го, после чего переходят в мульти- и по-

Эксперимент показал приживаемость стволовых клеток мышей-доноров в поджелудочной железе 
карпа и гепатопанкреасе речных раков. Это было подтверждено гистологическими методами и обнару-
жением гена зеленого белка с помощью полимеразной цепной реакции.

Ключевые слова: стволовые клетки, гидробионты, поджелудочная железа, гепатопанкреас, ген зеле-
ного белка, полимеразная цепная реакция (ПЦР).
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липотентные клетки коммитированных 
зародышевых линий [3].

Целью нашей работы являлось из-
учение приживаемости стволовых кле-
ток мышей-доноров у гидробионтов-
реципиентов.

Материалы и методы
Объектами настоящего исследова-

ния являлись сеголетки карпа (Cyprinus 
carpio L.) зеркальной и чешуйчатой групп 
и длиннопалые речные раки (Pontastacus 
leptodactylus).

Патология поджелудочной железы 
рыб была вызвана внутрибрюшинным 
введением аллоксана в дозах 100, 200 и 
300 мг/кг. Гепатопанкреас речных раков 
разрушался введением аллоксана в дозах 
50 и 100 мг/кг, а также кормлением ком-
бикормом с содержанием жира свыше 
17% (комбикорм для форели и сига «craft 
soft light»). При кормлении личинками 
хирономид патологии гепатопанкреаса 
не происходило.

Все работы по выделению клеток и их 
культивированию проводились в соот-
ветствии с общими принципами культу-
ральных исследований на живых и труп-
ных донорах (время гибели животных 
– 30-40 мин). Исследовали жизнеспособ-
ность гемопоэтической и стромальной 
фракций клеток костного мозга (ККМ) 
по окраске трипановым синим.

Культура ККМ вводилась рыбам вну-
тривенно, речным ракам – в вентраль-
ный синус. Доза введения составила 8-10 
млн культивированных ККМ. Вскрытие 
опытных объектов производилось на 7-й, 
14-й и 21-й день после введения ККМ.

Забор ККМ, содержащих ген зеле-
ного белка (GFP), проводили у мышей-
доноров под эфирным наркозом. Сте-
рильно иссекали кости предплечья, 
плеча, голени и бедра вместе с сустава-

ми и отделяли их от мышц. Далее кости 
обрабатывали в 70% этаноле, стерильно 
ножницами отсекали суставы и с помо-
щью шприца (1 и 2 мл), вымывали ККМ 
раствором Хенкса (без Са2+ и Mg2+) из 
костномозгового канала.

Полученную смешанную суспензию 
клеток центрифугировали при 1500 об./мин 
вместе с лизирующем раствором (114 mM 
NH4Cl; 7,5 mM KHCO3; 100 мкM EDTA) из 
расчета 1:4 в течение 5 мин при комнатной 
температуре (22ºC).

Затем надосадочную фазу уда-
ляли путем отсасывания. Отмытую 
от эритроцитов и полученную смесь 
клеток ресуспендировали в питатель-
ной ростовой среде DMEM (ПанЭко), 
содержащей 25мМ HEPES, 0,58 г/л 
глютамина, 100 мкг/л гентамицина, 
10% бычьей эмбриональной сыворот-
ки (HyClone, USA), 5 мкг/л инсулина. 
Клетки культивировали во флаконах 
при +37°С в СО2-инкубаторе, атмос-
фере с 5% СО2 и 95% влажности в те-
чение 3-х суток [1].

ПЦР, со своей высокой чувствитель-
ностью и специфичностью, позволяет 
гарантированно быстро и надежно полу-
чить результат.

Эксперимент проводился в три этапа:
1. Выделение ДНК из пробы пече-

ни мышей при помощи набора Diatom 
DNA Prep 100 (ООО «Компаниия Био-
ком», Россия), по инструкции фирмы-
производителя.

2. Амплификация геномной ДНК 
(в термоциклере «Терцик», компания 
«ДНК-Технология», Россия).

3. Идентификация ПЦР продуктов ме-
тодом горизонтального электрофореза. 
Гели сканировали в ультрафиолетовом 
свете при помощи трансиллюминатора 
Gel|Chemi Doc («Bio-Rad» США). Нали-
чие в геле полоски ДНК соответствую-
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которого были получены электрофоре-
тические спектры продуктов амплифи-
кации и во всех опытных образцах иден-
тифицирован ген GFP (рис. 3).

Выводы
Таким образом, впервые показано, что 

клетки костного мозга мышей успешно 
приживаются в организме рыб и речных 
раков.

щего размера свидетельствует о наличии 
в образце искомого гена.

Результаты и их обсуждение
Через 3 суток культура ККМ мышей 

содержала до 50% свободно плаваю-
щих в суспензии c питательной средой 
округлых неприкрепившихся к пласти-
ку гемопоэтических клеток на разных 
сроках дифференцировки (гемопоэтиче-
ские клетки, лимфоциты, моноциты) и 
до 50% прикрепившихся распластанных 
фибробластоподобных клеток – мульти-
потентных мезенхимальных стромаль-
ных ККМ. Полученная смешанная куль-
тура из гемопоэтических и стромальных 
ККМ от мышей-доноров была готова для 
трансплантации (рис. 1).

Гибели экспериментальных гидроби-
онтов не отмечалось. Эксперимент по-
казал успешную трансплантацию ство-
ловых клеток мышей-доноров у всех 
реципиентов.

При микроскопии внутренних орга-
нов наблюдалось зеленое свечение ККМ 
с геном GFP (рис. 2).

Результаты исследования подтверж-
дены проведением ПЦР, в результате 

Рис. 1. Культура клеток на третьи сутки 
культивирования.

Рис. 2. Клетки мыши-донора: А – в поджелудочной железе карпа на 21-е сутки;
Б – в гепатопанкреасе длиннопалого речного рака на 14-е сутки после введения.

A Б

Приживаемость клеток костного мозга мышей у рыб и речных раков



66Биомедицина № 3, 2013

Рис. 3. Результаты ПЦР в образцах ткани от экспериментальных гидробионтов.
1 – контроль (вода); 2, 3, 4,5 – карпы; 6, 7, 8, 9, 10 – речные раки.
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The experiment showed survival of stem cells donor mice in the carp pancreas and river crayfish 
hepatopancreas. It was confirmed with histologic methods and detection of green fluorescent protein gene by 
polymerase chain reaction.
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Методом атомно-силовой микроскопии выявлены изменения морфологических параметров и микро-
рельефа клеток крови при моделировании экспериментальных эстрогензависимых опухолей яичников. 
Показано, что лейкоциты являются популяцией, отражающей развитие неопластического процесса. 
Трансформации  белых клеток крови проявляются в распластывании на подложке, сглаживании микро-
рельефа плазмалеммы и увеличении площади поверхности. Развитие опухолевого процесса сопрово-
ждается снижением жесткости лимфоцитов и ее повышением у эритроцитов во всех точках наноиден-
тирования. Установленные особенности позволяют прогнозировать изменения иммунной активности 
лейкоцитов при неопластических процессах. 

Ключевые слова: клетки крови, модуль упругости, АСМ, цитоархитектоника.

Морфофункциональные особенности клеток крови
в условиях опухолевого роста

Е.А. Сладкова, М.Ю. Скоркина, Н.А. Забиняков

НИУ «Белгородский государственный университет», Белгород

Контактная информация: Сладкова Евгения Анатольевна, evgenija-sladkova00@rambler.ru

Введение
Экспериментальные результаты, на-

копленные в области физиологии канце-
рогенеза, указывают на то, что следстви-
ем опухолевой трансформации клеток 
является изменение их морфофункцио-
нальных свойств. В частности,  описа-
ны преобразования, проявляющиеся в 
изменении локомоторного поведения 
неопластических клеток, связанного с на-
рушениями в структуре актинового цито-
скелета и системы микротрубочек [13], 
что является ключевым моментом в при-
обретении ими способности к метастази-
рованию [9].

Несмотря на широкий спектр иссле-
дований, выполненных к настоящему мо-
менту, неизученными остаются вопросы о 
влиянии опухолеродных тканей на морфо-
функциональные характеристики формен-
ных элементов крови. Решение этой зада-
чи стало возможным благодаря внедрению 
методов атомно-силовой микроскопии 
(АСМ) в биологические исследования. 

Приемы АСМ позволяют количествен-
но оценить локальный модуль упругости 
[2], проследить изменения механических 
свойств и особенностей цитоархитекто-
ники гемоцитов [4], непосредственно кон-
тактирующих с трансформированными 
клетками на стадии прогрессии опухоли и 
участвующих в формировании метастати-
ческих очагов в организме.

Целью настоящего исследования яв-
лялось изучение морфофункциональных 
особенностей клеток крови при модели-
ровании экспериментальных опухолей 
яичников.

Материалы и методы
Исследования выполнены на базе ка-

федре анатомии и физиологии живых 
организмов Белгородского государствен-
ного университета. Объект исследова-
ния – периферическая кровь беспород-
ных лабораторных трехмесячных самок 
серой крысы Rattus norvegicus. Работа 
проведена с соблюдением требований 
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Хельсинкской декларации по гуманному 
обращению с животными [11]. Крыс со-
держали в виварии при температуре 18-
20°С и относительной влажности воздуха 
30-70%. В комнатах содержания соблю-
дали 12-часовой цикл освещения «день-
ночь» и не менее чем 11-кратную смену 
объема воздуха в час, концентрация CO2 
– не более 0,15 объемных %, аммиака – 
не более 0,001 мг/л. Животные получали 
стандартный пищевой рацион ПК-120-1 
и воду, соответствующую ГОСТ 2874-82 
«Вода питьевая». Масса животных на на-
чало эксперимента составляла 100-120 г.

Экспериментальные опухоли яич-
ников моделировали путем введения 
17β-эстрадиола (эстрон), 1 мл  масляного 
раствора которого содержал в пересчете 
на 100% сухого вещества 1 мг эстра-1,3,5-
(10)-триен-17-он [7]. Гормон вводили 
животным опытной группы (15 особей) 
внутрибрюшинно, в концентрации 60 мкг 
в день, в течение 14 дней. Параллельно 
контрольной группе животных (15 осо-
бей)  вводили 0,6 мл 0,9% NaCl.

Подготовку образцов клеток крови для 
исследования осуществляли по следую-
щей схеме. Забор крови проводили путем 
декапитации предварительно наркотизи-
рованных эфиром животных. В качестве 
антикоагулянта использовали гепарин в 
количестве 10 Ед/мл. Кровь центрифуги-
ровали 10 мин при 1500 об./мин, собирали 
нижнюю часть плазмы, богатую лейкоци-
тами, и лейкоцитарное кольцо. Примесь 
эритроцитов разрушали 0,83% раство-
ром хлорида аммония. Лейкоциты дваж-
ды отмывали изотоническим буферным 
раствором (раствор Дульбекко, рН=7,4). 
Эритроциты также отмывали и ресу-
спендировали в изотоническом буферном 
растворе (рН=7,4). Методом АСМ иссле-
довали по 15 клеток в каждой из серий 
пробоподготовки.  Сканирование натив-

ных клеток крови проводили на атомно-
силовом микроскопе ИНТЕГРА Вита 
(конфигурация на базе инвертированного 
оптического микроскопа Olympus IX-
71), согласно разработанному на кафедре 
«Способу исследования нативных клеток 
крови» [8].

Изучение морфологических параме-
тров выполняли в режиме полуконтактно-
го сканирования [10] с частотой разверт-
ки 0,6-0,8 Hz, используя кантилевер серии 
NSG03, с жесткостью 1,1 Н/м и радиусом 
закругления 10 нм. Оценку структурных 
неоднородностей поверхности проводили 
по профилям бокового сечения клеток. 
Исследование упругих свойств гемоцитов 
осуществляли методом силовой спектро-
скопии. Расчет локального модуля Юнга 
в каждой точке наноидентирования про-
изводили на основе модели Герца в мо-
дификации Снедона [15]. При работе с 
клетками предполагалось, что клетка 
есть упругая изотропная среда с коэф-
фициентом Пуассона ν=0,5, а игла АСМ 
– твердый конус. Достоверность различий 
полученных результатов оценивали с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента.

Результаты исследований
Результаты исследования геоме-

трических параметров и микрорельефа 
клеток крови в норме и при моделиро-
вании экспериментальных опухолей. В 
результате проведенных экспериментов 
установлено, что диаметр и объем лимфо-
цитов животных опытной группы увели-
чился на 10,5% и 30,4% (р<0,05) соответ-
ственно по сравнению с контролем (табл. 
1),  при этом высота клеток снизилась на 
12,8% (р<0,05). Различий в микрорелье-
фе поверхностей лимфоцитов опытной и 
контрольной групп не выявлено.

У нейтрофилов опытных животных 
установлено уменьшение объема на 36% 
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Таблица 1 
Морфометрические параметры форменных элементов крови крыс,

 полученные методом АСМ

Примечание:  D – диаметр; H – высота; V – объем; S –  площадь поверхности.
* – достоверность различий опытной группы по сравнению с данными контрольной группы при р≤0,05.

Группы D, мкм Н, мкм V, мкм3 S, мкм2

Лимфоциты

Контроль 6,89±0,08 0,86±0,04 27,20±1,55 54,94±3,07

Опыт 7,70±0,24* 0,75±0,01* 39,07±2,21* 53,81±2,17

Нейтрофилы

Контроль 10,15±0,25 0,69±0,05 61,34±9,32 99,37±9,4

Опыт 9,49±0,22 0,60±0,07 39,21±4,81* 107,88 ± 7,13

Эритроциты

Контроль 5,67±0,05 0,58±0,01 20,96±0,70 39,54±1,53

Опыт 5,67±0,08 0,58±0,01 20,97±0,65 43,48±1,32

Рис. 1. АСМ-изображение и профиль нейтрофилов крыс.
А – 3D-изображение нейтрофила опытной группы; Б – кривая профиля нейтрофила опытной группы; 
В – 3D-изображение нейтрофила контрольной группы; Г – кривая профиля нейтрофила контрольной 
группы.
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жения модуля упругости клеток зафик-
сированы по краю цитоплазмы (точка 3) 
и в области ядра (точка 13) на 30% и 35% 
соответственно (р<0,05). В зоне перину-
клеарного пространства (точки 8, 9, 17, 
18) модуль Юнга уменьшился, в среднем, 
на 33,7% (р<0,05). 

У нейтрофилов крыс опытной группы 
увеличение модуля упругости наблюдали 
по периферии клетки (точка 3) на 52% 
(р<0,05). В области сегментированного 
ядра (точки 12, 18) выявлено снижение 
жесткости, в среднем, на 51% (р<0,05; 
см. табл. 2).

Обсуждение результатов
В группе животных с эксперимен-

тально индуцированными опухолями 
выявлено увеличение морфологических 
параметров (диаметра и объема) лимфо-
цитов, однако размеры нейтрофилов и 
их высота уменьшились, что, вероятно, 

(р<0,05; см. табл. 1) и сглаживание релье-
фа поверхности (рис. 1А, Б) по сравнению 
с контролем. В нейтрофилах контроль-
ной группы животных морфологических 
изменений не обнаружено (рис. 1В, Г).

Установлено, что поверхность эри-
троцитов животных опытной группы 
была шероховатой, с выступами в об-
ласти пэлора. Наряду с дискоцитами на-
блюдали клетки эхиноцитарной формы 
(рис. 2А, Б). Эритроциты контрольной 
группы животных были обычной двояко-
вогнутой формы, особенностей в релье-
фе клеток не выявлено (рис. 2В, Г).

Результаты измерения модуля упру-
гости клеток крови в норме и при модели-
ровании экспериментальных опухолей. 
По результатам силовой спектроскопии 
установлено уменьшение жесткости 
лимфоцитов опытных животных во всех 
точках наноидентирования по сравнению 
с контролем (табл. 2). Наибольшие сни-
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Рис. 2. АСМ-изображение и профиль эритроцитов крыс.
А – 3D-изображение эритроцита опытной группы; Б – кривая профиля эритроцита опытной группы; 
В – 3D-изображение эритроцита контрольной группы; Г – кривая профиля эритроцита контрольной 
группы.



71 Biomedicine № 3, 2013

Морфофункциональные особенности клеток крови в условиях опухолевого роста

свидетельствует об изменении функцио-
нальных свойств лейкоцитов [5]. Сгла-
живание микрорельефа нейтрофилов, 
протекающее на фоне снижения модуля 
Юнга в эксцентрично расположенных 
участках ядра и увеличения жесткости 
по краю цитоплазмы клеток в условиях 
опухолевого роста, указывает на их ци-
тотоксическую активность, секреторную 
дегрануляцию, респираторный взрыв [5] 
и, как следствие, повышение их адгезии к 
сосудистой стенке [12]. В результате по-
вышенная адгезивная активность клеток 
может спровоцировать длительные оста-
новки кровотока, приводящие к нару-
шению микроциркуляции и ухудшению 
оксигенации тканей [14], поэтому важ-
ной компенсаторно-приспособительной 
реакцией, протекающей на клеточном 

уровне, является снижение жесткости 
как нейтрофилов, так и лимфоцитов, ко-
торые будут легче деформироваться.

Не исключено, что снижение жест-
кости в лимфоцитах по периферии клет-
ки, в области ядра и околоядерного про-
странства связано с выполнением ими 
иммунных функций, за счет интенсифи-
кации таких мембранных процессов как 
взаимодействие рецепторов со вторич-
ными мессенджерами и лигандами [1].

Появление выступов в области пэлора 
эритроцитов на фоне увеличения жест-
кости клеток, возможно, способствует 
их агрегации в «монетные столбики» 
[6] и ухудшению упруго-эластических 
свойств [15], что негативно отразится на 
процессах трансмембранного обмена га-
зов в капиллярном русле.

Таблица 2 
Упругость клеток крови крыс контрольной и опытной групп по точкам наноидентирования, Па

Точки Контроль Опыт

Лимфоциты ПМЯЛ Эритроциты Лимфоциты ПМЯЛ Эритроциты

3 14,66±1,08 12,77±2,27 15,17±0,99 10,27±1,55* 26,48± 2,14* 23,25±3,34*

4 12,23±0,82 12,56±0,75 9,05±2,44 28,61±1,26* 18,21±0,61*

7 12,66±0,65 13,31± 2,09 13,79±0,66 10,16±1,45 25,27± 3,91 17,65±4,26

8 14,69±0,72 17,14± 2,06 14,76±0,79 9,74±1,00* 19,23± 3,95 21,93±2,09*

9 12,43±1,10 15,57± 2,28 13,53±0,64 9,09±0,67* 8,11± 0,94* 19,54±2,09*

10 9,16±1,35 8,08±0,80* 14,16± 1,40 15,31±3,65

12 13,87±1,49 16,50± 1,52 13,74±0,73 9,26±0,73* 15,76± 4,10 14,27±3,01

13 14,27±0,99 14,97± 1,39 12,93±0,74 12,45±1,56 5,06± 1,89* 20,58±2,29*

14 11,81±0,80 17,75± 1,75 13,16±0,82 9,00±0,81 23,93± 3,24* 23,94±2,94*

15 11,22±3,24 8,79±0,41 7,40±0,27* 26,48± 2,14* 8,35±1,92

17 12,86±0,64 12,10±0,73 8,95±1,16* 28,61± 1,26* 21,41±2,89*

18 13,37±1,36 12,38± 2,31 13,59±0,96 11,37±2,07 25,27± 3,91 22,79±3,27*

19 12,58±0,89 12,69± 1,59 13,47±0,94 10,27±1,55* 19,23± 3,95 19,84±3,07

23 13,05±1,45 9,05±2,44 8,11± 0,94* 14,48±1,49

Примечание: * – достоверность различий опытной группы по сравнению с данными контрольной 
группы при р≤0,05.
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Выводы
Таким образом, с помощью метода 

атомно-силовой микроскопии оцене-
ны морфофункциональные параметры 
клеток крови при экспериментальных 
опухолях яичников. Для лимфоцитов 
характерно увеличение площади поверх-
ности и диаметра, сопровождаемое сни-
жением их высоты и жесткости мембра-
ны. Морфологические преобразования 
нейтрофилов проявляются в увеличении 
площади поверхности и уменьшении диа-
метра, высоты и объема. Модуль упруго-
сти нейтрофилов снижается в участках 
сегментированного ядра и возрастает в 
области околоядерного пространства. 
В популяции эритроцитов обнаруже-
ны выступы в области пэлора и утрата 
центрального просветления. В условиях 
неопластического процесса модуль Юнга 
красных клеток крови возрастает во всех 
точках наноидентирования. Выявленная 
инверсия морфологических параметров 
и механических свойств эритроцитарной 
популяции указывает на то, что опухоле-
вый рост провоцирует появление  «жест-
ких» клеток, затрудняющих кровоток по 
сосудистому  руслу.

Работа выполнена в рамках реа-
лизации ФЦП «Научные и научно-
педагогические кадры инновационной 
России» на 2009-2013 гг.» (Проект NK-
40P П396).
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Мorphological and functional peculiarities 
of blood cells at tumor growth condition

E.A. Sladkova, M.Yu. Skorkina, N.A. Zabinyakov

By atomic force microscopy morphological changes of parameters and micro-relief of the blood cells in 
the modeling of experimental estrogen-dependent tumors of the ovary are revealed. It is shown that white 
blood cells are a population that reflects the development of a neoplastic process. Leukocytes transformation 
showed the spreading on a slide, cell surface smoothing, and increasing the size of the cell surface area. The 
rapidity of tumor growth accompanied the decrease of lymphocytes rigidity and its increase for erythrocytes 
along the cell surface. Installed features allow to predict changes in the immune activity of leukocytes in 
neoplastic processes.

Key words: blood cells, Young’s modulus, atomic force microscopy, cytoarchitecture.
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Введение
Проблема изучения каталитических 

свойств ферментов при термических по-
ражениях не потеряла своей актуаль-
ности в современном техногенном мире. 
Ожоговая болезнь всегда сопровождается 
развивитием интоксикации, обусловлен-
ной многочисленными неспецифически-
ми токсическими метаболитами и био-
логически активными веществами [7, 8]. 
Окислительный стресс, возникащий при 
термическом поражении, приводит к на-
коплению высокотоксичных альдегидов, 

которые образуют аддукты с белками, ну-
клеиновыми кислотами, вмешиваются в 
энергетический обмен, изменяют клеточ-
ные функции [10]. В повышенных кон-
центрациях данные соединения вызывают 
ряд отрицательных эффектов: нарушают 
структуру и функции плазматических и 
внутриклеточных мембран, выступают в 
качестве ингибиторов активности многих 
ферментов сыворотки крови в результате 
прямого взаимодействия модифицируют 
белки тканей. Токсичные среднецепо-
чечные альдегиды (алканали, алкенали 

Изучены каталитические и кинетические свойства альдегиддегидрогеназы (АлДГ) в различных ор-
ганах при экспериментальной ожоговой травме. Крысам линии Wistar под эфирным наркозом наносили 
ожог кипятком (20%), экспозиция – 3 с. Животных выводили из эксперимента на 3-и, 7-е и 10-е сутки по-
сле травмы. Активность альдегиддегидрогеназы и концентрацию белка определяли в гомогенате тканей 
(печень, почки, сердце и легкие). Из первичных экспериментальных данных полной кинетической кривой 
зависимости продукта реакции от времени рассчитывали кинетические характеристики АлДГ (Kt, Vmax, 
Vmax/Kt). Установлено, что при термической травме происходит перераспределение общей активности 
альдегиддегидрогеназы между печенью, почками, сердцем и легкими по сравнению с контрольными жи-
вотными: при ожоге наибольшая общая активность АлДГ наблюдается в почках, наименьшая – в легких 
(3-и, 7-е сутки после травмы). Выявлено уменьшение удельной активности альдегидегидрогеназы в пече-
ни и легких (наиболее выраженное на 7-е сутки после термического повреждения), снижение коэффици-
ента каталитической эффективности АлДГ и увеличение времени достижения ½ Vmax ферментативной 
реакции. Отмечено повышение удельной активности фермента в почках и сердце (максимальное – на 
10-е сутки), обусловленное возрастанием коэффициента каталитической эффективности и сродством 
фермента к субстрату. Падение общей и удельной активности альдегиддегидрогеназы в печени на 3-и, 7-е 
и 10-е сутки после ожога свидетельствует о наибольшем повреждении данного органа при термической 
травме.

Ключевые слова: альдегиддегидрогеназа, экспериментальная термическая травма, органоспеци-
фичность.
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и 4-гидроксиалкенали) генерализуются 
в течение липидной пероксидации, кото-
рая усиливается при термической травме 
[11, 12]. Большая часть продуктов пере-
кисного окисления липидов приходится 
на долю малонового диальдегида (МДА), 
весьма активно реагирующего с амино-
группами белков и нуклеиновых кислот, 
образуя внутри- и межмолекулярные 
сшивки. МДА, встраиваясь в клеточные 
мембраны, образует основания Шиффа, 
нарушающие физико-химические свой-
ства последних, особенно их эластич-
ность и проницаемость [7]. Известно, что 
основным ферментом, участвующим в 
утилизации альдегидов, является альде-
гиддегидрогеназа (АлДГ), представленная 
во всех тканях [4]. Данные об изменении 
кинетических и каталитических свойств 
АлДГ при ожоговой травме немного-
численны. В связи с этим, исследование 
каталитических и кинетических свойств 
альдегиддегидрогеназы как одного из 
основных маркеров биотрансформации в 
норме и при термической травме являет-
ся актуальным.

Целью работы являлось изучение ка-
талитических и кинетических свойств 
альдегиддегидрогеназы в различных орга-
нах крыс при экспериментальном ожоге.

Материалы и методы
В эксперименте использованы самцы 

белых крыс Wistar (Филиал «Столбовая» 
НЦБМТ ФМБА России, Московская об-
ласть), массой 180-250 г, содержавшиеся 
на стандартном рационе вивария и имев-
шие свободный доступ к воде. Животные 
были разделены на две группы: контроль-
ную (интактные крысы, n=10) и опыт-
ную (крысы с ожогом, n=10). Животным 
опытной группы под эфирным наркозом 
наносили ожог кипятком на депелиро-
ванную поверхность спины (20%), экспо-

зиция – 3 с. [1]. Крыс выводили из экс-
перимента на 3-и, 7-е и 10-е сутки после 
травмы путем декапитации под эфирным 
наркозом. Внутренние органы (печень, 
почки, сердце и легкие) забирали для био-
химических исследований. Использовали 
10% гомогенат тканей на основе среды, 
содержащей 0,25 М раствор сахарозы, 
0,01 М трис-HCl-буфер (рН=7,5) (1000 
g, 10 мин, t=0+2°С) [3]. Активность аль-
дегиддегидрогеназы определяли по мето-
ду Б.М. Кершенгольц, Л.П. Ильиной с 5 
мМ ацетальдегидом в качестве субстрата 
по наработке НАДН [6]. Концентрацию 
белка вычисляли по методу Лоури в мо-
дификации [13].

Из первичных экспериментальных 
данных полной кинетической кривой за-
висимости продукта реакции от времени 
(V от t), используя математический ме-
тод, рассчитывали следующие кинети-
ческие характеристики АлДГ: Kt, Vmax, 
Vmax/Kt (Кa), где: Kt – время достиже-
ния ½ Vmax ферментативной реакции 
(мин); Vmax – максимальная скорость 
накопления продукта реакции (мкмоль/
мин); Vmax/Kt (Кa) – коэффициент ка-
талитической эффективности фермен-
тативной реакции (мкмоль/мин2) [5]. 
Учитывая, что с течением времени ки-
нетическая характеристика фермента в 
надмолекулярной структуре может из-
меняться, был выбран диапазон времени 
на кинетической кривой, при котором 
имеет место преимущественно пропор-
циональное изменение скорости реакции 
от времени при сохранении насыщающих 
концентраций исходных субстратов, рав-
ный 60 сек.

Результаты исследований обрабаты-
вали с использованием t-критерия Стью-
дента [2]. Обработку данных осуществля-
ли на компьютере с помощью программы 
Biostat. При расчете t-критерия Стьюден-
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та применяли поправку Бонферрони, по-
зволяющую устранить ошибку первого 
рода, возникающую при сравнении более 
чем двух выборок данным методом.

Результаты и их обсуждение
Полученные результаты показали, 

что общая активность альдегиддегидро-
геназы в исследуемых органах здоровых 
крыс (в порядке ее уменьшения) распре-
деляется следующим образом: печень → 
почки → сердце → легкие (рис.). 

У крыс с термической травмой на 3-и 
и 7-е сутки после ожога наибольшая об-
щая активность АлДГ регистрируется в 
почках, наименьшая – в легких. Распре-
деление общей активности альдегидде-
гидрогеназы на 10-е сутки после терми-
ческой травмы в исследуемых органах 
аналогично распределению фермента 
контрольной группы крыс. 

При ожоге общая активность АлДГ 
(3-и, 7-е, 10-е сутки после травмы) в поч-

ках статистически значимо не отличает-
ся от активности фермента контрольной 
группы крыс, отмечена лишь тенденция 
к снижению общей активности альдегид-
дегидрогеназы на 3-и и 7-е сутки после 
поражения. В печени общая активность 
АлДГ статистически значимо уменьша-
ется на 3-и сутки после ожога на 61,4% 
(р=0,0207), на 7-е сутки – на 79,2% 
(р=0,0104), на 10-е сутки – на 28,7% 
(р=0,0361) по сравнению с интактными 
животными. В легких общая активность 
альдегиддегидрогеназы также снижает-
ся на 47,4% (р=0,0415) (3-и сутки после 
травмы) и 52,6% (р=0,0087) (7-е сутки 
после ожога), оставаясь в пределах зна-
чений контрольной группы крыс на 10-е 
сутки при термической травме. В сердце 
общая активность АлДГ уменьшается на 
3-и сутки после поражения на 33,3%; на 
7-е и 10-е сутки после ожога не выявлено 
статистически значимых изменений ак-
тивности фермента (рис.).

Рис. Общая активность альдегиддегидрогеназы в норме и при ожоге.
Примечание: # – статистически значимо по сравнению с контрольными крысами (р≤0,05); * – 
статистически значимо по сравнению с ожогом (3-и сутки); ** – статистически значимо по сравнению 
с ожогом (7-е сутки).



77 Biomedicine № 3, 2013

Особенности каталитических и кинетических свойств альдегиддегидрогеназы в жизненно важных органах 
при экспериментальной термической травме

та каталитической эффективности в 2,4 
раза (p=0,0045), а также статистически 
значимым снижением показателя Kt в 2,2 
раза (p=0,0032), свидетельствуя о повы-
шении сродства фермента к субстрату 
(табл. 2).

В сердце активность АлДГ на 3-и 

и 7-е сутки после ожога находится в 
пределах значений контрольной группы 
животных. Статистически значимое по-
вышение удельной активности фермен-
та, следовательно, вовлечение в процесс 
биотрансформации альдегидов в данном 
органе выявлено лишь на 10-е сутки по-
сле травмы на 70,1% (р=0,0024). Рост ак-
тивности альдегиддегидрогеназы именно 
в этот временной промежуток, вероятно, 
можно объяснить наступлением третьей 
фазы эндогенной интоксикации, которая 
характеризуется проникновением ток-
сичных соединений в клетки особенно тех 
органов, которые не предназначены для 
осуществления детоксикации [7]. Кроме 
этого, на 10-е сутки в сердце возрастает 
сродство АлДГ к субстрату реакции: ста-
тистически значимо уменьшается время 
достижения ½ Vmax ферментативной ре-
акции в 2,7 раза (p=0,0038), понижается 

Перераспределение общей активно-
сти альдегиддегидрогеназы на 3-и и 7-е 
сутки после термической травмы сопро-
вождается более значимым увеличением 
удельной активности фермента в почках 
и снижением удельной активности АлДГ 
в печени (табл. 1).

Удельная активность альдегиддеги-
дрогеназы в почках статистически значи-
мо возрастает на 3-и сутки после ожога 
на 21,8% (р=0,0246), на 10-е сутки по-
сле поражения – на 45,5% (р=0,0123) 
по сравнению с активностью фермента 
контрольной группы животных. Следует 
отметить преобладание общей активно-
сти альдегиддегидрогеназы и повышение 
удельной активности фермента в почках 
во все исследуемые периоды, что свиде-
тельствует о возрастании детоксикаци-
онной функции данного органа.

На 3-и сутки после поражения в поч-
ках уменьшается максимальная скорость 
накопления продукта альдегиддегидроге-
назной реакции в 1,6 раза (p=0,0217) по 
сравнению с контрольными животными. 
Увеличение активности АлДГ в почках 
на 10-е сутки после ожога, вероятно, 
обусловлено возрастанием коэффициен-

Таблица 1 
Удельная активность альдегиддегидрогеназы (нмоль НАДН/мин×мг белка) 

в органах контрольных животных и крыс с ожогом

Орган
Контрольные

крысы

Крысы с ожогом

3-и сутки 7-е сутки 10-е сутки

Печень 51,39±1,75 22,49±1,30# 11,25±0,84#/* 30,10±3,46#/*/**

Сердце 15,55±1,43 13,00±2,13 16,20±1,89 26,45±1,67#/*/**

Почки 80,50±5,55 98,04±6,71# 87,05±8,27 117,10±9,25#/**

Легкие 22,61±2,10 14,46±1,79# 10,07±0,83#/* 22,10±1,20*/**

Примечание: # – статистически значимо по сравнению с контрольными крысами (р≤0,05); * – 
статистически значимо по сравнению с ожогом (3-и сутки) (р≤0,05); ** – статистически значимо по 
сравнению с ожогом (7-е сутки) (р≤0,05).
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максимальная скорость накопления про-
дукта альдегиддегидрогеназной реакции 
в 2,7 раза (p=0,0064) (табл. 2).

Известно, что тяжелая термическая 
травма осложняется ранним развитием 
синдрома полиорганной недостаточности 
[7]. Результаты проведенного исследо-
вания показали, что при ожоге удельная 
активность альдегиддегидрогеназы ста-
тистически значимо снижается только 
в печени и легких: на 3-и сутки после 
травмы – на 56,2% в печени (р=0,0056) 
и на 36,1% в легких (р=0,0365); на 7-е 
сутки – на 78,1% в печени (р=0,0042) и 
на 55,5% в легких (р=0,0154) и на 10-е 
сутки после поражения – на 41,4% в пе-
чени (р=0,0116). Падение удельной и об-
щей активности альдегиддегидрогеназы 
в печени и легких у крыс с термической 

травмой, возможно, связано с увеличени-
ем содержания высокотоксичных соеди-
нений, в частности – молекул средней 
молекулярной массы (МСМ). Видимо, 
МСМ, связываясь с ферментом, пере-
водят его в новое конформационное со-
стояние, которое характеризуется сни-
жением сродства фермента к субстрату 
реакции [4]. Об этом косвенно может 
свидетельствовать и увеличение времени 
достижения половины Vmax фермента 
у опытных животных (табл. 2). Время 
достижения ½ Vmax ферментативной 
реакции в легких характеризуется повы-
шением в 1,3 раза (p=0,0187) на 7-е сутки 
после травмы и снижением коэффициен-
та каталитической эффективности АлДГ 
в 2 раза (p=0,0327). Из табл. 2 видно, что 
Kt печени на 3-и сутки после термической 

Таблица 2 
Кинетические характеристики альдегиддегидрогеназы 

в органах контрольных крыс и животных с ожогом

Примечание: # – статистически значимо по сравнению с контрольными крысами (р≤0,05); * – 
статистически значимо по сравнению с ожогом (3-и сутки) (р≤0,05); ** – статистически значимо по 
сравнению с ожогом (7-е сутки) (р≤0,05).

Показатель
Интактные

крысы

Крысы с ожогом

3-и сутки 7-е сутки 10-е сутки

Kt, мин

печень 1,14±0,06 3,96±0,08# 7,58±0,74#/* 2,00±0,08#/*/**

легкие 1,58±0,20 1,80±0,05 2,00±0,01#/* 1,77±0,08

почки 1,72±0,07 1,71±0,04 1,68±0,07 0,79±0,08#/*/**

сердце 4,66±0,82 5,60±0,08 3,00±0,19* 1,72±0,05#/*/**

Vmax, мкмоль/
мин

печень 0,55±0,03 1,41±0,09# 2,44±0,44#/* 0,42±0,04#/*/**

легкие 0,13±0,02 0,11±0,03 0,10±0,01 0,31±0,05#/*/**

почки 0,36±0,02 0,23±0,01# 0,31±0,06 0,30±0,02

сердце 1,95±0,15 2,45±0,04# 1,03±0,08#/* 0,72±0,03#/*/**

Kа, мкмоль/мин2

печень 0,51±0,04 0,38±0,03 0,32±0,03# 0,22±0,02#/*/**

легкие 0,08±0,01 0,07±0,01 0,04±0,00# 0,18±0,01#/*/**

почки 0,23±0,01 0,18±0,01 0,27±0,03* 0,54±0,01#/*/**

сердце 0,41±0,06 0,45±0,01 0,34±0,04* 0,46±0,05

А.Г. Соловьева
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травмы статистически значимо увеличи-
вается в 3,5 раза (p=0,0023), на 7-е сутки 
– в 6,6 раза (p=0,0008) и на 10-е сутки – в 
1,7 раза (p=0,0275) по сравнению с кон-
трольными животными, свидетельствуя 
о снижении сродства альдегиддегидроге-
назы к субстрату реакции. Максималь-
ное увеличение Kt наблюдается в печени 
и легких на 7-е сутки, вызывая наиболь-
шее снижение удельной активности фер-
мента. При термической травме во все 
исследуемые периоды после поражения 
в печени отмечается уменьшение коэф-
фициента каталитической эффектив-
ности ферментативной реакции: на 3-и 
сутки – в 1,3 раза; на 7-е сутки – в 1,6 
раза (p=0,0271); на 10-е сутки – в 2,3 раза 
(p=0,0083).

Уменьшение активности АлДГ ве-
дет к накоплению большого количества 
альдегидов, которые, в свою очередь, 
токсичны для организма обожженных 
крыс и, ингибируя активность многих 
ферментов, снижают детоксикацион-
ную функцию печени – органа, являю-
щегося основным местом нейтрализа-
ции ксенобиотиков. Предположительно, 
что понижение способности печени 
инактивировать токсические вещества 
при ожогах может быть одной из при-
чин увеличения их количества в крови 
и способствовать развитию синдрома 
эндогенной интоксикации [7].

Согласно литературным данным, 
всякая ожоговая травма, даже не смер-
тельная, вызывает ряд изменений пече-
ночных клеток. При тяжелых ожогах, 
естественно, процесс этот затягивается 
еще больше [9]. В условиях функцио-
нальной и структурной неполноценности 
печеночных клеток любая дополнитель-
ная нагрузка – нарушения кровообраще-
ния и возникающая при этом гипоксия, 
перегрузка печени распадающимися 

эритроцитами при переливании консер-
вированной крови или на почве гемоли-
за при сепсисе – может способствовать 
усилению повреждения печеночных кле-
ток [7]. В них возникает ряд структур-
ных изменений. Повреждения при недо-
статочности механизмов компенсации 
завершаются тяжелыми нарушениями 
функции органа.

Заключение
Таким образом, термическая травма 

приводит к изменению удельной и пере-
распределению общей активности АлДГ. 
Характер возникающих изменений зави-
сит от органа и определяется временем 
после ожога.

Показано, что при термической трав-
ме происходит изменение распределения 
общей активности альдегиддегидрогена-
зы в печени, почках, сердце и легких по 
сравнению с контрольными животными: 
при ожоге наибольшая общая активность 
АлДГ приходится на почки, наименьшая – 
на легкие (3-и и 7-е сутки после травмы).

При термической травме происходит 
разнонаправленное изменение удель-
ной активности АлДГ: уменьшение – в 
печени и легких, увеличение – в почках 
и сердце. Наиболее статистически зна-
чимое понижение удельной активности 
альдегиддегидрогеназы в легких и печени 
наблюдается на 7-е сутки после повреж-
дения, повышение в сердце и почках – на 
10-е сутки, по сравнению с контрольны-
ми животными.

Снижение общей и удельной актив-
ности альдегиддегидрогеназы в печени на 
3-и, 7-е и 10-е сутки после травмы свиде-
тельствует о том, что при ожоге страдает 
в большей степени данный орган деток-
сикации. Установлено, что под влиянием 
термической травмы изменяются ката-
литические и кинетические характери-
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стики альдегиддегидрогеназы, что важно 
учитывать при разработке методов борь-
бы с интоксикацией.
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Features of the catalytic and kinetic properties of 
aldehyde dehydrogenase to the vital organs

in experimental thermal injury

A.G. Solov`eva

The catalytic and kinetic properties of aldehyde dehydrogenase (ALDH) have been studied in the various 
organs of the experimental burns injury. The boiling water burn (20%) were caused to rats Wistar under ether 
anaesthesia, exposure – 3 sec. The animals were taken out of the experiment on the third, seventh and tenth 
day after the injury. Activity of aldehyde dehydrogenase and the concentration of the protein were determined 
in the homogenate of tissues (liver, kidney, heart and lungs). Of primary experimental data total kinetic curve 
of dependence of reaction product from the time were counted kinetic characteristics of ALDH (Kt, Vmax, 
Vmax/Kt). It was established that the thermal injury, the redistribution of overall aldehyde dehydrogenase 
activity between the liver, kidneys, heart and lungs is, in comparison with the control animals: when burning 
the highest total activity of ALDH is observed in the kidneys, the lowest - in the lungs (3, 7 days after the 
injury). Decrease of specific aldehyde dehydrogenase activity was revealed in the liver and the lungs (the most 
expressed on a 7 days after thermal damage), reduction in the rate of catalytic efficiency of ALDH and the 
increase in time of reaching ½ Vmax of enzymatic reaction. Increase of the specific activity of the enzyme 
was noted in the kidneys and the heart (the maximum of the 10-th day), due to the increase of the coefficient 
of catalytic efficiency and affinity of the enzyme to the substrate. The fall of general and specific activity of 
the aldehyde dehydrogenase in the liver to 3, 7 and 10 days after the burn indicates the greatest damage to the 
organ with thermal injury.

Key words: aldehyde dehydrogenase, experimental thermal injury, organ specific.
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Введение
Одним из серьезных научных дости-

жений второй половины XX века явля-
ется установление роли металлофермен-
тов и микроэлементов в эффективной 
жизнедеятельности организма человека. 
Современные витаминные препараты, 
различные комплексы для коррекции ме-
таболизма у здоровых и больных людей 
содержат большое разнообразие солей 
металлов. 

В отношении многих металлов к на-
стоящему времени разработаны нормы 
суточного потребления для практически 
здоровых людей, имеются отдельные 
рекомендации для частных клинических 

патологий (например, для кальция при 
патологии костной ткани, железа – при 
нарушениях кроветворения, цинка – при 
нарушениях в иммунной системе) [1]. В 
то же время особенности распределения 
металлов в тканях при разных уровнях 
пищевого потребления, вопросы их взаи-
модействия в организме человека, в т.ч. – 
возможной конкуренции на этапах фар-
макокинетики, остаются недостаточно 
подробно изученными.

Цель исследования – изучить осо-
бенности содержания кальция, меди, 
марганца, железа, магния и цинка в тка-
нях животных при кумулятивном избы-
точном потреблении.

Методом атомно-абсорбционной спектрометрии оценено содержание кальция, магния, железа, меди, 
марганца и цинка в тканях лабораторных животных при уровнях пищевого потребления, составляющих 
100, 120 и 140% от суточной потребности. Установлено, что избыточное пищевое потребление металло-
хелатов в течение 28 дней не вызывает их значимой кумуляции в организме. Высказано предположение о 
существовании особых механизмов ускоренной элиминации некоторых металлохелатов (марганец, медь, 
цинк) при повышенном уровне их поступления в ЖКТ.

Ключевые слова: металлохелаты, микроэлементы, содержание в тканях, атомно-абсорбционная 
спектрометрия.
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Особенности распределения металлов в организме лабораторных животных при разных уровнях
их пищевого потребления

Материалы и методы
Исследование планировалось и про-

водилось в соответствии с требованиями 
ГОСТ 53434-2009 «Принципы надлежа-
щей лабораторной практики (GLP)» и 
РД 64-126-91 «Правила доклинической 
оценки безопасности фармакологиче-
ских средств». Протокол исследования 
был одобрен биоэтической комиссией 
НЦБМТ ФМБА России.

Исследование выполнялось на лабо-
раторных белых аутбредных крысах, 
полученных из филиала «Андреевка» 
НЦБМТ ФМБА России. Карантин, со-
держание, осмотры, разделение живот-
ных на группы, введение препаратов и 
эвтаназия регламентировались утверж-
денными стандартными операционными 
процедурами (СОП) организации [5]. 
Критериями включения животных в ис-
следование были: пол, возраст, масса 
тела, отсутствие признаков заболевания.

Кормление животных осуществля-
лось стандартным экструдированным 
гранулированным полнорационным ком-
бикормом для лабораторных животных 
ПК-120, произведенным в соответствии с 
ГОСТ Р 51849-2001 Р.5, ad libitum, исхо-
дя из суточных нормативов. Очищенная 
водопроводная вода давалась всем живот-
ным ad libitum в стандартных поилках.

В суточной дозе комбикорма (из рас-
чета на одну крысу массой 250 г) содер-
жалось: кальция – 54 мг; железа – 0,54 
мг; цинка – 0,136 мг; марганца – 0,27 мг; 
меди – 0,072 мг; магния – 0,8 мг; кобаль-
та – 0,0054 мг [3].

Так как в исследовании планирова-
лось изучение содержания металлов в 
тканях животных при избыточном их 
поступлении, то дополнительное коли-
чество металлов, обеспечивающее пре-
вышение суточной нормы потребления 
на 20 и 40%, вводилось животным в виде 

смеси хелатных комплексов, ежедневно, 
однократно, внутрижелудочно с помо-
щью зонда, в 0,1 мл водного раствора, на 
протяжении 28 дней.

Животные выводились из экспери-
мента методом декапитации с отбором 
проб крови и тканей. Ткани высушива-
лись в сухожаровом шкафу при темпера-
туре +105ºС до достижения постоянной 
сухой массы, затем озолялись в му-
фельной печи при температуре +850°С. 
Навески золы растворяли в дважды 
дистиллированной воде и определяли 
содержание металлов методом атомно-
абсорбционной спектрометрии  с помо-
щью прибора «Спектр 5-4» (производ-
ство ОАО «Союзцветметавтоматика», 
Россия; № Государственного реестра 
средств измерений 13743-04). Получен-
ные количественные результаты измере-
ний из зольных навесок пересчитывались 
в содержание металлов в тканях (мг/100 г 
сухого вещества ткани).

Исследуемые металлохелатные ком-
плексы были получены путем совместной 
инкубации при комнатной температуре и 
рН=7,1-7,2 водных растворов солей ме-
таллов с низкомолекулярной фракцией 
(<10 кД) ферментативных гидролизатов 
сывороточных белков молока [4]. Жид-
кие хелаты лиофильно высушивали и 
определяли в них содержание металлов 
атомно-абсорбционным методом.

В работе исследовалось содержание 
металлов в следующих тканях: кровь 
(суммарно плазма и форменные элемен-
ты), печень, кости (включая костный 
мозг), волосы, мышцы, кишечник (вклю-
чая кишечное содержимое). Выбранные 
для исследования ткани, с одной сто-
роны, отражают специфичность депо-
нирования и органотропность действия 
металлов [2, 6], а с другой – позволяют 
косвенно характеризовать этапы их фар-
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макокинетики (всасывание в кишечнике, 
поступление после всасывания по пор-
тальной системе в печень, формирование 
плазменных, эритроцитарных и ткане-
вых депо).

О динамике интегрального содержания 
того или иного металла в организме жи-
вотных при различных уровнях пищевого 
потребления судили по сумме показате-
лей для разных тканей. Это же значение 
использовалось для расчета структуры 
распределения металлов по тканям.

Достоверность различий между по-
казателями оценивалась по F-критерию 
однофакторного дисперсионного анали-
за. Для оценки степени связи между по-
казателями рассчитывался ранговый ко-
эффициент корреляции по Спирмену.

В соответствии с процедурой рандо-
мизации были сформированы 3 равно-
ценные группы животных (контрольная 
и 2 опытных) по 10 особей в каждой. 
Первой и второй опытным группам жи-
вотных дополнительно к суточному 
питанию вводили дозы хелатного ком-
плекса, обеспечивающие превышение 
суточных норм потребления металлов на 
20 и 40% соответственно. Контрольным 
животным вводили эквиобъемное коли-
чество физиологического раствора.

Результаты и их обсуждение
Начальная масса животных во всех 

группах равнялась 208±5 г. Прирост это-
го показателя происходил равномерно и 
за период исследования (28 дней) соста-
вил, в среднем, 40 г.

В табл. 1 представлены данные об 
изменениях интегрального содержания 
анализируемых металлов (средние по 
группам) при разных уровнях их пищево-
го потребления.

Анализ табл. 1 показывает, что уве-
личение уровня пищевого потребления 

металлов неоднозначно сказывается на 
интегральном показателе их содержания 
в организме. Так, увеличение потребле-
ния кальция на 20% сопровождается по-
вышением его содержания в организме 
только на 6% (р=0,02). Для цинка этот 
эффект выражен несколько слабее (4%) 
и находится на уровне статистических 
тенденций (р=0,06).

Данное повышение уровня пищево-
го потребления меди, железа и магния 
не приводило к заметным сдвигам в со-
держании этих металлов в организме. 
В то же время увеличение пищевого 
потребления марганца на 20% сопро-
вождалось снижением показателя его 
интегрального содержания в организме 
на треть (66%, р=0,0005). Полученные 
результаты могут быть объяснены, если 
предположить существование механиз-
ма ускоренного выведения металлов из 
организма при превышении какого-либо 
порогового их уровня в кишечнике. По-
добный механизм (при более высоком 
уровне порога срабатывания) может 
объяснить и наблюдаемое снижение (не 
взирая на более высокий уровень пище-
вого потребления, равный 140% от реко-
мендуемого) интегрального показателя 
содержания в организме таких металлов 
как кальций (89%, р=0,0001) и цинк (воз-
врат к значениям при обычном уровне 
потребления).

Необходимо отметить, что для желе-
за, вероятно, существует несколько иной 
механизм реакции на превышение его по-
ступления с пищей, так как при уровне 
потребления этого металла в 140% от 
рекомендуемой нормы его содержание в 
организме будет соответствовать уровню 
потребления (+42%, р=0,0002). Ни для 
какого другого из исследованных метал-
лов нами не было получено увеличение 
содержания их в организме, близкое к 
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уровню превышения рекомендованных 
норм потребления.

В табл. 2 представлены результаты 

дисперсионного анализа значений ткане-
вого содержания металлов по фактору 
«Уровень пищевого потребления».

Особенности распределения металлов в организме лабораторных животных при разных уровнях
их пищевого потребления

Таблица 1 
Влияние уровней пищевого потребления на интегральное содержание металлов в организме

крыс (средние по группе, M±m)

Таблица 2 
Результаты дисперсионного анализа тканевого содержания металлов по фактору

«Уровень пищевого потребления»

Металл

Интегральное содержание металлов в организме
по уровням потребления

F1 (100%), контроль F2 (120%) F3 (140%)

Ca, мг/100 г ткани
%      р

1781±27
100

1896±35
106         р=0,02

1578±31
89       р=0,0001

Cu, мг/100 г ткани
%      р

6,79±0,15
100

6,96±0,38
102         р=0,68

6,50±0,16
96           р=0,19

Mn, мг/100 г ткани
%      р

9,64±0,43
100

6,33±0,69
66       р=0,0005

10,48±0,59
109         р=0,25

Fe, мг/100 г ткани
%      р

361,7±18,7
100

328,5±12,1
91           р=0,15

513,9±26,9
142     р=0,0002

Mg, мг/100 г ткан
%      р

67,54±0,82
100

66,95±0,98
99           р=0,71

73,22±1,06
108     р=0,0004

Zn, мг/100 г ткани
%      р

39,44±0,39
100

41,09±0,72
104         р=0,06

39,26±0,72
100         р=0,81

Металл Ткань

Центроиды распределения (мг/100 г ткани) 
по уровням потребления Коэффициент 

детерминации 
модели, D

Уровень 
значимости, рF1 (100%), 

контроль
F2 (120%) F3 (140%)

Кальций Кровь 3,81 4,34 2,92 0,66 5*10-7

Печень 2,72 2,39 2,41 0,08 0,33

Кость 1667 1822 1442 0,73 2*10-8

Волосы 4,29 6,45 3,53 0,79 7*10-10

Мышцы 9,68 18,88 17,93 0,84 2*10-11

Кишечник 93,11 42,11 110,15 0,81 1*10-10

Медь Кровь 0,82 0,87 0,88 0,01 0,85

Печень 1,42 1,64 1,43 0,04 0,59

Кость 1,22 1,66 1,04 0,86 4*10-12

Волосы 1,54 1,44 1,11 0,31 0,007

Мышцы 0,34 0,46 0,36 0,54 3*10-5

Кишечник 1,44 0,88 1,16 0,57 1*10-5
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что в отношении крови только для каль-
ция фактор «Уровень пищевого потре-
бления» был статистически значимым. 
У остальных металлов их содержание 
в крови не зависело от уровня пищево-
го потребления, что отражает особую 
гомеостатическую регуляцию химиче-
ского состава крови. Фактор «Уровень 
пищевого потребления» для печени был 
значим (в порядке убывания значимости) 
у магния, марганца, железа; для костной 
ткани – у меди, кальция, цинка, марган-
ца, магния, железа; для волос – у каль-
ция, железа, магния, марганца, меди, но 
не у цинка; для мышц – у кальция, цинка, 
меди, магния, железа, но не у марганца. 
Для кишечника, с учетом пищевого по-
ступления металлов в организм, все ис-

Марганец Кровь 0,11 0,09 0,09 0,02 0,76

Печень 0,56 0,59 0,46 0,43 0,0005

Кость 0,52 0,97 0,63 0,39 0,0013

Волосы 0,14 0,23 0,15 0,40 0,001

Мышцы 0,10 0,07 0,07 0,12 0,17

Кишечник 8,18 4,37 9,06 0,60 5*10-6

Железо Кровь 196,5 167,7 320,4 0,52 5*10-5

Печень 90,6 105,8 117,6 0,32 0,006

Кость 12,55 14,04 17,74 0,20 0,05

Волосы 4,27 7,27 2,83 0,78 2*10-9

Мышцы 8,31 8,80 6,97 0,28 0,012

Кишечник 49,3 24,9 48,4 0,71 5*10-8

Магний Кровь 1,94 1,73 1,79 0,16 0,09

Печень 5,85 6,26 7,37 0,70 8*10-7

Кость 34,7 36,7 33,8 0,31 0,007

Волосы 1,73 2,28 1,94 0,46 0,0002

Мышцы 8,04 8,91 8,10 0,29 0,009

Кишечник 15,24 11,08 20,16 0,61 3*10-6

Цинк Кровь 2,48 2,32 2,47 0,02 0,80

Печень 4,11 4,13 3,44 0,14 0,14

Кость 20,15 22,85 18,68 0,49 0,0001

Волосы 3,17 3,11 3,90 0,09 0,26

Мышцы 2,98 3,49 3,19 0,55 2*10-5

Кишечник 6,56 5,18 7,58 0,44 0,0004

А.О. Ревякин, Н.Н. Каркищенко, Е.Б. Шустов, В.Н. Каркищенко, Д.А. Ксенофонтов, Н.В. Касинская

Данные, представленные в табл. 2, по-
казывают, что для основной массы изу-
ченных показателей содержания метал-
лов в тканях фактор «Уровень пищевого 
потребления» является статистически 
значимым. Однако динамика центроидов 
облаков рассеивания значений в боль-
шинстве случаев не является монотонной 
(т.е. увеличение уровня пищевого потре-
бления не сопровождается увеличением 
содержания металла в тканях), что отра-
жает сложность и неоднозначность меха-
низмов фармакокинетики этих соедине-
ний. В основном, монотонная динамика 
центроидов была характерна для содер-
жания железа в печени и костной ткани, 
а также для магния в печени.

Обращает на себя внимание тот факт, 
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следуемые металлы были чувствительны 
к фактору «Уровень пищевого потребле-
ния»: в большей степени это касалось 
кальция, железа, марганца и магния; в 
меньшей – меди и цинка. Отмеченное по-
вышение содержания металлов в кишеч-
нике при уровне его потребления в 140% 
по сравнению с контрольной группой, 
возможно, обусловлено не только сни-
жением скорости абсорбции, но и обра-
зованием в химусе трудно растворимых, 
не абсорбируемых соединений цинка с 
кальцием и медью.

На скорость всасывания металлов в 
кишечнике может оказывать влияние и 
кальций-магниевое соотношение, регу-
лирующее конкурентное взаимодействие 
между этими металлами, в т.ч. на уровне 
транспортных белков и механизмов энте-
ральной абсорбции. Так, для кишечника 
кальций-магниевый коэффициент сни-
жается при избыточном потреблении ме-
таллов с 6,1 (уровень потребления 100%) 
до 3,8 (уровень потребления 120%) с 
частичным восстановлением до 5,4 при 
уровне потребления 140%.

Важной характеристикой присутствия 
микроэлементов в организме является 
структура их тканевого распределения. 
В табл. 3 представлены данные, харак-
теризующие распределение металлов по 
анализируемым тканям в зависимости от 
уровня их пищевого потребления.

Анализ табл. 3 показывает, что основ-
ная часть пищевого марганца остается 
в кишечнике, и существенное (на 40%) 
увеличение его потребления практически 
не приводит к изменению распределения 
этого металла в организме. В то же время 
при умеренном повышении его пищевого 
потребления (+20% к рекомендуемым до-
зам) включаются механизмы, облегчаю-
щие его всасывание (снижение содержа-
ния в кишечнике при повышении уровня 
содержания в крови) и перераспределение 
по организму (увеличение содержания в 
костях и печени). Содержание кальция 
в кишечнике самое низкое по сравнению 
с другими металлами. Основным органом 
депонирования этого металла является 
костная ткань (более 90% для всех изу-
ченных уровней потребления). Вероятно, 
существует особый механизм регулиро-
вания содержания кальция в крови, так 
как структура его распределения в орга-
низме остается неизменной (0,2%) при 
разных уровнях пищевого потребления. 
Кроме кальция, костная ткань (вклю-
чающая костный мозг) является главным 
органом депонирования и для магния, и 
для цинка. Однако распределение этих 
металлов в организме, по сравнению с 
кальцием, является более равномерным, 
и содержание их в костях составляет не 
90, а только 45-55%. Вторую по значимо-
сти группу тканей, где депонируется маг-

Металл
Уровень 

потребления

Ткань

кровь печень кость волосы мышцы кишечник

Кальций

F1 (100%) 0,2 0,1 94,0 0,2 0,5 5,0

F2 (120%) 0,2 0,1 96,1 0,3 1,0 2,3

F3 (140%) 0,2 0,1 91,3 0,2 1,1 7,1

Медь

F1 (100%) 12,1 21,0 18,1 22,7 5,0 21,1

F2 (120%) 12,5 23,5 23,9 20,9 6,6 12,6

F3 (140%) 13,6 22,1 16,0 17,1 5,6 25,6

Таблица 3 
Структура распределения металлов в тканях (%) в зависимости от уровня их пищевого потребления
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ний и цинк, составляют мышцы и печень 
(содержание металлов находится в диапа-
зоне 8-13%). Относительно равномерно в 
организме распределяется медь (с неко-
торым депонированием в печени, пик со-
держания находится в диапазоне 21-24%). 
Для железа основной тканью депониро-
вания является кровь, причем при увели-
чении уровня пищевого насыщения же-
лезом на 40% происходит структурный 
сдвиг перераспределения металла по ор-
ганизму, и его доля в крови повышается 
с 51% при нормальном уровне пищевого 
потребления – до 61%.

Корреляционный анализ показал, что 
с уровнем пищевого потребления содер-
жание металлов в тканях практически не 
связано (рис.). Из всего массива данных 
только для 4-х исследуемых показателей 
были получены достоверные коэффици-
енты корреляции с уровнем пищевого по-
требления: 

• содержание железа в крови
(r=+0,55, р=0,04);
• содержание железа в печени
(r=+0,56 ,р=0,04);
• содержание магния в печени
(r=+0,81, р=0,006);
• содержание кальция в мышцах
(+0,75, р=0,01).

Следовательно, если возникает необ-
ходимость повысить сверх нормального 
уровня содержание железа в крови или 
печени, кальция в мышцах или магния в 
печени, то это может быть достигнуто 
путем повышения их пищевого потребле-
ния, причем чем больший прирост содер-
жания металла необходим, тем более вы-
сокий уровень его пищевого потребления 
необходимо создать.

Выводы:
1. Повышение уровня пищевого по-

требления металлов не однозначно ска-
зывается на их интегральном содержании 
в организме.

2. Изменения содержания металлов в 
тканях позволяют предположить, что в 
организме животных существует меха-
низм их ускоренной элиминации при пре-
вышении пороговых величин содержания 
в кишечнике. Для кальция и цинка уро-
вень срабатывания элиминационного ме-
ханизма выше, чем для марганца, магния 
и меди.

3. Типовая динамика содержания 
железа при избыточном поступлении 
с пищей отличается от таковой других 
металлов. При превышении суточной по-
требности железа на 40% его содержание 

Марганец

F1 (100%) 1,1 5,8 5,4 1,8 1,0 85,9

F2 (120%) 1,4 9,4 15,3 3,7 1,7 69,1

F3 (140%) 0,9 4,4 6,0 1,5 0,7 86,5

Железо

F1 (100%) 54,3 25,1 3,5 1,2 2,3 13,6

F2 (120%) 51,1 32,2 4,3 2,2 2,7 7,6

F3 (140%) 62,3 22,9 3,5 0,6 1,4 9,3

Магний

F1 (100%) 2,9 8,7 51,4 2,6 11,8 22,36

F2 (120%) 2,6 9,4 54,8 3,4 13,3 16,5

F3 (140%) 2,4 10,1 46,2 2,7 11,1 27,5

Цинк

F1 (100%) 6,3 10,4 51,2 8,0 7,5 16,6

F2 (120%) 5,7 10,1 55,6 7,6 8,5 12,6

F3 (140%) 6,3 8,8 47,6 9,9 8,1 19,3

А.О. Ревякин, Н.Н. Каркищенко, Е.Б. Шустов, В.Н. Каркищенко, Д.А. Ксенофонтов, Н.В. Касинская
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в организме будет соответствовать уров-
ню потребления.

4. Содержание металлов в крови жи-
вотных (кроме железа) практически не 
зависит от уровня их пищевого потребле-
ния, что отражает особую гомеостати-
ческую регуляцию химического состава 
крови.

5. Лучше всего всасываются в ЖКТ 
хелаты кальция, хуже всего – хелаты 
марганца.

6. Основные тканевые депо для ме-
таллов формируются в костной ткани 
(для кальция, магния, цинка); печени (для 
меди); крови (для железа). Повышенное 
содержание магния и цинка на фоне из-
быточного потребления отмечается так-
же в печени и мышцах.

7. Выявлены достоверные корреляци-
онные связи содержания железа в крови, 
железа в печени, магния в печени и каль-
ция в мышцах с уровнем пищевого потре-
бления этих металлов.

 

 

Рис. Граф корреляционных связей содержания металлов в тканях и уровня пищевого потребления.

Особенности распределения металлов в организме лабораторных животных при разных уровнях
их пищевого потребления



90Биомедицина № 3, 2013

5.	 Руководство по лабораторным жи-
вотным и альтернативным моделям в 
биомедицинских исследованиях / под 
ред. Н.Н. Каркищенко, С.В. Грачева. 
- М.: Профиль-2С. 2010. 358 с.

6.	 Шлыгин Г.К. Межорганный обмен 
нутриентами и пищеварительная си-
стема. - М; Изд-во МГГУ. 1997. 136 с.

Features of distribution of metals in an organism
of laboratory animals at different levels

of their food consumption

A.O. Revyakin, N.N. Karkischenko, E.B. Shustov, V.N. Karkishenko, 
D.A. Ksenofontov, N.V. Kasinskаyа

The content of calcium, magnesium, iron, copper, manganese and zinc in tissues of laboratory animals 
at levels of food consumption, comprising 100, 120 and 140% of the daily requirement evaluated by atomic 
absorption spectrometry. It is found that excess food intake metalchelates for 28 days doesn't cause their 
significant accumulation in an organism. Suggested the existence of specific mechanisms for the accelerated 
elimination of some metalchelates (manganese, copper, zinc) at an elevated level of their income in the 
digestive tract.

Key words: metalchelates, microcells, content in tissues, atomic absorption spectrometry.

А.О. Ревякин, Н.Н. Каркищенко, Е.Б. Шустов, В.Н. Каркищенко, Д.А. Ксенофонтов, Н.В. Касинская



91

В последние 30 лет в России, так-
же как и во всем мире, стали отчетли-
во проявляться тревожные тенденции 
старения населения, неуклонного роста 
хронических заболеваний и инвалиди-
зации людей трудоспособного возраста. 
Затраты на лечение, реабилитацию и со-
циальную поддержку такого контингента 
больных ложатся тяжелым бременем на 
государственный бюджет и поглощают 
значительную часть средств, ежегодно 
выделяемых на здравоохранение. Ука-
занные обстоятельства настоятельно 
требуют совершенствования современ-
ной системы здравоохранения, которая 
в значительной степени может быть до-
стигнута благодаря освоению и внедре-
нию в клиническую практику новых, бо-

лее эффективных и доступных методов 
восстановительного лечения больных. 
Приступив к изучению возможности 
применения стволовых и прогениторных 
клеток костного мозга в восстановитель-
ной медицине, мы убедились в том, что 
биологические возможности клеточ-
ной терапии стволовыми клетками во-
обще остаются еще мало изученными. 
В частности, в литературе отсутствуют 
четкие представления о различиях в тех-
нологии культивирования гемопоэтиче-
ских и мезенхимальных (стромальных) 
стволовых клеток костного мозга перед 
пересадкой, не отработаны воспроизво-
димые технологические режимы для фи-
бробластоподобной дифференцировки 
стромальной фракции стволовых клеток 

Отработан метод раздельного выделения из костного мозга гемопоэтических стволовых и прогени-
торных клеток от здоровых доноров с геном зеленого белка, отработан метод культивирования с фено-
типированием их в культуре.

Ключевые слова: клетки костного мозга, гемопоэтическая фракция, ген зеленого белка.

О.И. Степанова, Н.В. Касинская, О.В. Баранова, Х.Х. Семенов,
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костного мозга, а также не изучена эф-
фективность применения и аллогенных, и 
изогеннаутологичных (в сравнении) пре-
дифференцированных стволовых кле- 
ток для восстановления структуры и 
функции соответствующих пораженных 
органов.

Цель исследования – разработать 
технологические режимы культивирова-
ния и дать фенотипическую характери-
стику стволовым и прогениторным клет-
кам костного мозга. Идентифицировать 
их и использовать для восстановления 
структуры и функции соответствующих 
пораженных органов в модельных опы-
тах на животных.

Задача исследования – отработать тех-
нологию раздельного выделения из кост-
ного мозга гемопоэтических стволовых 
клеток и фенотипировать их в культуре. 

Материалы и методы
Эксперименты на животных проводи-

лись по двум основным направлениям: по 
пути отработки технологии культураль-
ных исследований (выделения клеток, 
приготовления клеточных культур), а 
также по пути исследования терапевти-
ческих возможностей полученных кле-
точных культур.

В качестве доноров стволовых и про-
гениторных клеток костного мозга мы 
использовали здоровых доноров: транс-
генных мышей линии B10.GFP (n=30) 
с геном зеленого белка для маркировки 
введенных клеток в организм реципиен-
та и фенотипически здоровых гетеро-
зиготных мышей db/+ (n=30) для осу-
ществления изогенной трансплантации. 
Использование изогенных клеток кост-
ного мозга (ККМ) от здоровых доноров 
вместо аутологичных ККМ было свя-
зано с тем, что последние у животных 

с длительной хронической патологией в 
организме утрачивают свою биорегуля-
торную активность и становятся мало 
пригодными для клеточной терапии. 

Технология проведения культу-
ральных исследований

Все работы по выделению клеток и их 
культивированию проводились в соответ-
ствии с общими принципами культураль-
ных исследований на живых и трупных 
донорах (срок гибели животных 30-40 
мин.). Исследовали жизнеспособность 
клеток гемоэтической и стромальной 
фракций ККМ по окраске трипановым 
синим, а также пролиферативную актив-
ность в культуре стромальных ККМ по 
скорости образования монослоя. 

Получение и ведение культур ге-
мопоэтических (мононуклеарной 
фракции) клеток костного мозга 
(ГПККМ)

Забор клеток костного мозга прово-
дили у мышей-доноров под эфирным нар-
козом. Стерильно иссекали кости пред-
плечья, плеча, голени и бедра вместе с 
суставами и отделяли их от мышц. Далее 
кости обрабатывали в 70% спирте, сте-
рильно ножницами отсекали суставы и с 
помощью шприца (1мл и 2мл), вымывали 
ККМ раствором Хенкса (без Са+2 и Mg+2) 
из костномозгового канала. Полученную 
суспензию клетками центрифугирова-
ли вместе с Ficoll-P (удельная плотность 
1,077г/см3) для градиентного разделения в 
течение 5 мин при 1500 об/мин и комнат-
ной температуре t°=(22°C). Затем надоса-
дочную фазу удаляли путем отсасывания. 
Отмытую полученную интерфазу кле-
ток мононуклеарной фракции ресуспен-
дировали в питательной ростовой среде 
DMEM (ПанЭко), содержащей 25мМ 
HEPES; 0,58 г/л глютамина; 100мкг/л 
гентамицина; 10% бычьей эмбриональ-
ной сыворотки (HyClone, USA); 5 мкг/л 



93 Biomedicine № 3, 2013

инсулина. Клетки культивировали во 
флаконах при +37°С в СО2-инкубаторе, 
атмосфере с 5% СО2 и 95% влажности в 
течение 4-х и 5-ти суток. Через 4-5 суток 
культура ККМ мышей содержала до 50% 
свободно плавающих в суспензии c пита-
тельной средой, округлых неприкрепив-
шихся гемопоэтических клеток на разных 
сроках дифференцировки (гемопоэтиче-
ские клетки, лимфоциты, моноциты) и до 
50% прикрепившихся к пластику распла-
станных фибробластоподобных клеток 
ММСК КМ (рис.). Неприкрепившиеся 
к пластику клетки отбирали и затем ис-
пользовали в опытах на животных для 
трансплантации как очищенную от стро-
мальных (пластикадгезивных) клеток 
мононуклеарную фракцию гемопоэтиче-
ских клеток. Полученная культура МНК, 
содержащая 2,5% СD34+/СD45+ клеток 
(табл.) была готова для трансплантации. 
От одного донора получали, в среднем, 
40-60 млн МНК для трансплантации

.

Фенотипическая характеристика 
гемопоэтической фракции стволовых 
клеток костного мозга

Отдельные популяции гемопоэтиче-
ских стволовых и прогениторных ККМ 

Метод культивации и фенотипическая характеристика гемопоэтических клеток костного мозга
(мононуклеарной фракции) от доноров с геном зеленого белка

Рис.  Культура гемопоэтических (мононуклеарных) клеток костного мозга мышей различных линий.
А, Б - 5-ти суточная культура неприкрепившихся гемопоэтических клеток (мононуклеарная фракция) 
от доноров мышей B10.GFP; А. – Увел. Х200 фазовый контраст; Б. – Увел. Х200; люминесцентная 
микроскопия; В – 5 суточная культура неприкрепившихся гемопоэтических клеток (мононуклеарная 
фракция) от доноров гетерозиготных мышей db/+, Увел. Х200 фазовый контраст.

А Б В

выявляли на проточном цитофлуори-
метре FC-500 (USA) с использованием 
комбинации крысиных моноклональных 
антител (МАТ) к дифференцировоч-
ным и активационным маркерам (CD34-
Nab8158; CD45-Nab3088; фирма Abcam, 
США), меченных FITC и фикоэритри-
ном (РЕ). Полученный клеточный состав 
ГПККМ указан в таблице.

Получение первичной смешанной 
культуры ККМ (без фракционирова-
ния)

Суспензию ККМ получали от жи-
вотных по описанной выше методике и 
ресуспендировали в лизирующем раство-
ре эритроциты (114 mM NH4Cl; 7,5 mM 
KHCO3; 100 мкM EDTA). Полученную 
взвесь клеток ресуспендировали в раство-
ре Хенкса (без Са+2 и Mg+2) и центрифуги-
ровали в течение 5 мин при 1500 об/мин 
и комнатной температуре t°=(22°C), затем 
удаляли надосадочную жидкость путем 
отсасывания и повторно центрифугиро-
вали. Полученный смешанный клеточный 

материал мы помещали в питательную 
среду (указанную выше) и культивирова-
ли в течение 5-7 дней.

Подготовка клеточного материала 
для трансплантации
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Выводы
1. Отработанная технология раз-

дельного выделения из костного мозга и 
культивирования гемопоэтических ство-
ловых клеток является адекватной (под-
тверждена методами фенотипического 
исследования), воспроизводимой и при-
годной для применения в культуральной 
исследовательской работе. 

2. Процедура культивирования клеток 
костного мозга является первым этапом 
клеточной терапии. 

Подготовка гемопоэтических клеток 
костного мозга (ККМ). После заверше-
ния этапа культивирования (4-5 суток) 
культуру МНК 2-3 отмывали от среды с 
сывороткой раствором Хэнкса без Mg2+ 
и Ca2+ путем центрифугирования клеток 
при 1500 об/мин 5 мин при комнатной 
температуре (22°C). 

Производили подсчет полученных 
клеток в камере Горяева и подготов-
ленные для трансплантации клетки ре-
суспендировали в 500-1000 мкл (при 
внутрибрюшинном введении) раство-
ра Хенкса при комнатной температуре 
(22°C).

Таблица 
Состав взвеси ГПККМ после культивирования в течение 5 суток

Примечание: *) – окраска по Романовскому-Гимза.

Соотношение клеточных популяций в концентрате стволовых клеток, % После культивирования

1. Лимфоциты*) 80,2±9,6

2. Моноциты*) 18,7±1,3

3. Гранулоциты*) 1,1±1,4

4. CD34+/CD45+(по данным проточной цитометрии) 2,5±0,3

Method of cultivation and the phenotype characteristic
of marrow hemotopoetic cells (mononuclear fraction)
from donors with a of green fluoriscent protein gene

O.I. Stepanova, N.V. Kasinskaya, O.V. Baranova, Kh.Kh. Semenov,
A.O. Revyakin

Tested process of separate allocation from the stem hematopoietic and progenitor cells from healthy donors 
with green fluorscent protein gene. Tested a method of cultivation with their phenotyping in culture.

Key words: stem cells, hematopoietic fraction, green fluorscent protein gene.
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Введение
В спорте хорошо известен методи-

ческий подход к оценке скоростных 
качеств и выносливости спортсменов, 
связанный с многократным пробегом ко-
ротких дистанций (от 10 до 100 м, в за-
висимости от специализации спортсме-
на) – челночный бег. Важно отметить, 
что челночный бег достаточно хорошо 
имитирует специфические особенности 
физических нагрузок не столько бегу-
нов, сколько спортсменов игровых ви-
дов спорта (баскетбол, футбол, хоккей). 
Существующие модификации челночно-
го бега позволяют оценивать такие ско-
ростные характеристики как стартовые 
и финишные рывки, ускорения, коорди-
нацию движений при смене направлений 
движения, а также выносливость спор-
тсмена и особенности возникновения у 
него утомления (челночный бег до от-
каза) [4]. При этом время первого про-
бега дистанции отражает скоростные 
характеристики спортсмена, динамика 

показателя времени повторных пробегов 
дистанции отражает утомление, суммар-
ное время челночного плавания до отказа 
характеризует выносливость спортсме-
на, а суммарная дистанция пробега – его 
работоспособность. Таким образом, чел-
ночный бег до отказа является ценным 
методическим подходом, позволяющим в 
одном упражнении оценить основные па-
раметры работоспособности спортсмена, 
его скоростные качества, выносливость, 
а также процесс формирования устало-
сти. Этот же комплекс характеристик 
требуется оценить и при моделировании 
физических нагрузок у лабораторных 
животных, особенно при разработке 
средств фармакологической коррекции 
работоспособности.

Необходимо также учитывать, что ди-
намика восстановления (или поддержа-
ния на приемлемом уровне) физической 
работоспособности является важной 
характеристикой практически любой 
лечебной технологии. Поэтому мето-

Представлены статистические характеристики биологической модели утомления при физических 
нагрузках, реализованной как методика челночного плавания мелких лабораторных животных – белых 
мышей, в том числе с дополнительным утяжелением. Показана возможность ее использования в фарма-
кологических исследованиях для оценки влияния лекарственных средств на скоростные характеристики, 
работоспособность, выносливость и утомляемость животных.

Ключевые слова: утомление, работоспособность, методы биологического моделирования, челноч-
ное плавание, фармакологическая коррекция работоспособности.
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дика комплексного исследования физи-
ческой работоспособности животных, 
являющихся биологическими моделями 
какого-либо заболевания и метода его ле-
чения, проводимая в наиболее «мягком», 
физиологическом варианте физических 
нагрузок, будет также полезной и при 
доклинических исследованиях широкого 
круга новых медицинских средств [3].

Известные методы оценки физиче-
ской работоспособности не позволяют в 
рамках одного исследования дать полную 
характеристику параметров работоспо-
собности животных. Так, тесты вынуж-
денного (предельного) плавания [6] или 
бега животных на тредбане характери-
зуют качества выносливости животных, 
тест на ротароде – координированность 
двигательных актов и выносливость, 
тест удержания на скользком вертикаль-
ном стержне – статический компонент 
выносливости, тест на силу хватки – си-
ловую характеристику статического мы-
шечного усилия [1, 2, 5]. Тест челночно-
го плавания Киплинджера на скорость 
утомления [7] не оценивает скоростных 
характеристик, выносливости и работо-
способности животных.

В связи с этим, мы попытались пере-
нести методические подходы «челночного 
бега до отказа» на лабораторных живот-
ных, создав модификацию теста челночно-
го плавания, пригодную для комплексной 
оценки основных характеристик физиче-
ской работоспособности у животных. При 
этом мы учитывали, что методика должна 
предоставлять возможность в отдельных 
случаях (например, при выполнении ис-
следований в интересах спорта высших 
достижений) менять интенсивность соз-
даваемой нагрузки. Дополнительная на-
грузка для животных может создаваться 
фиксацией к крестцовой зоне или хвосту 
груза, пропорционального массе тела.

Материалы и методы
Тест челночного плавания мелких ла-

бораторных животных (белых мышей) 
осуществляется в специальном плава-
тельном бассейне длиной 1,5 м, шириной 
не менее 20 см и глубиной не менее 40 см. 
Бассейн заполняется на половину своей 
глубины десатурированной водой темпе-
ратуры 22-24ºС (десатурация осущест-
вляется путем предварительного отстоя 
воды не менее 3 ч, для усиления процес-
са десатурации в воду погружается 2-3 
марлевые ленты). Расстояние от уровня 
воды до верхней кромки бассейна долж-
но быть не менее 10 см при использова-
нии в исследовании мышей, 15 см – крыс. 
Для формирования стимула к плаванию 
животных в заданном направлении, в фи-
нишной зоне бассейна, над его торцевой 
стенкой, в недоступной для находящихся 
на уровне воды животных устанавлива-
ется проволочная кормушка, привлекаю-
щая обоняние.

Не менее чем за 2 ч до начала исследо-
вания животные лишаются корма и воды. 
Если это предусмотрено планом иссле-
дования, за 30 мин до его начала, после 
взвешивания животного, на нем дополни-
тельно фиксируется утяжеляющий груз. 
Тестирование проводится единовремен-
но на одном животном. Предварительно 
обученные плаванию в бассейне живот-
ные помещаются в воду в стартовой зоне 
головой по направлению к финишной 
зоне. Секундомер включается при на-
чале перемещения животного в сторону 
финишной зоны и выключается при ее 
достижении. После этого животное без 
какого-либо периода отдыха сразу же 
возвращается лаборантом в стартовую 
зону для нового заплыва. Критерием за-
вершения эксперимента является отказ 
животного от дальнейшего плавания в 
заданном направлении или превышение 
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критического периода продолжительно-
сти плавания (для длины бассейна 1,5 м 
– 60 сек). Далее животное извлекается из 
воды, обсушивается мягкой тканью и по-
мещается в стандартную клетку.

Предварительное обучение животных 
плаванию осуществляется не менее чем в 
течение 3-х суток, с постепенным наращи-
ванием расстояния от финишной зоны до 
стартовой, по 3-5 заплывов в день: в пер-
вый день расстояние проплыва составляет 
50 см, во второй – 1 м, в третий – 1,5 м.

В протоколе исследования для каж-
дого животного фиксируется его масса, 
груз утяжеления, номер заплыва и его 
продолжительность. В случае отказа жи-
вотного в протоколе указывается крити-
ческое время – 60 сек.

Результаты исследований и их об-
суждение

Усредненные по группе результаты 
челночного плавания животных (белых 
мышей-самцов массой 18-25 г) без до-
полнительного утяжеления представле-
ны на рис. 1.

Биологическое моделирование утомления при физических нагрузках

Рис. 1. Динамика средней длительности заплыва лабораторных мышей при челночном плавании.

Анализ кривой длительности заплы-
вов при челночном плавании позволя-
ет выявить 4 области, различающиеся 
между собой. В зоне А (заплывы 1-10) 
отмечается устойчивая высокая ско-
рость плавания, утомление животных не 
проявляется. У некоторых животных от-
мечается период врабатывания (незначи-
тельное увеличение скорости плавания 
к 3-4-му заплыву) с последующим удер-
жанием этой скорости до конца зоны А. 
Зона Б (11-20 заплывы) характеризуется 
начальными признаками утомления, при 
котором скорость плавания животных 
поддерживается на достаточно высоком 
уровне (увеличение времени заплыва 
примерно в 2 раза). Зона В (заплывы 21-
55) характеризуется нарастающим утом-
лением, в ходе которого сначала у менее 
выносливых животных, а затем и живот-
ных со средним уровнем выносливости 
начинает отмечаться срыв работоспособ-
ности. 

Характер срыва работоспособности у 
разных животных отличается. У некото-
рых животных он идет по типу равномер-

А Б В Г
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ного нарастания утомления, у других – с 
резким нарастанием времени заплывов. 
Вероятно, различия в характере срыва 
работоспособности могут быть связаны с 
разным уровнем функциональных резер-
вов животных и разной индивидуальной 
стратегией их использования. Так, встре-
чались отдельные животные, у которых 
чередовалось заметное снижение скоро-
сти плавания в течение одного – двух за-
плывов (период отдыха) с последующим 
ее увеличением до среднегруппового 
уровня. Зона Г (заплывы 56-80) харак-
теризуется выраженным утомлением и 
срывом работоспособности животных. 
Только единичные, особо выносливые 
животные еще сохраняют в этом диапа-
зоне работоспособность на уровне, близ-
ком к 20% от исходного.

Таким образом, модель челночного 
плавания животных позволяет выявить 
и количественно оценить скоростные 
характеристики выполнения нагрузки 
(средняя скорость плавания в зоне А), 
собственно работоспособность (время 
удержания скорости плавания на высо-
ком уровне – длительность фазы Б), вы-
носливость (суммарная продолжитель-
ность (мин) и длительность (м) плавания 
до срыва работоспособности), а также 
утомляемость, или скорость развития 
утомления (отношение длительности 
предельного заплыва к их общему коли-
честву; или в соответствии с подходом 
Киплинджера [7], коэффициент наклона 
линии регрессии длительности заплыва к 
их количеству). Дополнительным пока-
зателем, учитываемым в данной модели, 
может быть доля животных, отнесенных 
к группе с высокой выносливостью.

Для групповой характеристики ско-
рости развития утомления линейную 
регрессионную модель целесообраз-
но строить по усредненным значениям 

длительности заплывов. Остальные по-
казатели рассчитываются по индивиду-
альным данным с последующим усред-
нением и определением стандартного 
отклонения от средних значений. Кроме 
того, можно условно распределить жи-
вотных по диапазонам выносливости. 
Границей диапазона высокой вынос-
ливости, в соответствии с принципами 
S-образного шкалирования, будет уро-
вень последних 16-20% животных по 
кривой частотного анализа. В нашем 
случае такой границей высокой вынос-
ливости будет 50-й заплыв, при преодо-
лении которого животное может быть 
отнесено к этой группе. В исследуемой 
группе к высоко выносливым животным 
можно было отнести 20% мышей. 

Описанная модель челночного пла-
вания достаточно полно характеризу-
ет работоспособность, выносливость и 
скорость развития утомления у лабора-
торных животных в обычных условиях. 
Однако в практике спорта высших дости-
жений, а также медицине экстремальных 
состояний не редки ситуации, когда ин-
тенсивность физических нагрузок суще-
ственно выше, чем при выполнении даже 
интенсивной работы в обычных усло-
виях, или же на организм воздействует 
какой-либо дополнительный неблаго-
приятный фактор (нагрузки в условиях 
гипоксии, при выраженном предшеству-
ющем утомлении, наличии острого или 
обострении хронического заболевания 
сердечно-сосудистой или дыхательной 
систем). В этих ситуациях для большей 
адекватности необходимо ввести в экс-
периментальную модель утомления фак-
тор дополнительной нагрузки. На модели 
челночного плавания таким фактором 
может быть дополнительное утяжеление 
животного (прикрепленный груз, равный 
2,5% от массы тела).

Е.Б. Шустов, В.Ц. Болотова
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График динамики челночного плава-
ния животных с утяжелением представ-
лен на рис. 2. Сопоставление основных 
характеристик методики челночного 
плавания с дополнительным грузом и без 
него представлено в табл. 1.

Сопоставление рис. 1 и 2 показывает, 
что начальная скорость плавания живот-
ных в обеих моделях совпадает, но зона 
А с 10-ти заплывов сокращается до 4-5, 
а зона Б (удержания работоспособности 
на высоком уровне) сокращается с 20-ти 
заплывов до 8-10. Зона нарастающего 
утомления (зона В) характеризуется бо-
лее быстрым утомлением (в среднем, 12-
20 заплывов, а не 20-55, как в плавании 
без утяжеления). Зона срыва работоспо-
собности (зона Г, граница – точка переги-
ба на графике) начинается при меньшей 
степени утомления (25-28% от исходной 
скорости плавания, в модели без утяже-
ления – при 18-20% от исходной скоро-
сти плавания) и при существенно более 

Рис. 2. Динамика времени заплывов лабораторных животных при челночном плавании с утяжелением, 
равным 2,5% от массы тела.

А Б В Г

низком количестве заплывов (21-60 за-
плывов до полного срыва работоспособ-
ности, по сравнению с 55-80 заплывами в 
модели без утяжеления).

Частотные распределения моментов 
полного срыва работоспособности (дли-

тельность заплыва 60 сек и более) у ла-
бораторных животных в моделях челноч-
ного плавания с утяжелением и без него 
представлены на рис. 3. Если в модели 
без утяжеления частотное распределе-
ние имеет характер, приводимый метода-
ми нормализации (z- и Т-нормирование, 
стенирование) к нормальному стати-
стическому распределению со средним 
значением в области 38-ми заплывов, то 
модель с утяжелением имеет характер 
распределения, существенно отличаю-
щийся от нормального. Область макси-
мума распределения смещена в левую 
часть (среднее значение соответствует 
27-му заплыву), без начальной зоны ма-
лой частоты встречаемости, что является 

Биологическое моделирование утомления при физических нагрузках
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более достоверной. Однако увеличение 
при этом степени экстремальности воз-
действия на животных может стать пре-
пятствием к применению такой модели 
в доклинических исследованиях различ-
ных лечебных и реабилитационных тех-
нологий.

Обе модели челночного плавания (с 
грузом или без) могут быть успешно при-
менены для проведения фармакологиче-
ских исследований в рамках разработки 

средств, замедляющих развитие утомле-
ния. Для подтверждения адекватности мо-
дели представлены результаты выполнен-
ного нами исследования по сравнительной 
оценке влияния на физическую работо-
способность животных некоторых орга-
нических солей кислот цикла Кребса. 

Исследование выполнено на двух 
моделях челночного плавания живот-
ных (с дополнительным утяжелением 
и без), позволяющих достаточно полно 
характеризовать процессы утомления 
у лабораторных животных. Тестируе-
мые препараты вводились перорально 

признаком экстремальности воздействия. 
В то же время, исходя из особенностей 
частотной кривой в области высоких 
значений количества заплывов, можно 
определить границу диапазона высокой 
выносливости животных: сохранение ра-
ботоспособности более 45-ти заплывов в 
модели с дополнительным утяжелением 
и 50-ти заплывов – в модели без утяжеле-
ния. Доля высоко выносливых животных 
в обеих моделях составляет 20%.

Таким образом, за исключением пока-
зателя скорости плавания на стартовом 
этапе, остальные параметры, характе-
ризующие работоспособность, выносли-
вость и развитие утомления, в моделях 
челночного плавания с дополнительным 
утяжелением и без него имеют тенден-
цию к статистическим отличиям. Мо-
дель с дополнительным утяжелением в 
2,5% от массы тела характеризуется как 
вызывающая, в среднем, на 20-30% более 
выраженное утомление лабораторных 
животных. Вероятно, прибавление груза 
до 4,5-5% сделает расходимость моделей 

Рис. 3. Частотное распределение срывов работоспособности в моделях челночного плавания.

Е.Б. Шустов, В.Ц. Болотова
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Введение в модель челночного пла-
вания дополнительной нагрузки в виде 
утяжеления привело к тому, что только 
2 препарата – Метапрот и R-фумарат 
– стали умеренно снижать скорость по-
явления утомления, а использование 
сукцината и малата приводило даже к не-
которому ускорению утомляемости (гра-
фики лежат выше линии контроля).

Выводы
1. Модель челночного плавания мел-

ких лабораторных животных является 
адекватной для комплексной оценки ско-
ростных характеристик, работоспособ-
ности, выносливости и особенностей воз-
никновения утомления при физических 
нагрузках.

2. Результаты челночного плавания 
животных без дополнительного утяже-
ления, после выполнения процедур нор-
мализации, могут быть распространены 
на генеральную совокупность животных, 

через зонд, в дозе 50 мг/кг, однократно, 
за 1 ч до исследования. Лабораторные 
животные содержались в стандартных 
условиях вивария. Контрольным живот-
ным вводился физиологический раствор 
в эквиобъемных количествах. В каче-
стве стандартного препарата сравнения 
(контроль 2) использовался препарат 
из группы актопротекторов Метапрот 
(этилтиобензимидазола гидробромид), 
предназначенный для сохранения и повы-
шения работоспособности в обычных и 
осложненных условиях, в дозе 50 мг/кг. 
Результаты исследования представлены 
в табл. 2 и 3, на рис. 4 и 5.

Анализ полученных данных показы-
вает, что в тесте челночного плавания 
без утяжеления 3 исследуемых препара-
та оказывали заметное влияние на про-
цессы утомления: Метапрот, фумарат и 
сукцинат представленных органических 
производных. Малатные соли имели сла-
бо выраженный эффект.

Таблица 1 
Различия между моделями челночного плавания (средние по группе, M±m)

Показатель Модели плавания Отличия и их 
достоверностьОбозначение Наименование Без груза Груз 2,5%

V1
Скорость плавания, 
стартовая фаза, м/мин

10,9±1,0 10,7±2,5 -2%, р=0,81

T1
Время удержания 
высокой 
работоспособности, с

240±120 158±126 -34%, р=0,15

Lmax
Суммарная дистанция 
плавания до отказа, м

57±27 41±25 -28%, р=0,17

Tmax
Суммарное время 
плавания до отказа, мин

11,1±7,1 8,2±4,5 -26%, р=0,30

K1 Утомляемость, ед. 2,0±1,2 2,9±1,4 +45%, р=0,12

K2
Скорость развития 
утомления (коэффициент 
линейной регрессии, ед)

1,06 1,28 +21%, р=0,21

К3
Доля животных с высокой 
выносливостью, %

20 20 0%, р=1,0

Примечание: достоверность отличий для показателей V1, T1, Lmax, Tmax, K1 оценивалась методом 
однофакторного дисперсионного анализа, для показателей К2, К3 – методом точной вероятности 
Фишера.
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и, следовательно, в дальнейшем анали-
зироваться методами параметрическо-
го анализа. Статистическая обработка 
результатов челночного плавания жи-
вотных с дополнительным утяжелением 
(кроме показателя скорости плавания) 
будет корректна только при применении 
непараметрических методов статистики.

Таблица 2 
Влияние фармакологических средств (R-соль) на показатели челночного плавания животных

без дополнительной нагрузки (средние по группе, M±m)

Примечание: 1) достоверность отличий для показателей V1, T1, Lmax, Tmax, K1 оценивалась методом 
однофакторного дисперсионного анализа, для показателей К2, К3 и интегральной оценки – методом 
точной вероятности Фишера для четырехпольной таблицы;
2) отличия от плацебо достоверны: * – p<0,1; ** – p<0,05; *** – p<0,01.

Показатель
Контроль 
(физ. р-р)

R-фумарат R-сукцинат R-L-малат R-LD-малат
Контроль 2 
(Метапрот)

V1 10,9±1,0 11,5±0,8 11,6±1,6 10,7±1,7 12,4±2,3 * 11,9±1,9

T1 240±120 438±231** 440±220** 334±198 333±106 495±378*

Lmax 57±27 71±34 76±17 60±21 66±22 116±35***

Tmax 11,1±7,1 13,4±6,4 12,6±3,1 10,8±3,1 11,6±4,6 19,5±4,6**

K1 2,00±1,21 1,82±1,58 1,24±0,27 1,65±0,60 1,48±0,44 0,84±0,26*

K2 1,06 0,80 0,79 0,95 0,86 0,51*

K3 20 40 60 20 40 80***

Интегральная 
оценка

1,00 1,27* 1,34* 1,09 1,20 1,66**

Таблица 3 
Влияние фармакологических средств (R-соль) на показатели челночного плавания животных

в условиях дополнительной нагрузки (средние по группе, M±m)

Примечание: 1) достоверность отличий для показателей V1, T1, Lmax, Tmax, K1 оценивалась методом 
однофакторного дисперсионного анализа, для показателей К2, К3 и интегральной оценки – методом 
точной вероятности Фишера для четырехпольной таблицы;
2) отличия от плацебо достоверны: * – p<0,1; ** – p<0,05; *** – p<0,01.

Показатель
Контроль 
(физ. р-р)

R-фумарат R-сукцинат R-L-малат R-LD-малат
Контроль 2 
(Метапрот)

V1 10,7±2,5 8,6±1,9 10,0±1,5 9,8±1,8 11,4±2,2 9,8±2,9

T1 158±126 327±207* 143±84 148±112 165±71 270±211

Lmax 41±25 57±37 30±17 35±18 41±14 52±33

Tmax 8,2±4,5 11,3±6,3 6,4±2,6 7,6±2,9 7,8±2,8 10,1±4,3

K1 2,9±1,4 2,3±1,5 3,6±1,6 3,4±1,9 2,4±0,6 2,3±1,2

K2 1,28 0,91* 1,42 1,55 1,30 0,88*

K3 20 40 0 0 20 20

Интегральная 
оценка

1,00 1,33* 0,83 0,86 1,03 1,21*

3. При выполнении исследований в 
интересах спорта высших достижений и 
экстремальной медицины в модель необ-
ходимо вводить дополнительное утяже-
ление животных, составляющее не менее 
чем 2,5% от их массы.

4. Исследуемые соединения – произ-
водные солей кислот цикла Кребса могут 

Е.Б. Шустов, В.Ц. Болотова
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быть перспективными для дальнейшего 
изучения в качестве средств, замедляю-
щих процесс утомления при физической 
нагрузке.
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Biological modeling of fatigue during physical activities

E.B. Shustov, V.Ts. Bolotova

Statistical characteristics are submitted of the biological models of fatigue during physical activities, 
practiced as a technique of shuttle swimming of small laboratory animals – white mice, including with 
additional weighting. Possibility of its use in pharmacological researches to assess the effects of medicines on 
high-speed characteristics, working capacity, endurance and fatigue of animals is shown.

Key words: fatigue, working capacity, methods of biological modeling, shuttle swimming, pharmacological 
correction of working capacity.

Е.Б. Шустов, В.Ц. Болотова


