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29 октября 2009 г. в НИИ фармакологии СО РАМН (г. Томск)
состоится научно-практическая конференция 

«ЛАБОРАТОРНЫЕ ЖИВОТНЫЕ 
КАК ОСНОВА ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОЙ МЕДИЦИНЫ»

Конференцию проводят Научный центр биомедицинских технологий РАМН  
и НИИ фармакологии СО РАМН

Председатели: академик РАМН А.М.Дыгай, 
член-корреспондент РАМН Н.Н.Каркищенко

В программе предусмотрены следующие выступления:

От животных-моделей к моделям животных. 
Докладчик: член-корреспондент РАМН Н.Н.Каркищенко

Международная аккредитация организаций, работающих с лабораторными жи-
вотными. Докладчик: д.б.н. А.Н.Мурашев

Центры генетических ресурсов лабораторных животных – ключевая инфра-
структура постгеномной биомедицины. 
Докладчик: проф. М.П.Мошкин

Возможности использования светлогорских мини-свиней в экспериментальной 
медицине. Докладчик: к.с.-х.н. Г.Д.Капанадзе

Проблемы лабораторного животноводства. 
Докладчик: д.м.н. Н.В.Бельская

Биоэтические аспекты использования животных в эксперименте. Докладчик: 
к.б.н. А.В.Амикишиева

Требования к животным, используемым при проведении доклинических иссле-
дований. Докладчик: д.м.н. А.А.Чурин

Выгоды использования индивидуально вентилируемых клеток в сравнении с 
обычными клетками. 
Докладчик: д.вет.медицины G.Milite (Италия)

Организация моечного отдела в лаборатории для животных. 
Докладчик: H.Lehtinen (Италия)

В рамках конференции будет работать круглый стол «Международные требова-
ния к работе с лабораторными животными. Принципы GLP в доклинических ис-
следованиях». Модераторы: член-корреспондент РАМН Н.Н.Каркищенко, про-
фессор А.Н.Мурашев.
По результатам конференции будет опубликован сборник научных трудов.
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ОБЗОРЫ

Наноинженерные лекарства: 
новые биомедицинские инициативы в фармакологии

Н.Н.Каркищенко

Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Москва

Установлено, что наноинженерные вещества, созданные на основе фуллерен-С60-полифторидов 
(фуллеренилы), с общей формулой C60FnRn влияют на регуляторные процессы, снижая спектры 
мощности электрической активности мозга в Δ-, θ-диапазонах, и достоверно повышая их в 
σ-, β- и γ-диапазонах, соответственно изменяя паттерн когерентности между различными зо-
нами мозга. Изменение поведенческих реакций крыс WAG/GY под влиянием C60FnRn было 
характерно для анксиолитического и ноотропного действия. Показано, что фуллеренилы взаи-
модействуют с трансмембранными GPCR-рецепторами, преодолевают гематоэнцефалический 
барьер путем эндоцитоза, а их транслокация в нейронах и клетках астроглии мозга осущест-
вляется через CURL-систему. Поиск наногеномных и нанопротеомных путей альтернативного 
моделирования должен оптимизироваться выбором гетерогенных и генномодифицированных 
животных. Дается новый взгляд на оценку кинетических параметров нановеществ и построе-
ние моделей на основе функций Байеса, аксиоматики Колмогорова и метода Монте-Карло. 
Разработана технологическая платформа поиска наноинженерных прототипов новых высоко-
эффективных лекарств.

Ключевые слова: наноинженерия, транслокация наночастиц, фуллерены, GPCR-рецепторы, 
наноэндоцитоз, CURL-системы, нанокинетика, аксиоматика и метод Монте-Карло, технологиче-
ская платформа для оценки нановеществ.

Развитие нанотехнологий и созда-
ние наноматериалов основывается на 
прогрессе фундаментальной науки, на-
правленном на повышение качества 
жизни населения, состояния среды оби-
тания, обеспечение экономического ро-
ста, обороны и безопасности страны. В 
утвержденных в 2002 году Президентом 
Российской Федерации «Основах поли-
тики Российской Федерации в области 
развития науки и технологий на период 
до 2010 г. и дальнейшую перспективу» 
[8] нанотехнологические проекты отно-
сятся к стратегическим национальным 
приоритетам страны.

Нанобиология и наномедицина яв-
ляются наиболее активно развиваемыми 
направлениями наноиндустрии. В насто-
ящее время в ряду зарегистрированных и 
выпускаемых в мире около 2000 наиме-
нований наноинженерных материалов, 
лишь несколько десятков субстанций 
с размерностью менее 100 нм находят 
возможное применение в медицине для 
лечения онкологических, сосудистых, 
инфекционных, психических заболева-
ний и диагностики. Такой разрыв связан 
с отсутствием единой технологической 
платформы оценки нановеществ как пер-
спективных лекарств. Необходима выра-
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ботка критериальных подходов к оценке 
наноинженерных веществ в стандартах 
GLP, GCP, GMP. 

Это ставит перед фармакологией как 
новые задачи, так и новые ориентиры 
методологического, методического и ор-
ганизационного характера при оценке 
будущих лекарств, созданных с помо-
щью наноинженерных технологий. Про-
водимые нами исследования и данные 
отечественных и зарубежных источников 
дают основание поставить вопрос о не-
обходимости разработки единой техно-
логической платформы   междисципли-
нарных биомедицинских исследований 
с целью конструирования и валидации 
новых наноинженерных соединений как 
инновационных лекарственных средств. 

К основным понятиям, используе-
мым в этой статье, относятся: 

Наночастицы – высокодисперсные 
частицы, геометрические размеры кото-
рых хотя бы в одном измерении не пре-
вышают 100 нм, с заданной структурой и 
свойствами, пригодными для контроля и 
манипуляций на атомном уровне.

Наноэффективность – количествен-
ные показатели наличия биологической 
активности нановеществ, имеющие те-
рапевтическое, профилактическое или 
диагностическое значение.

Нанорегуляторные системы – 
структурно-функциональные биоми-
шени для наночастиц, обеспечивающие 
управляющие и регулирующие воздей-
ствия на процессы физиологических и 
нарушенных функций организма.

Нановещества, нанопрепараты – 
биологически активные или фармаколо-
гические средства, созданные на основе 
наноинженерных технологий.

Точки приложения наночастиц  
и нанорегуляторные системы

Несмотря на бурное развитие работ 
по созданию наноматериалов, коррект-
ные данные об их эффективности и без-
опасности крайне скудные. Это связано 
с тем, что подходы к изучению и оценке 
наноструктур зиждятся на классических 
методах исследования более высокораз-
мерных соединений. Кардинальным от-
личием наноразмерных структур явля-
ется их огромная удельная поверхность, 
увеличение химического потенциала 
на межфазной границе, несопоставимо 
большая адсорбционная активность и 
способность к кумуляции. Это приводит 
к неожиданным изменениям термодина-
мических характеристик в живых систе-
мах, реакционной и каталитической спо-
собности, увеличению продукции АФК 
(активных форм кислорода) и свободных 
радикалов. В свою очередь, это влияет 
на течение основных фундаментальных 
процессов жизнедеятельности, включая 
перекисное окисление липидов, струк-
турные изменения белков, ДНК, РНК, 
функционирование генетического аппа-
рата человека и животных [10].

Представляет интерес механизм дей-
ствия фуллеренов. Считается, что при 
внутривенном введении в организм фул-
лерены могут проходить ГЭБ [5, 24, 28] 
и локализоваться в мозге. Другие авторы 
исключают проникновение фуллеренов 
через ГЭБ [27]. Указывается возмож-
ность локализации фуллеренов в печени 
и селезенке, откуда они удаляются в те-
чение долгого времени [24]. 

Несмотря на большое количество 
атомов, молекулы фуллеренов компак-
тны. Диаметр молекулы фуллерена С60, 
представляющей собой сферу, равен 
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0,714 нм (и это при молекулярной мас-
се 720 дальтон). Молекула фуллерена С70 
представляет собой эллипсоид длиной 
0,780 и толщиной 0,694 нм. Фуллерены 
С60 имеют низкую общую токсичность, 
от 1200 до 2500 мг/кг [9]. 

Проведенные нами исследова-
ния модифицированных полифторид-
ных фуллеренилов с общей формулой 
С60FnRn (синтез осуществлен, по наше-
му предложению, А.А.Филипповым, 
В.Б.Соколовым в РНЦ Курчатовский 
институт) выявили их широкую био-
логическую активность [5, 6]. С60F24 и 
другие фторсодержащие фуллеренилы 
обнаружили необычную и характерную 
картину достаточно выраженного анкси-
олитического и ноотропного эффектов. 
Исследованные нами вещества обнаружили 
более высокую токсичность (до 500 мг/кг) и 
достаточно широкий фармакотерапевти-
ческий диапазон. Несмотря на различия 
в фармакологических эффектах отдель-
ных фуллеренилов, в дальнейшем из-
ложении мы будем выделять наиболее 
общие, характерные для всей группы 
фторсодержащих фуллеренилов, прояв-
ления. В этом случае мы будем обобщен-
но говорить о всей исследованной нами 
группе фулеринилов на основе С60FnRn, 
содержащий группы NH2,  [FNC5H5]

+F-, 
[FN2C4H4] и др. В необходимых случаях 
будут указываться конкретные соедине-
ния на основе С60.

Уже исходя из современных пред-
ставлений [3, 4] и немногочисленных 
данных [7, 12, 26], можно полагать, что 
наночастицы влияют на регуляторные 
процессы в живых системах и их эффек-
ты, в свою очередь, можно представить и 
описать в терминологии теории автома-
тического регулирования на наносистем-
ном уровне (рис. 1).

Если принять как постулат, что на-
новещества и наночастицы участвуют в 
поддержании некоторых физических или 
химических величин в предварительно 
определенных границах на наноуровнях 
живых систем, то регулируемый нано-
механизм можно представить в качестве 
управляемой системы, а механизм, вы-
полняющий регулирование, – соответ-
ственно, в виде блока управления или 
нанорегулятора. Эти две части образу-
ют контур регулирования. Регулируемая 
величина, т.е. такая величина, которая 
изменяется при отклонении системы 
от заданного состояния (например, ста-
ционарного), обозначается х. Из схемы 
видно, что в данном случае представлен 
контур нанорегулирования с отрицатель-
ной обратной связью, в котором выход-
ной сигнал х вычитается из входного 
сигнала w, при котором искомый эффект 
равен хe.

Сигнал ошибки хw, как разница между 
действительной х и требуемой w величи-
ной, должен быть как можно меньшим, 
либо равным нулю. Требуемое значение 
регулируемой величины задается систе-
ме наноуправления посредством управ-

Рис. 1. Контур регулирования и управления 
в наносистемах организма при моделиро-
вании наноэффектов.



8

Н. Н. Каркищенко

нормировались к фоновым значениям, 
достоверность отличий между выборка-
ми для одного опыта по каждому отве-
дению, в каждом диапазоне оценивали 
по критерию Вилкоксона-Манна-Уитни 
(как для двух независимых выборок), для 
группы опытов – по критерию Стьюден-
та. Принимали во внимание только до-
стоверные изменения СМ ЭАМ (p<0,05). 
Характерные изменения СМ ЭАМ при 
введении фуллеренов C60F24, C60F48 за-
ключались в снижении мощности в Δ- 
и θ-диапазонах, в σ-, β- и γ-диапазонах 
отмечалось достоверное повышение 
мощности, а при действии фуллерени-
ла C60F(NO2) повышение затрагивало и 
θ-диапазон. Изменения в большинстве 
случаев были однонаправлены в каждом 
диапазоне [6].

Паттерн когерентных связей при 
действии фуллеренилов С60FnRn у разных 
крыс разный, однако общим является 
снижение когерентности в Δ-диапазоне 
между различными областями мозга по-
сле введения C60F24, C60F48, часто это из-
менение представлено генерализованно 
по всей коре (рис. 2).

Как известно, СМ ЭАМ и параметры 
когерентности отображают достаточно 
тонкие механизмы интрацентральных 
регуляторных процессов головного моз-
га [4]. Другим подтверждением влияния 
нановеществ на регуляторные системы 
мозга является изменение или модифика-
ция поведения. Исследование системных 
поведенческих реакций фуллеренилов 
С60FnRn, как правило, хорошо дополня-
ет результаты электрофизиологических 
экспериментов. Поведенческие реак-
ции крыс WAG/GY исследовались нами 
с помощью автоматизированных ком-
пьютерных систем Laboras и Sonotrack 
(Нидерланды), позволяющим на основе 

ляющей величины w. Отсюда следует, что 
хw = w-x. Возможны случайные и непред-
намеренные изменения регулируемой 
величины под воздействием различных 
нановозмущений z. Сигнал управления 
YR – это величина, которая так воздей-
ствует на управляемую систему, что обе-
спечивает минимальное отклонение си-
стемы от заданного состояния. Иными 
словами, мы принимаем априори, что на-
ночастицы и нановещества подобно дру-
гим химическим, физическим, биологи-
ческим факторам и фармакологическим 
средствам, включаются в регуляторные 
процессы, но уже на уровне атомов или 
иных наноразмерных субстратов живых 
систем. 

Поскольку мы пока не располагаем 
надежным инструментом для прямой 
оценки влияния наночастиц на системы 
управления наноразмерного уровня, воз-
можно изучение этих процессов косвен-
ными методами. В своих исследованиях 
мы воспользовались электрофизиоло-
гическими методами изучения электри-
ческой активности мозга (ЭАМ) с по-
мощью системы «Энцефалан-131-03» и 
последующей компьютерной обработ-
кой после введения модифицированных 
фуллеренов – фторсодержащих фуллере-
нилов C60F24, C60F48, C60F(NO2) и др.

Электроды располагали в восьми 
симметричных точках обоих полуша-
рий мозга крыс WAG/GY (подробнее см. 
статью [6]). Спектральную мощность 
электрической активности мозга (СМ 
ЭАМ) анализировали с помощью пакета 
программ MatLab-5 в диапазонах частот: 
дельта (Δ) – 1-4 Гц, тета (θ) – 4.25-8 Гц, 
сигма (σ) – 8.25-13 Гц, бета (β) – 13.25-30 
Гц, гамма (γ) – 30.25-45 Гц. Эпоха анализа 
составляла 4 с. Изменения СМ ЭАМ при 
действии фуллерена для каждого опыта 
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гироскопических и ультразвуковых по-
казателей получить аналитическую и 
интегральную картину системного пове-
дения животных.

Действие фуллерена (C60Br24)×Br2 на 
крыс WAG/GY в дозе 10 мг/кг длится 
40-50 мин. Через 15 минут у животных 
ослаблялись реакции агрессии, ослабля-
лась двигательная активность. Реакции 
на внешние раздражители сохранялись, 
но были ослаблены. После помещения 
животного в общую клетку пищевой 
рефлекс наблюдался сразу. Вегетативное 
проявление (частота дыхания и пульс) 
изменялись незначительно. 

Эффект от фуллерена C60F24 в дозе 
10 мг/кг наступает через 5-7 минут. Жи-
вотные становятся более подвижными, 
но на внешние раздражители реагируют 
слабо. Вертикальная активность умень-
шается, а горизонтальная – приобрета-
ет характер стереотипии. Выраженный 
эффект длится около 50-60 минут, после 
чего нормализуется поведение, реакции 
становятся адекватными. Другие ис-
следованные фуллерены (C60-F36(NH2)12, 
C60(NH2)12, C60(NO2)x) также значительно 

модифицировали поведение.
Полученные нами данные коррели-

руют с сообщением о том, что введение 
в желудочки мозга крыс гидратирован-
ного фуллерена C60 в дозе 7,2 нмоль зна-
чительно улучшало функционирование 
когнитивной сферы [21]. Ряд авторов 
указывает, что при введении фуллеренов 
в желудочек мозга отмечалось наруше-
ние функционирования моноаминных 
систем в мозге крыс [27]. Инъекция фул-
лерена C60 в дозе 0,25 мг/кг в желудочек 
мозга увеличивала двигательную актив-
ность крыс, кроме того, в их мозге из-
менялись концентрации моноаминов. В 
частности, круговороты серотонина и 
дофамина увеличились в гипоталамусе, 
коре головного мозга, стриатуме, а се-
ротонина еще и в гиппокампе. Интрапе-
ритонеальная инъекция C60 уменьшила 
только круговорот дофамина в гиппо-
кампе. Нарушение функций медиатор-
ных систем, возможно, и вызывало изме-
нения в двигательной активности [27].

Суммируя собственные и литера-
турные данные, можно прогнозировать 
возможность создания на основе фул-

Рис. 2. Характерные изменения паттерно-когерентных связей для фторсодержащих фуллеренилов.



10

Н. Н. Каркищенко

леренов С60 средств ноотропного и анк-
сиолитического действия, а при соот-
ветствующей модификации их молекул 
ожидать создания психотропных средств 
с антидепрессивными и психостиму-
лирующими эффектами. Однако рас-
шифровка принципов деятельности на-
норегуляторных систем может открыть 
самые неожиданные горизонты фарма-
копсихологии, например, воздействие на 
волевые функции, мгновенного внесения 
в память человека больших объемов ин-
формации.

Влияние нановеществ на поведение 
клеток через GPCR-рецепторы

Большое и широкое семейство ге-
нов в царстве грибов, растений и жи-
вотных, обеспечившее появление GPCR 
(G-protein coupled receptors), привело к 
делению общей структуры на 7 транс-
мембранных сегментов, с минимальной 
последовательностью подобия наибо-
лее удаленным GPCR. Семейство бел-
ков GPCR в геноме человека более чем 
представительно (около 900 членов), 
а рецепторы и лиганды играют роль во 
многих аспектах физиологии, фармако-
логии и имеют отношение к большому 
числу заболеваний (в ряду примерно 200 
GPCR) через изучение его роли в геноме, 
лиганде, рецепторе. Около 2000 GPCR и 
несвязанных мембранных протеинов в 
качестве контроля разделены на 36 кла-
стеров.

Роль рецепторов системы GPCR из-
учалась на биомоделях генетически мо-
дифицированных нокаутных мышах [2]. 
Первым геном, подвергнутым нокауту, 
был ген рецептора А2А. Изучение таких 
мышей показало, что рецептор А2А игра-
ет роль в проведении болевого сигнала 

через периферические участки, ингиби-
ровании агрегации тромбоцитов и регу-
ляции кровяного давления. Рецептор А2А 
также важен для моторной стимуляции 
эффектов кофеина. Также было показа-
но, что рецептор А2А вносит свой вклад 
в ишемические повреждения мозга у 
взрослых мышей.

Совместно с лабораторией ЦКП 
«Биовест» ФЦМО нами исследовано 
влияние фуллеренилов на их способ-
ность связываться с аденозиновыми ре-
цепторами А1 и А2, взаимодействующи-
ми с различными G-белками. Было также 
проверено взаимодействие фулеренила 
C60F24 с рецептором А3, взаимодействую-
щим с Gi/o-белком (рис.3). Полученные 
результаты демонстрируют  способность 
GPCR-рецепторов распознавать лиганд 
фуллеренила и активировать G-белки. 
Эти предварительные данные иллю-
стрируют способность нановеществ 
взаимодействовать с универсальными 
рецепторными системами мембранных 
белков. Воспользовавшись удобной схе-
мой взаимодействия лигандов с GPCR-
рецепторами [15], мы можем предста-
вить механизм влияния фуллеренилов на 

Рис.3. Взаимодействие фулеренила C60F24 
c аденозиновым рецептором А3 системы 
GPCR. Аппликация C60F24 (верхняя кривая) 
производилась в ДМСО (нижняя кривая, 
контроль)
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трансмембранные процессы следующим 
образом (рис.4 и 5).

Многосторонность системы GPCR 
значительно превосходит любой другой 
класс поверхностно-клеточных рецеп-
торов. Природные молекулы, на кото-
рые есть отклик GPCR имеют размер 
от нейротрансмиттеров, которые только 
в несколько раз больше атома углерода, 
до протеинов, которые в 75 раз больше 
него. GPCR участвует во всех функци-
ях организма, которые поддерживают 
жизнь, от биения сердца и пищеварения 
до дыхания и активности мозга. Можем 
предположить, что фуллерены и иные 
нановещества, как и другие лиганды, 
способны запускать внутренний каскад 
регуляторных механизмов поведения 
клетки (рис.5)

Новые взгляды на функционирование 
GPCR предполагает появление новых 
подходов к лечению болезней. Трансмем-
бранные белки представляют собой одну 
из самых больших групп белков, выпол-
няющих сигнальную, транспортную, за-
щитную, рецепторную, метаболическую 
и структурную функции (рис. 3, 4) [15]. 
Несмотря на универсальность структу-
ры GPCR унитропностью к ним обла-
дает великое множество существующих 

и, надо думать, будущих лекарств. По-
лученные нами данные позволяют счи-
тать, что модифицированные фуллерены 
имеют все основания стать прототипом 
будущих инновационных лекарств, дей-
ствующих на клеточные структуры через 
GPCR-рецепторы и аналогичные транс-
мембранные системы.

Внутриклеточная транслокация  
наночастиц в мозге

Вне всякого сомнения мозг являет-
ся органом-мишенью для наночастиц и 
нановеществ [5, 6]. Попадать они туда 
могут путем пассивной и активной диф-
фузии, а наноагломераты – путем эндо-
цитоза. Нами проведены электронно-
микроскопические исследования 
фуллеренилов C60F24 и получены данные, 
подтверждающие общие механизмы 
транслокации ксенобиотиков в мозге. 
Фуллеренилы C60F24 вводились крысам 
WAG/GY интраперитонеально в дозе 20-
30 мг/кг или интрацистернально в дозе 
6-7нмоль. 

Процесс транслокации наночастиц-
лигандов в нервную клетку начинал-
ся с того, что они взаимодействовали с 

Рис. 4. GPCR осуществляют блокировку со-
общения в клетку, пока нановещества (фул-
лерены) или сигнальные молекулы (гормон, 
нейромедиатор и т.д.) не обволакиваются 
активной зоной и образуют сайт.

Рис. 5. Лиганд-рецепторное обволакивание 
нановеществ (фуллеренов) может обеспечи-
вать активацию молекулы G-протеина, кото-
рая переключает серию внутримолекуляр-
ных взаимодействий и изменяет поведение 
клетки. 
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рецепторами на нейролемме. Этот вид 
эндоцитозного поглощения, или опосре-
дованный рецепторами эндоцитоз, отли-
чается по количественным и качествен-
ным показателям от эндоцитоза молекул, 
лишенных сродства к плазматической 
мембране, и поглощение происходит в 
соответствии с принципом градиента 
концентрации (объемный или жидко-
фазный эндоцитоз) [4, 13] и модуляции 
транспортных белков (Р-гликопротеид) 
[16]. Вслед за первым этапом взаимо-
действия, когда происходит связывание 
наночастиц со специфическими ре-
цепторами на клеточной поверхности, 
комплексы лигандов образуют на плаз-
молемме скопления (или кластеры), рас-
полагающиеся в местах окаймленных 
углублений (coated pits).

Окаймление на внутренней поверх-
ности мембраны обеспечивает фибрил-
лярный белок – клатрин. Проникновение 
фуллеренилов C60F24 в места окаймлен-
ных углублений сопровождалось инва-
гинацией в нейрон во время эндоцитоза 
(рис. 6). В результате образовывались 
окаймленные пузырьки – своеобразные 
везикулярные контейнеры – носители 
нановеществ (рис. 6). По мере продви-
жения в цитоплазму нейрона они теряли 
клатриновую оболочку и сливались друг 
с другом или везикулами иного типа, об-
разуя более крупные пузырьки с глад-
кой поверхностью в виде эндосом или 
рецепторосом. В этом процессе мы не 
наблюдали никаких особых отличий от 
действия других, более высокоразмер-
ных молекул [4]. 

Данные о судьбе рецепторов и лиган-
дов ранее удалось установить методом 
электронно-микроскопического анализа. 
В опытах с двойной меткой гепатоцитов 
наночастицами золота неодинакового 

размера при инкубации срезов сначала с 
антителами против лиганда (гликопроте-
ид с терминальной галактозой), а затем 
с антителами против соответствующего 
рецептора оказалось возможным иденти-
фицировать везикулярно-тубулярную си-
стему CURL (Compartment of uncoupling 
of receptor and ligand) [4, 17, 29]. По-
видимому, именно там происходят дис-
социация рецептора и лиганда, а также 
их перераспределение, в результате чего 
лиганды сосредотачиваются в везикуляр-
ной части CURL, а рецепторы – в тубу-
лярном отделе. Везикулярный фрагмент 
CURL с лигандом оказывается объектом 
агрессии лизосом и встроенных в них 
ферментов, а тубулярный участок, на-
груженный рецепторами, ампутируется 
от системы CURL, и, таким образом, ре-
цепторы, избежав протеолиза, возвраща-
ются на поверхность клетки. Сходная по 
направленности реакция описана нами в 
отношении ряда психотропных средств 
и ксенобиотиков [4].

Как и для других веществ, кинетика 
связывания фуллеренила C60F24 с рецеп-
тором и механизмы передачи сигнала 
жестко не детерминированы и в соответ-
ствии  с общими закономерностями био-
логических процессов могут проходить 
по альтернативному (запасному) пути. 

С помощью электронномикроскопи-
ческих исследований нами визуализиро-
вана способность наночастиц к прямому 
взаимодействию с нейронами (рис. 7). 
Внутрижелудочковое введение их в обход 
ГЭБ позволяет обеспечить возможность 
прямого контакта наночастиц с соответ-
ствующими рецепторами на нейрональ-
ной плазмолемме, о чем можно судить 
по наличию многочисленных окаймлен-
ных везикул. Транснейронный перенос 
наночастиц (судя по реакции усиления 
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специфического эндоцитоза) отчетливо 
заметен в большинстве изученных обра-
зований, включая кору головного мозга.

Процесс эндоцитоза фуллеренов 
складывается из ряда последователь-
ных этапов: кластеризации комплекса 
нановещество-рецептор, интернализа-
ции комплексов с образованием окайм-
ленных везикул, диссоциации лигандов и 
разрушения их в лизосомах или мульти-
везикулярных тельцах, рециклирования 
рецепторов. Внутринейрональная сорти-
ровка лигандов-рецепторов осуществля-
ется в особых везикулярно-тубулярных 
компартментах, являющихся произво-
дными пластинчатого комплекса (рис.6, 
7). Все эти процессы более наглядно 
представлены на рис. 8. 

Нами обнаружено, что наночасти-
цы C60F24 взаимодействуют не только 
с нейронами, но и c астроцитами, что 
может быть связано с наличием неких, 
пока неизвестных рецепторов на клетках 
астроглии. Дальнейшая судьба везикул-

контейнеров, нагруженных наночасти-
цами и для нейронов, и для астроглии 
одинакова: деградация содержимого 
осуществляется в лизосомах (основной 
путь) или мультивезикулярных тельцах 
(хелперный, или вспомогательный путь). 
Не вдаваясь глубоко в анализ механизмов 
взаимодействия наночастиц с субклеточ-
ными структурами, следует заключить, 
что транслокация фуллеренилов С60FnRn 
в головном мозге обеспечивается не 
только при интрацистернальным, но и 
при системном их введении. 

Геномика, протеомика  
и иные «наноомики»

Молекулярная белковая машина вза-
имосвязана с информационной структу-
рой гена. Белковые «карты» биосистем 
организма, анализ экспрессии генома на 
уровне мРНК, геномный анализ клеточ-
ных популяций и продолжающаяся «ин-
вентаризация» тканевых белков создали 

Рис. 6. Увеличение количества окаймленных 
везикул, сочетающееся с активацией аппа-
рата протеолиза под влиянием фуллеренила 
C60F24 в дозе 25 мг/кг, введенного интрапе-
ритонеально. Обозначения: ОВ – окаймлен-
ные везикулы, ПЛ – первичные лизосомы, 
ВЛ – вторичные лизосомы, ПК – пластинча-
тый комплекс, М – митохондрии, Я – ядро. 
Ув. 32 000.

Рис. 7. Влияние интрацистернального вве-
дения 6,8 нмоль фуллеренила С60F24 на 
пластинчатый комплекс клеток головного 
мозга, в котором наблюдается разобщение 
(стрелка) окаймленной части CURL, носите-
ля лиганда и тубулярного фрагмента – реци-
клирующего рецептора. Обозначения те же, 
что и на рис. 5. Ув. 40 000.
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предпосылки нового научного направле-
ния – нанопротеомики. Это следующий 
за геномикой и протеомикой этап раз-
вития биомедицинских технологий для 
изучения и оценки нанобезопасности и 
наноэффективности.

Используемые в настоящее время для 
оценки наноматериалов на животных-
моделях биомаркеры были получены 
несколько десятилетий назад. Необхо-

димо срочно искать более оптимальные 
варианты. Существует множество новых 
техник, обещающих лучшие результаты. 
Они включают разного рода «омики» 
(геномика, протеомика, экспрессионо-
мика, метаболомика, гистомика, целло-
мика), также как поведенческие профи-
ли, телеметрия и улучшенные методы 
представлений. Эти техники часто до-
рогие и затратны по времени. Их можно 
применять в небольших экспериментах, 
в которых используют генетически одно-
родных животных. Они также нуждают-
ся в валидации в различных лаборатори-
ях. Их нельзя применять на аутбредных 
животных, тем более для оценки нано-
веществ. Необходимо использование ге-
терогенных и генномодифицированных 
животных.

Многообразные химические, белко-
вые, пептидные и иммунные комплексы 
участвуют в регуляции активности клет-
ки и имеют способность откликаться на 
сигнал, который в других ситуациях они 
игнорировали. Индивидуальные протеи-
ны имеют свои программы в специфи-
ческих генах, но эти комбинации рецеп-
торов не всегда соответствуют простым 
программам поведения, на основе ко-
торых оно могло бы быть предсказано. 
Поэтому они должны быть рассмотрены 
как продукт «фантома» генов.

Метаболические, физиологические 
и патофизиологические взаимодействия 
весьма гибкие, а значит, действие нано-
материалов зависит от столь тонких и 
сложных условий на уровне белка, что 
только прямой и всесторонний анализ 
переноса природных протеинов обеспе-
чит перспективы достоверного и соот-
ветствующего скрининга и контроля. 

Огромные и динамически сложные 
протеиновые изоформы могут быть ре-

Рис. 8. Гипотетическая схема взаимодей-
ствия нановещества-лиганда и рецептора. 1 
– плазмолемма нейрона; 2 – рецептор; 3 – 
наночастица-лиганд (фуллерен); 4 – окайм-
ленное углубление; 5 – везикулярная часть 
системы CURL; 6 – тубулярная часть систе-
мы CURL. Сплошная стрелка – альтерна-
тивный путь взаимодействия лиганда с уча-
стием мультивезикулярного тельца (МВТ); 
двойная стрелка – место разделения на 
везикулярную и тубулярную части в системе 
CURL. Обозначения: ОВ – окаймленные ве-
зиулы; Я – ядро; ПЛ – первичная лизосома; 
ВЛ – вторичная лизосома; ПК – пластинча-
тый комплекс; CURL – место разделения ре-
цептора и лиганда; Э – эндосома.
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ально уменьшены до нескольких клю-
чевых суррогатных биомаркеров с 
адекватным количественным и диффе-
ренциальным анализом протеиновых 
объектов [25]. 2D-PAGE обеспечивает 
лишь качественную технику анализа 
объектов, а точную информацию о моле-
кулах можно получить с помощью авто-
матической масс-спектрометрии.

Аналитическая база биомоделиро-
вания на основе клеточно-картируемой 
протеомики включает в себя самые со-
временные методы и подходы [1], пред-
ставленные на рис 9.

Это открывает перспективы для все-
стороннего понимания молекулярного 
уровня действия наночастиц или нано-
лекарств, или их составляющих в дей-
ствии. Это повысит качество и скорость 
данных, полученных из моделей in vitro, 
например, моделей стволовых клеточ-
ных культур человека. Эти модели могут 
быть использованы для создания опти-
мально соответствующих и быстрых 
«рецепторов протеиновых изоформ» для 
условий цитотоксичности, относитель-
ной клеточной полиферации и скринин-
га нановеществ.

 

Доминанты нанокинетики  
и нанодинамики

Правомерность терминов, выне-
сенных в подзаголовок, можно легко 
оспорить. Действительно, пока нет до-
статочных данных, чтобы говорить об 
общих принципах фармакокинетики или 
токсикокинетики наноинженерных ве-
ществ, равно, как и об их фармако- и ток-
сикодинамике. Но стоит вспомнить, что 
термины «фармакокинетика» и «фарма-
кодинамика», известные теперь каждому 
покупателю аптечных лекарств, полсто-
летия назад употреблялись лишь самы-
ми «продвинутыми» специалистами-
фармакологами. 

Наноразмерные вещества не явля-
ются чем-то абсолютно неожиданным 
для живых систем. Наночастицы в виде 
космической и вулканической пыли 
существовали всегда. Просто поток 
инженерно-созданных наночастиц будет 
оказывать большее давление на биосуб-
страты, менять баланс метаболических 
систем, что потребует изучения новых 
механизмов жизнедеятельности, а, воз-
можно, и кардинальных изменений на-
ших представлений об интимных про-
цессах квантово-механического уровня.

Уникальная адсорбционная, реак-
ционная, каталитическая активность 
наночастиц, их большая удельная по-
верхность и, соответственно, огромный 
химический потенциал на межфазной 
границе, заставляют по-новому взгля-
нуть на структурные параметры функци-
онирования нанокинетических мишеней. 
Важнейшей доминантой для нанокине-
тики и нанодинамики является позна-
ние интегративных процессов, таких как 
нахождение функции дозы и времени и 
установление связи между концентра-

Рис 9. Возможности и последовательность 
проведения протеомного анализа, в том 
числе в целях поиска мишеней для оцен-
ки безопасности и эффективности нанове-
ществ и нанопрепаратов [по 1].
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цией и эффектом, оптимизации отбора 
проб. На рис. 10 представлена теоретиче-
ская схема соотношения наноэффектив-
ности и нанотоксичности для веществ от 
начального действия до развертывания 
токсических проявлений.

Обратимся вновь к примеру фулле-
ренов. Липофильная природа фуллерена 
С60 предопределяет его локализацию и 
участие в функционировании неполяр-
ных мембранных структур, в перено-
се различных веществ через мембрану 
[18, 20]. Фуллерены взаимодействуют с 
противоионами, образуя прочные ком-
плексы, что может объяснить некоторые 
«загадочные» функции аргинин-богатых 
пептидов и белков (cell penetrating 
peptides, CPP) в мембранах [22]. Подоб-
ные механизмы вносят существенное от-
личие в сорбционные и метаболические 
процессы наночастиц, в сравнении с 
классическими лекарствами и ксенобио-

тиками.
Интересно, что для самого фуллерена 

найден новый, ранее неизвестный путь 
метаболизма, не связанный с обычны-
ми окислительно-восстановительными 
реакциями. Было показано, что сам фул-
лерен С60 подвергается биотрансформа-
ции не только в  печени, но и в других 
тканях организма. Более того, метабо-
лизм фуллерена in vivo может протекать 
не по обычным механизмам окисления 
ксенобиотиков, но и по реакции Дильса–
Альдера [9]. Поэтому построение функ-
циональных кинетических моделей для 
наночастиц требует учета целого ряда 
новых факторов (рис. 11).

Для тех наночастиц, которые с лег-
костью проникают через различные 
мембранные барьеры, быстрое нараста-
ние концентраций может происходить в 
разных органах, а элиминация осущест-
вляться не одним каким-то предпочти-
тельным путем, например, ренальным, а 
неравномерно, но сразу по разным путям 
экскреции: кожа, легкие, печень, почки 
(рис. 11).

Ткани, в которых будет наблюдаться 
быстрое и преимущественное нараста-
ние концентрации наночастиц, называют 
хорошо перфузируемыми или централь-
ными. Ткани, не входящие в централь-
ную камеру, обычно объединяются в 
одну, две и т.д. дополнительные камеры, 
которые называются периферическими. 
При построении кинетических моделей 
для классических лекарств и ксенобио-
тиков эти камеры называют медленно 
перфузируемыми, так как максимальные 
концентрации препаратов в них насту-
пают гораздо позже, чем в центральной 
камере. Когда график зависимости кон-
центрации препарата от времени имеет 
двухфазный характер, организм рассма-

Рис. 10. Теоретическое представление свя-
зи концентрация – эффект, определяющая 
динамический диапазон эффективности для 
нановеществ от начального действия до ток-
сического проявления. По оси абсцисс: кон-
центрация наносубстанции в плазме крови 
(выраженная в безразмерных единицах); по 
оси ординат: процент наблюдаемых эффек-
тов у испытуемых людей или животных. Ле-
вая кривая отображает нанодинамические, 
а правая – нанотоксические эффекты.
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тривается как двухкамерная система, 
состоящая и центральной и перифери-
ческой камер. Для наночастиц роль цен-
тральных камер теоретически может 
принадлежать трем, четырем, пяти и т.д. 
органам. В этом случае математическое 
моделирование кинетических процессов 
может быть чрезвычайно громоздким и 
малопродуктивным.

Биологический эффект (Е) воз-
действия наносубстанций на организм 
в простейшем случае можно описать 

функцией одного па-
раметра – введенной в 
организм дозы (D):

Е = f (D)        (1)

М н о г о ч и с л е н -
ность органов-
мишеней для 
наночастиц, их биодо-
ступности (F), разноо-
бразий в рецепторике, 
константах скоростей 
поглощения, распре-
деления, метаболизма 
и выведения (ki), от 
объема распределения 
препарата (Vd), по-
зволяет представить 
уравнение (1) в виде: 

Е = f (D, t, F, Vd, ki) (2)

Символы в правой 
части выражения гово-
рят о существовании 
cложных взаимоотно-
шений между фарма-
кодинамическими и 
фармакокинетически-
ми параметрами при 
создании моделей 

действия нановеществ. Установить связь 
между ними – значит получить возмож-
ность анализировать или даже регулиро-
вать выраженность эффекта, изменяя тот 
или иной параметр.

Мультикомпартментное моделиро-
вание для одновременного описания на-
нококинетики и нанодинамики новых 
веществ позволяет соотнести наноэф-
фективность с нанокинетикой: 

Рис. 11. Теоретическая блок-схема структурно-параметрической 
функциональной модели для оценки кинетики нановеществ (НВ) 
и нанометаболитов (НМ).

легкие

головной мозг

ве
но

зн
ая

 к
ро

вь

артериальная кровь

сердце

Биотрансформация
CLm – клиренс в 
печени, период

полувыведения t1/2
нановеществ, 

ЭКСКРЕЦИЯ
нанопродуктов

с желчью

печень

селезенка

жировая ткань

кожа

ЖКТ

поджелудочная
железа

мышечная
ткань

почки и их
клиренс Clr

НВ НМ



18

Н. Н. Каркищенко

    
(3)

где Emax – максимальное значение 
эффекта при полном насыщении рецеп-
торов, ЕC50% – концентрация вещества в 
эффекторном компартменте модели, вы-
зывающая 50% эффекта от Emax.

Такие зависимости широко исполь-
зуются в других областях биомоделиро-
вания в биомедицине, но в нашем случае 
они предсказывают максимальный эф-
фект, который может вызвать нановеще-
ство, т.к. при его отсутствии  величина 
эффекта равна нулю. 

Вследствие этого эффект нанове-
ществ будет измеряться в условиях не-
стационарного состояния (неустановив-
шегося равновесия между содержанием 
препарата в плазме крови и тканях, в 
которых вещество оказывает свое дей-
ствие). Отставание между достижением 
максимальной концентрации в плазме 
крови и тканях (Cp) от момента насту-
пления максимального эффекта созда-

ет зависимость, имеющую вид петли 
гистерезиcа (рис. 12).

Подобная форма графика (рис.12) 
говорит о том, что многочисленные ре-
цепторы, которые обусловливают разви-
тие эффекта, расположены не в плазме 
крови, а в самых различных областях 
организма, которые окажутся целевыми 
органами или целевыми тканями для на-
нопрепаратов. Формализация концепции 
гистерезиса позволяет наполнить новым 
смыслом понятия эффекторной камеры 
и компартмента и перейти к непараме-
трическому фармакомоделированию или 
использовать непараметрические мето-
ды моделирования для наночастиц и на-
нопрепаратов [3]. 

Фармакокинетику двухкамерной 
фармакокинетической системы удобно 
проиллюстрировать на примере модели, 
состоящей их двух частей. Если внутри-
венное введение представляет собой бы-
строе заполнение первой камеры (k12), то 
начинает заполняться и вторая камера 
(k21), до тех пор, пока концентрации в 
обеих камерах не сравнятся. Кинетика 
распределения в двухкамерной фармако-
кинетической системе характеризуется 
тремя константами скоростей: констан-
той скорости элиминации из централь-
ной камеры (ke) и константами скоростей 
распределения (k12 и k21). Изменения кон-
центраций в центральной (С1) и перифе-
рической (С2) камерах модели описыва-
ются следующим уравнением: 

           (4)

В многокамерной же фармакокине-
тической модели элиминация исходного 
вещества и каждого из его метаболитов 
также может иметь моноэкспоненци-
альный характер, но только если их рас-

Рис. 12. Теоретическое представление свя-
зи концентрации и фармакодинамических 
эффектов нановеществ, получившее назва-
ние «гистерезиса».
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сматривать каждый в отдельности. Как 
представлено на рис. 11 экскреция нано-
веществ может осуществляться одномо-
ментно разными путями (легкие, печень, 
кожа, почки, ЖКТ), каждый из которых 
можно рассмотреть как однокомпар-
тментную модель, хотя это и весьма 
условное допущение. Однако при объеди-
нении этих однокамерных звеньев систе-
ма приобретает новые свойства, анализ 
которых позволяет выяснить ряд законо-
мерностей, связанных с использованием 
линейных многокамерных фармакокине-
тических моделей для изучения метабо-
лизма нановеществ. Математически это 
достаточно громоздкий и трудоемкий 
процесс, Поэтому необходим поиск но-
вых подходов компьютерного моделиро-
вания, формализованной аксиоматики, 
критериев Колмогорова, метода Монте-
Карло и иных нестандартных принципов 
математического моделирования.

Проблемы развития нанотехнологии 
ставят вопросы, на которые потребуются 
незамедлительные ответы. В их числе: 
пути поступления наночастиц в орга-
низм, их транспорт, биотрансформация, 
деградация и депонирование, элимина-
ция, инактивация, рецепторные и иные 
механизмы действия, динамические 
характеристики в различных органах-
мишенях. Наконец, связь динамических 
и кинетических процессов.

Исследования кинетики и динамики 
нановеществ только начинаются. Ме-
тоды прямого измерения концентрации 
для большинства наночастиц отсут-
ствуют. О нанокинетике фуллеренов С60 
можно судить лишь по косвенным дан-
ным, согласно которым, например, после 
однократной ингаляции, эффекты повы-
шенного ПОЛ наблюдались в течение по 
крайней мере трех месяцев [23]. Связано 

ли это с введением собственно наноча-
стиц еще предстоит выяснить. Поэтому 
методы, приведенные выше, имеют на 
сегодняшний день ряд методологиче-
ских ограничений. 

С практической точки зрения прото-
колы исследования нанокинетики имеют 
малую гибкость, поскольку требуют из-
мерения концентраций в строго опреде-
ленные моменты времени. Метод, ис-
пользующий теорему Байеса и оценку 
максимального правдоподобия (см. фор-
мулу 5 полной вероятности Байеса) по-
зволит определить наиболее вероятный 
набор нанокинетических параметров.

             

(5)

где N – число диапазонов разбиения; 
Fi(HL) – частота встречаемости от-

клонения Хi в первом диапазоне;
НL – принадлежность к определенно-

му классу нановеществ вычисляется по 
формуле:

  (6)

где P(Hi) – вероятность гипотезы Hi, 
P(AL/Hi) – условная вероятность события 
AL по этой гипотезе.

Вероятность события AL (принад-
лежность к определенной группе нано-
веществ) определяется формулой: 

       

(7)
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При разработке различных версий 
Байесовского подхода, нами ранее было 
показано [3, 4], что вероятностные фар-
макодинамические и фармакокинети-
ческие оценки в значительной степени 
независимы от вариаций исходных дан-
ных. Байесовские оценки параметров 
C0, CL, Vd, ke, ka и т.д. вычисляются с по-
мощью таких процедур, как Simplex или 
иных математических и компьютерных 
приемов и программ. 

Компьютерные модели,  
аксиоматика и метод Монте-Карло

Широко применяемые для оценки ре-
зультативности и токсичности лекарств 
методы компьютерного моделирования 
оптимизируются не только в направ-
лении нанобезопасности [5], но при-
ложимы и к изучению эффективности 
нановеществ. Примером компьютерно-
го моделирования на основе сравнения 
термодинамических возможностей пре-
одоления мембранных структур моди-
фицированными молекулами фуллерена 
С60, может служить работа биохимиков 
Оксфордского университета [NanoWeek  
16-22. 03. 2009, №. 59]. Эта виртуальная 

модель дает красивую иллюстрацию по-
лученным нами и другими авторами экс-
периментальным данным (рис.13).

На рис. 13 показаны различия транс-
локации фуллеренов. Так, если простой 
фуллерен С60 хорошо проникает через на-
ружный слой, но задерживается в середи-
не мембраны (рис.13А), а С60(ОН)20 ввиду 
своей гидрофильности остается в наруж-
ном водном слое (рис.13В), то С60(ОН)10 
преодолевает мембранный «сэндвич» и 
достигает цитозольного пространства 
(рис.13С). Подобные компьютерные 
модели расширяют возможности моде-
лирования эффектов и тропности на-
новеществ к рецепторам и органеллам 
клеток, позволяют прогнозировать пути 
направленного транспорта и транслока-
ции лекарств, созданных на базе наноин-
женерных технологий и прогнозировать 
их фармакодинамические и фармакоки-
нетические профили.

Тем не менее нанотехнологические 
инициативы требуют поиска и использо-
вания новых математических подходов 
и методов математического моделиро-
вания. Методологические основы совре-
менной математической науки, начало 
которой положили Н.Бурбаки, определя-

Рис.13. Фуллерен С60 «застревает» в гидрофобном участке (А), С60(ОН)20 остается в гидрос-
лое мембраны (В), а С60(ОН)10 проникает в цитозоль (С). Схема представлена на основе 
Оксфордской компьютерной модели (см. текст).
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ют не столько саму математику, сколько 
объекты, которые она исследует. Это 
направление, получившее название фор-
мализованной аксиоматики, возникло на 
основе аксиоматики Евклида, но отлича-
ется точным знанием правил вывода, ис-
пользованием языка символов и формул, 
заменой содержательных рассуждений 
преобразованиями формул и счислений.

Представлениям о формально-
логических системах, как абстрактных 
аксиоматических теориях и разрешениям 
задач непротиворечивости, полноты и 
независимости системы аксиом, мы обя-
заны Д.Гильберту и А.Н.Колмогорову. 
Работы А.Н.Колмогорова обосновали и 
разрешили вопросы сопоставления ста-
тистических данных с вероятностной 
теорией явлений. Согласно критерию 
А.Н.Колмогорова сходимость ряда 

является достаточным условием для 
того, чтобы усиленный закон больших 
чисел был применим к последователь-
ности взаимно независимых случайных 
величин Хκ. 

На основе теории вероятностей и 
посылках о вероятностной природе на-

нобиотехнологических явлений, являю-
щихся аксиоматичными по самой сути 
своей природы, возможно продвижение 
на основе аксиоматики Колмогорова по 
пути имитационного моделирования 
методом Монте-Карло. Сложная форма 
поведения биологических систем пока 
не позволяет описать их строгими мате-
матическими формулами, тогда как суть 
моделирования методом Монте-Карло 
заключается в проведении определенно-
го числа случайных испытаний и экспе-
риментов для оценки поведения каждого 
компонента биосистемы на уровне нано-
процессов с участием или под влиянием 
наночастиц, нановеществ или нанопре-
паратов.

Механистическим примером биоло-
гических испытаний нановеществ может 
являться «доска Гамильтона» (рис.14). 
Вбрасываемые шарики распределяются 
случайным образом и при достаточной 
выборке подчиняются гауссову, или нор-
мальному, распределению. В сущности 
то же происходит при любом солидном 
биомедицинском исследовании в силу 
стохастичности большинства биологи-

Рис. 14. Доска Гамильтона как пример веро-
ятностного распределения значений в био-
логическом эксперименте по исследованию 
эффектов нановеществ.

Рис. 15. Пример численного интегрирова-
ния функции Гаусса методом Монте-Карло. 
Точками обозначены мгновенные значения 
биомедицинских параметров при оценке 
эффектов нановеществ. На осях абсцисс и 
ординат условные единицы.



22

Н. Н. Каркищенко

ческих процессов и вероятности рас-
пределения откликов биосистем на воз-
действие наночастиц и нановеществ. В 
литературе можно найти сотни приме-
ров, подтверждающих аксиоматичность 
и вероятность реагирования живых си-
стем [3, 4].

Не вдаваясь в детали использования 
метода Монте-Карло для анализа и оце-
нок нанобиотехнологических экспери-
ментов и их результатов, отметим, что 
стохастический алгоритм интегрирова-
ния методом Монте-Карло заключается 
в случае многих (N) биомедицинских 
измерений в ограничении n-мерным 
параллелепипедом (рис. 15), площадь 
которого Sn включает в себя все много-
образие экспериментальных данных. В 
этом случае построение искомой модели 
методом Монте-Карло осуществляется 
по формуле S = Sn(K/N), где K – число 
экспериментальных точек под графиком 
функции. Метод Монте-Карло прило-
жим к анализу сложных биологических 
систем или явлений, когда иные мате-
матические приемы слишком громоздки 
и трудоемки. Для метода Монте-Карло 
имеется хорошо разработанный матема-
тический аппарат и качественный про-
дукт для компьютерной обработки.

Заключение

Стремительное развитие наноин-
женерных технологий сопровождается 
явным отставанием нанобиотехнологи-
ческих исследований. Необходима выра-
ботка единой технологической платфор-
мы междисциплинарных экспериментов 
с наноинженерными веществами в био-
логических, доклинических и клиниче-
ских исследованиях (рис.16).

Учитывая мировые биоэтические 

тенденции по сокращению использова-
ния лабораторных животных, необхо-
димо искать адекватные альтернативы 
при исследовании наноинженерных ве-
ществ и материалов. С одной стороны это 
определяется тем, что в марте 2009 г. те-
стирование определенных химических 
средств на животных было запрещено 
Европейским Союзом. Запрещение ка-
сается проверки острой токсичности, 
повреждений кожи, повреждений глаз и 
мутагенности [11]. Тесты на токсичность 
с повторяющимися дозами, включая чув-
ствительность кожи, будут запрещены с 
марта 2013 г. [11]. С другой стороны, тен-
денции к ограничению широкомасштаб-
ного использования животных-моделей, 
а также уникальные свойства нанове-
ществ заставляют проявлять новые био-
медицинские инициативы на путях аль-
тернативного моделирования. Наряду с 
in vitro-моделями изучение новых фар-
макологических свойств нановеществ и 
наночастиц диктует необходимость раз-
работки специальных методов оценки 
их эффективности на основе наногеном-
ных, нанотранскриптомных и нанопро-
теомных технологий. 

Иррациональность полного отказа 
от исследования на животных очевидно 
даже для начинающих профессионалов. 
Ряд высококомпетентных авторов [14, 
19] выдвинули гипотезу, что нет ни одно-
го подхода, не использующего животных 
для получения всеобъемлющей инфор-
мации об эффективности и безопасности 
веществ. Существует множество форм 
для достижения этих целей. Для оцен-
ки потенциальной чувствительности и 
адекватной оценки барьерных функций 
(бронхо-легочных, кожных, желудочно-
кишечных, гематоэнцефалических и 
др.) человека, необходимо и возможно 
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изучение химического взаимодействия, 
пептидного взаимодействия, предраспо-
ложения тканевой биоактивности, вос-
паления тканей, пролиферации Т-клеток 
и др., но только в сочетании с корректны-
ми оценками на животных. 

Генетические вариации в отклике на 
лекарства, ксенобиотики, токсиканты и 
нановещества у человека идентифици-
ровать трудно, поскольку определение 
вариаций может опоздать. Целесообраз-
нее анализировать эти вариации на ге-
терогенных животных, их инбредных, 
трансгенных и нокаутных линиях, по-
зволяющих определять гены, ответ-
ственные за генетический полиморфизм, 

а затем смотреть, являются ли эти же 
гены ответственными за соответствую-
щие отклики у человека на ранних ста-
диях испытаний. Генетический профиль 
животных проще чем у человека, а боль-
шое количество генов, ответственных за 
отклик нановеществ может быть легче 
найден и использован для создания пер-
сонифицированных лекарств.

Предлагаемая нами технологическая 
платформа представляет собой замкну-
тый цикл поиска и оценки эффективно-
сти и безопасности нановеществ, как по-
тенциальных инновационных лекарств 
на путях от их скрининга до мониторин-
га возможных сайдэффектов в IV фазе 

Рис. 16. Технологическая платформа междисциплинарных биомедицинских исследований 
наночастиц, нановеществ и лекарственных средств, созданных на основе наноинженерных 
технологий. Обозначения: МБМ – мутантные белки-мишени; ADMET – Absorption, Distribution, 
Metabolism, Extraction and Toxicity; QSAR – Quantitative Structure Activity Relationship; SBDD 
– Structure-Based Drug Design; МАБП – мембранно-активные белки и пептиды; ГГЖ – гете-
рогенные животные, КрЖ – крупные животные (мини-свиньи, собаки, обезьяны); ГМЖ – 
генномодифицированные животные;
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клинических наблюдений (рис.16). Важ-
ным элементом техноплатформы являет-
ся привнесение в традиционную схему 
изыскания и контроля действия новых 
лекарств изучения специфических для 
нановеществ и только им присущих осо-
бенностей влияния на термодинамику и 
жизнедеятельность биосистем, таких как 
наноэффективность, нанобезопасность, 
фармакодинамики и фармакокинетики 
структур наноразмерного уровня.

Другим важным элементом предла-
гаемой техноплатформы является обя-
зательное мониторирование эффектов 
нанолекарств (внеклинические испы-
тания) во всех фазах клинических оце-
нок и применения. Поскольку создается 
принципиально новый для медицинской 
практики класс лекарственных средств, 
резко возрастает роль фармаконадзора 
не только на этапах разрешения и вне-
дрения таких препаратов, но и на всем 
протяжении их широкого медицинского 
применения.

Нановещества не могут быть опре-
делены как простой гомогенный класс. 
Наши исследования фуллерена С60 и 
созданных на его основе фуллеренилов 
С60FnRn показали, что наряду с их общи-
ми чертами биологического действия, 
каждое из наносоединений имеет свой 
облик фармакологического действия. Об-
щими являются принципы траслокации 
в клетках на основе единого механизма 
образования окаймленных везикул и вза-
имодействия с CURL-системой. Мы об-
наружили, что такие нановещества, как 
фуллеренилы, не только способны прео-
долевать гематоэнцефалический барьер, 
но и взаимодействовать с органеллами 
нейронов и глиальных клеток. Способ-
ность фуллеренов взаимодействовать с 
GPCR-рецепторами позволяет раскрыть 

механизм их влияния на мембранные 
белки и системы транспорта наночастиц 
в живых системах (рис.16).

Нановещества являются удобными 
кандидатами для создания фармаколо-
гических средств, осуществляющих ре-
гуляторные и управляющие воздействия 
в ЦНС и в исполнительных органах. 
Способность фуллеренилов С60FnRn на-
правленно влиять на интрацентральные 
процессы головного мозга, изменять 
спектральные мощности электрической 
активности мозга и когерентные функ-
ции, хорошо подтверждается измене-
нием ими системных поведенческих 
реакций. Это дает основание думать о 
фуллеренах не только как об участниках 
в нанотранспортных процессах лекар-
ственных средств, но и как веществах 
прямого действия на структуры и про-
цессы головного мозга. На основании 
собственных данных мы прогнозируем 
модифицированные фуллерены как воз-
можные средства анксиолитического, 
ноотропного и других видов психотроп-
ного действия. 

Важным моментом является изуче-
ние и оценка нанокинетических параме-
тров, которые могут быть получены из 
структуры нановеществ и их квантово-
механического взаимодействия с био-
логическим окружением. Мы не можем 
вычленить изучение нанокинетики из 
потенциального порядка действий, вклю-
чая оценку нанофармакодинамических 
компонентов и безопасности нанове-
ществ (рис.16). Удобным и оптимальным 
на данном этапе является использование 
байесовских функций, поскольку стоха-
стичность конечных эффектов наноин-
женерных веществ, связанных с их сорб-
ционными свойствами, распределением, 
биотрансформацией и элиминацией кар-
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динально отличаются от проявлений их 
большеразмерных аналогов. Математи-
ческое и компьютерное моделирование 
нанобиотехнологических процессов в 
живых системах на начальных этапах из-
учения может основываться на аксиома-
тике Колмогорова и методе Монте-Карло. 
Хотя поиск адекватных математических 
моделей должен быть продолжен.

Характеристика влияния созданных 
через наноинженерные технологии про-
дуктов на здоровье – вопрос, который 
активно дебатируется и дискутируется. 
Определение порядка действий для вы-
явления эффектов от нановеществ будет 
ключевым в понимании данных, полу-
ченных в эксперименте для их экстрапо-
ляции в отношении человека.
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NANOENGINEERING DRUGS: NEW BIOMEDICAL 
INITIATIVES IN PHARMACOLOGY

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

It has been established that nonomatters, which were done on the base on C
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polyfluorides influence on regulatory process by reducing of spectral brain capacity in 
Δ-, θ-diapasons and reliable incrise them in σ-, β- and γ-diapasons, change coherent 
pattern between different brain zones. Changes in behavior reactions WAG/GY rats 
under C

60
F

n
R

n
 was character for anxiolitic and nootrophic actions. It was shown that 

nanomatters interact with transmembrane GPCR-receptor, get over gematoencephalitic 
barier by endocytosis, and theirs translocation in neurons and astroglia brain cells carry 
out throw CURL-system. In this article necessity of search of the new nanogenomic, 
nanoproteomic ways of alternative modeling and optimization of genetically-modified 
laboratory animals choice is based on facts. There is a new look on estimation of kinetic 
parameters of nanomatters and nanopharmacokinetic model construction on the base 
of Bayesian functions, Colmogorov axiomatic and Monte-Carlo method. A combined 
technological platform destined to identification nanoengineering prototypes of new 
highly effective drugs.
θθθθ
Key words: nanoparticles translocation, fullerenes, GPCR-receptors, nanoendocytosis, 
CURL-system, nanokinetic, axiomatic and Monte-Carlo method, technological 
platform.
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Сахарный диабет (СД) 2 типа во 
всем мире является одним из наиболее 
распространенных хронических забо-
леваний, развитие которого связывают 
со снижением рецептор – опосредован-
ной чувствительности клеток организ-
ма к эндогенному инсулину [2, 4]. СД 2 
типа, как любая хроническая патология, 
развивается на фоне прогрессирующей 
дисфункции иммунной системы с раз-
витием аутоиммунного повреждения 
островковой ткани поджелудочной желе-
зы (ПЖ) [1, 6, 8] и сосудистой стенки [3]. 
В эксперименте для изучения этой пато-
логии создают токсическую модель СД 
путем затравки животных аллоксаном 
или стрептозотоцином, моделирующих, 
только, нарушения типичные для СД 1 
типа. Модель аутоиммунного СД, также 
воссоздает нарушения СД 1 типа. В Рос-
сии модели СД 2 типа в эксперименте от-

сутствуют.
Целью настоящего исследования яви-

лось обоснование пригодности мутант-
ных мышей линии С57BL/KsJYLeprdb/+ 
для использования в качестве экспери-
ментальной модели СД 2 типа.

Материал и методы

Патофизиологические изменения в 
организме при СД 2 типа изучали на му-
тантных мышах С57BL/KsJYLeprdb/+(B/
Ks-Leprdb/+), которые несут рецессив-
ный ген leptin receptor-Leprdb-(db) (8-я 
группа сцепления, 4-я хромосома). Ген 
db в гомозиготном состоянии вызыва-
ет диабет, обусловленный снижением 
рецептор-опосредованной чувстви-
тельности клеток организма к эндо-
генному инсулину. Мыши-диабетики  
B/Ks-Leprdb/Leprdb (db/db) обоих полов 
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Изучена клиническими, биохимическими и морфологическими методами отечественная гене-
тическая модель сахарного диабета 2 типа на мутантных мышах линии С57BL/KsJYLeprdb/+, 
которая воспроизводят стадийность течения заболевания и соответствующие патогенетиче-
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бесплодны [5, 9, 10, 17]. Для контроля 
динамики развития СД 2 типа исполь-
зовали 2 группы здоровых мышей: фе-
нотипически здоровые гетерозиготные 
мыши той же линии B/Ks-Leprdb/+(db/+) 
и мыши линии C57BL/10 (B10). В работе 
было использовано 330 мышей: 150 мы-
шей – в опытной группе и 180 мышей – в 
контрольных группах. Изучали патофи-
зиологические закономерности развития 
СД 2 типа. Фиксировали массу тела, су-
точное количество принятой пищи и вы-
питой воды, продолжительность жизни 
животных. В цельной крови исследовали 
содержание глюкозы, гикозилированного 
гемоглобина (HbA1c), показатели липид-
ного обмена – общий холестерин (ОХ), 
триглицериды (ТГ), а также липопротеи-
ды высокой и низкой плотности (ЛПВП 
и ЛПНП). В динамике проводили гисто-

логические исследования внутренних 
органов, участвующие в патогенезе СД 
2 типа.

Результаты исследования 
и обсуждение

В настоящее время в России не суще-
ствует биомодели для изучения СД 2 типа. 
В НЦБМТ РАМН имеются линии мы-
шей, генетически предрасположенные к 
СД 2 типа. Учитывая это обстоятельство, 
на мышах линии С57BL/KsJYLeprdb/+ 
(B/Ks-Lepr db/+), выведенных в Центре, 
изучалась возможность использования 
животных этой линии в качестве генети-
ческой модели СД 2 типа. Была дана объ-
ективная патофизиологическая характе-
ристика динамики состояния мутантных 
мышей линии B/Ks-Lepr db/+.

Показатели 
углеводного обмена 

и массы тела

Линии мышей
db/db (СД 2)
1-я группа

db/+ (контроль)
2-я группа

B10 (контроль)
3-я группа

Возраст 1 месяц
Глюкоза,  ммоль/л 10,3±2,4*  (n=90) 5,4±0,5 (n=30) 5,6±0,3 (n=30)

HbAlc,  % 4,9±1,0* 3,5±0,07 3,0±0,08
Масса тела,  г. 19±2,5* 13±1,2 15±1,8

Возраст 2 месяца
Глюкоза,  моль/л 18,7±3,83*(n=90) 5,8±0,42 (n=30) 5,9±0,03 (n=30)

HbAlc,  % 7,9±1,11* 3,6±0,1 3,2±0,13
Масса тела,  г. 35±2,37* 15±2,69 18±2,49

Возраст 4 месяца
Глюкоза,  моль/л 25,5±3,49*(n=78) 4,6±0,39 (n=30) 4,9±0,69 (n=30)

HbAlc,  % 8,6±1,16* 3,7±0,25 3,7±0,22
Масса тела,  г. 40±2,68* 19±2,26 21±2,27

Возраст 6 месяцев
Глюкоза,  моль/л 27,4±2,09*(n=23) 5,7±0,65 (n=30) 5,4±0,38(n=30)

HbAlc,  % 8,9±1,25* 3,9±0,57 3,8±0,49
Масса тела,  г. 17±2,35* 24±1,80 27±1,64

* – p <0,05 по сравнению с контрольными группами.

Та б л и ц а  1 
Содержание глюкозы, HbAlc и показатели массы тела у мышей разных линий и возраста
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Клиническая и биохимическая   
характеристика генетической модели 
СД 2 типа у мутантных мышей линии B/
Ks-Lepr db/+. При динамическом иссле-
довании показателей углеводного обмена 
у гомозиготных мышей опытной группы 
– db/db с момента рождения было установ-
лено, что уже на 3-4 неделе жизни уровень 
глюкозы в крови у мышей db/db повыша-
ется с 4,3-6,0 ммоль/л. (исходный уро-
вень сразу же после рождения) до 9-13 
ммоль/л. и в среднем достигает 10,3±2,4 
ммоль/л. Содержание гикозилированно-
го гемоглобина (HbA1c) повышается с 
3,0-3,5% до 4,9±1,0%, а уже к 6-7 неделе 
превышает 5,2-6,1%. Результаты измере-
ния указанных показателей достоверно 
отличаются от аналогичных показателей 
в контрольных группах у генетически 
здоровых мышей (табл. 1).

Анализ динамических измерений со-
держания в крови глюкозы и HbA1c в 
опытной и контрольных группах мышей 
показывает, что у мышей db/db на 1, 2, 4 
и 6 месяцах после рождения нарушения 
углеводного обмена прогрессируют и 
достоверно отличаются от аналогичных 
показателей в контрольных здоровых 
группах гетерозиготных мышей db/+ и 
B10. Отдельные показатели липидного 

обмена через 4 месяца после рождения 
в группе мышей db/db также достоверно 
отличаются от аналогичных показателей 
у мышей контрольных групп (табл. 2).

Недостоверно более высокие циф-
ры ОХ (3,23±0,50 ммоль/л.) в опыт-
ной группе мышей db/db (1 группа) по 
сравнению с контрольными группами 2 
и 3 (табл. 2) не доказывают, однако, от-
сутствия нарушений жирового обмена 
у этих животных. Полученные данные 
(без учета липопротеидов очень низкой 
плотности – ЛПОНП) позволяют нам 
высказать предположение, что у мышей 
db/db имеются нарушения не только 
углеводного, но и жирового обмена. До-
стоверно более низкие значения в крови 
ТГ, ЛПНП у мышей db/db к 4 месяцу по-
сле рождения, по сравнению с феноти-
пическим контролем (животные 2 груп-
пы) следует, вероятно, рассматривать 
как результат активного участия печени 
в адаптационно-приспособительных ре-
акциях организма, обеспечивающей по-
глощение липидов из циркулирующей 
крови и поддержание жизненно важ-
ных параметров метаболизма липидов в 
физиологически допустимых пределах. 
Следствием этого, становится развитие 
жировой дистрофии печени уже ко 2 

Группа Линия мышей ОХ, ммоль/л ЛПВП, 
ммоль/л ТГ, ммоль/л ЛПНП, 

ммоль/л

1 db/db (СД 2)  
(n=40) 3,23±0,50 1,74±0,26 0,69±0,15** 1,0±0,45*

2 db/+(контроль)
(n=30) 3,02±0,32 1,28±0,39 0,85±0,33 1,42±0,48

3 B10(контроль)
(n=30) 2,98±0,28 1,96±0,38 0,81±0,11 0,7±0,35

* – p <0,05 по сравнению с контрольной группой 2.
** – p <0,05 по сравнению с контрольной группой 3.

Та б л и ц а  2 
Значения показателей липидного обмена 

у мышей разных линий к 4 месяцу после рождения



31

Генетическая модель сахарного диабета...

месяцу, что было выявлено нами гисто-
логическими методами исследований 
(рис. 6). Из-за невозможности аппарат-
ного обеспечения измерений ЛПОНП, 
которые являются основной дислипи-
демической субстанцией [13, 14, 15, 
16, 18], более глубокая интерпретация 
результатов измерения (ТГ, ЛПВП и 
ЛПНП) у мышей db/db опытной и кон-
трольных групп, нами не проводилась. 
Однако прогрессирующее увеличение 
массы тела у мышей db/db по сравнению 
с контролем, свидетельствует о появле-
нии ожирения, типичного для СД 2 типа 
(табл. 1), и, следовательно, о нарушениях 
жирового обмена у этих животных. Так у 
мышей db/db к 1 месяцу после рождения 
масса тела повышалась до 19±2,5 г, ко  
2 месяцу – до 33±2,37 г; к 4 месяцу – до  
39±2,68 г. (табл. 1 и рис. 1), причем масса 
тела некоторых особей к 4 месяцу дости-
гала 48±4,9 г. (n=7); у 4-х мышей наблю-
далось более быстрое повышение массы 
тела до 68-70 г, что намного превышало 
значения веса у контрольных животных 
к аналогичному сроку.

Для мышей db/db были характерны 

и другие клинические признаки СД 2 типа, 
такие как полидипсия и полиурия; которые 
становились отчетливо выраженными со 2 
месяца после рождения. В среднем в сут-
ки они выпивали  до 25-30 мл (25,74±1,18) 
воды, тогда как животные контроль-
ных групп в среднем 4-5 мл (4,69±0,35; 
р<0,05), у них развивалась полифагия, 
т.к. они в 2,4 раза больше съедали кор-
мов (брикетированного корма, г) за сутки 
(8,86±0,29; р<0,05), чем в контрольных 
группах (3,74±0,096; р<0,05); у мышей 
db/db развивалась также мацерация кож-
ных покровов. Мацерация возникала в 
области холки у (20-25%, n=20-23) жи-
вотных (рис. 2) и, как правило, внезапно 
в возрасте 120-158 дней, в виде неболь-
шого расчесывания с корочкой или без, 
которая в течение 5-14 дней становилась 
обширной незаживающей раной и оста-
валась у животного вплоть до его гибе-
ли. 

Отмечено также, что у мышей db/db 
в период с 4-го по 6-й месяцы жизни на-
ступает быстрая потеря массы тела и жи-
вотное принимает вид «заморыша» (рис. 
3), причем уровень глюкозы и HbA1с в 

Рис. 1. Различия в массе тела опытной – db/db-мыши и контрольной – db/+-мыши той же 
линии в возрасте 4 мес. А– Опытная  мышь (гомозиготная) db/db, масса тела – 41г. Б – Кон-
трольная мышь (гетерозиготная) db/+, масса тела – 22г.

А Б
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крови продолжает оставаться высоким 
(табл. 1).

С 4-го месяца после рождения тече-
ние СД приобретает признаки сходные с 
клиникой СД 1 типа (у животных на фоне 
гипергликемии выражены признаки поли-
дипсии, полиурии и происходит быстрое 
снижение массы тела). За 3-5 дней до гибе-
ли у животных наступает истощение (вес 
тела может достигать 11,5±1,66 г; р<0,05), 
развивается гипогликемия (уровень 
глюкозы в крови составляет 0,8±0,21 
ммоль/л; р<0,05), снижается аппетит (в 5 
раз) и потребление воды (в 10 раз). Сред-
ний срок жизни мышей db/db составлял 
169±30 дней [11], тогда как у контроль-
ных линий – фенотипически здоровых 
гетерозиготных мышей db/+ срок жизни 
составляет 656±20 дней; у здоровых мы-
шей линии B10 – 785±13,9 дней [5, 7, 9].

Морфологические изменения в па-
ренхиме внутренних органов при СД 2 
типа у мутантных мышей линии B/Ks-
Lepr db/+. Гистологически у гомозиготов 
db/db мышей этой линии были выявлены 
нарушения в структуре поджелудочной 
железы, печени, почек и селезенки, ти-
пичные для СД 2 типа.

Поджелудочная железа (ПЖ). Ис-
следования показали, что ко 2-му месяцу 
жизни островковый аппарат ПЖ у мы-
шей db/db характеризовался отчетливо 
выраженными адаптационными пере-
стройками. Островки Лангерганса (ОЛ) в 
ПЖ умеренно гипертрофировались, уве-
личивались по площади (99269,5±1250 
mkm2) и количеству в них клеток 
(294±27) по сравнению с группами кон-
трольных здоровых животных (табл. 3), 
причем в ОЛ мышей db/db доминирова-
ли базофильные β-клетки (рис. 4А), что 
позволяло предполагать достаточно вы-
сокий уровень выработки ими инсулина. 
Однако к 4-му и особенно к 6-му месяцу 
количество ОЛ и их размеры достоверно 

А Б

В

Рис. 2. Развитие мацерации кожного покро-
ва у мышей db/db.
А – Начало возникновения мацерации на 
123 сутки после рождения. 
Б – Образования кожных ран на 128 сутки 
после рождения.
В – Кожная рана в области холки в возрасте 
135 суток после рождения.
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уменьшались, контуры ОЛ становились 
размытыми, снижались площадь ОЛ и 
количество в них клеток, в том числе ба-
зофильных (рис. 4Б). 

К 6-му месяцу жизни у животных  
db/db отмечалось выраженное и до-

стоверное уменьшение площади ОЛ 
(9910,6±634 mkm2), а также снижение со-
держания в них клеток (75±19), по срав-
нению с контрольными группами (табл. 
3 и рис. 4).

В ПЖ у 4-6 месячных животных, 
страдающих СД 2 типа, нами отмечались 
явления выраженного перидуктального 
и интралобулярного склероза с атрофией 

А

А

Б

Б

Рис. 4. Морфологические изменения активности островков Лангерганса в ПЖ у мышей db/
db в динамике развития СД 2 типа; окраска альдегид-фуксином по Гомори. А – в возрасте 2 
месяцев после рождения; доминируют базофильные β-клетки в ОЛ. Ув. 400. Б – в возрасте 
4 месяцев после рождения; снижение количества базофильных β-клеток ОЛ. Ув. 200.

Рис. 3. Масса тела мыши db/db в разные 
возрастные сроки. А – в возрасте 4 месяца 
– 38 г. Б – в возрасте 6 месяцев – 18 г.
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паренхимы железы, а так же интра- и пе-
рилобулярного липоматоза (рис. 5).

В некоторых наблюдениях между 
прослойками соединительной и жировой  
ткани определялись очень мелкие заму-
рованные атрофичные панкреатические 
островки, представленные скоплением 
небольшого количества базофильных 
клеток (от 9 до 15 в группе). 

Печень. Макро- и микроскопические 
изменения печени у мышей db/db стано-
вились резко выраженными к 4-6 месяцам 
жизни, хотя уже у 2 месячных животных 
(рис.6Б) мы отмечали прогрессирующее 
снижение накопления гликогена в гепато-
цитах по сравнению с контролями и по-
явление на периферии долек признаков 
средне-крупнокапельной жировой дис-
трофии. Печень у 4-6 месячных животных 

была дряблой консистенции, желтовато-
красного цвета, с жирным налетом. Ко-
личество гликогена в гепатоцитах значи-
тельно уменьшалось, иногда определялось 
в следовых количествах (рис.6Г) или 
полностью отсутствовало. Одновремен-
но развивалась выраженная жировая дис-
трофия печени. Гепатоциты всех отделов 
дольки находились в состоянии мелко-
крупнокапельной жировой дистрофии 
(рис. 6Д). Таким образом, обнаруженные 
нами изменения в печени у мышей, стра-
дающих СД 2 типа, подтверждают данные 
литературы [12, 13, 14, 19] об снижении 
интенсивности гликолиза и синтеза гли-
когена, с усилением глюконеогенеза, что 
подтверждается избыточным отложением 
жира, связаным с инфильтрацией  печени 
липидами на фоне прогрессирующей дис-
липидемии и холестеринемии. 

Та б л и ц а  3
Морфометрическое исследование ПЖ, селезенки и массы селезенки 

мышей разных линий и возрастов

Возраст, мес. Морфометриче-
ские показатели

Линии мышей
db/db

(СД 2)
db/+

(контроль)
B10 

(контроль)

2

Площадь 
ОЛ, mkm2

99269,5±1250 * 58954,7±1017 60838,7±1352

Количество 
клеток ОЛ

294 ±27 *
(n=20)

226±34
(n=20)

234±22
(n=20)

4

Площадь 
ОЛ, mkm2

29569,8±1017 * 58954,7±1051 60838,7±1250

Количество 
клеток ОЛ

101±41 *
(n=20)

226±38
(n=20)

234±47
(n=20)

6

Площадь 
ОЛ, mkm2

9910,6±634 * 58954,7±690 60838,7±512

Количество 
клеток ОЛ

75±19 *
(n=20)

226±40
(n=20)

234±57
(n=20)

6

Площадь фолли-
кулов селезенки, 

mkm2
26123,9±320 * 83207,4±405 85769,6±398

Масса 
селезенки, г

0,036±0,02 * 0,089±0,016 0,099±0,013

* – p<0,05 по сравнению со значениями аналогичных показателей контрольных групп.
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Селезенка. У мышей db/db были 
также выявлены выраженные изменения 
в иммунокомпетентных органах – селе-
зенке и региональном лимфатическом 
узле ПЖ. Селезенка у этих мышей под-
вергалась прогрессирующей гипопла-
зии, начиная с 4 месяца. К 6 месяцу мас-
са ее (0,036±0,02) была почти в 2,5-2,8 
раза меньше, чем в контрольных группах 
(табл. 3). Лимфоидные фолликулы селе-
зенки были также с явлениями гипопла-
зии и атрофии (рис. 7), в большинстве 
наблюдений рисунок строения был стерт, 
фолликулы без центров размножения.

Площадь лимфоидных фолликулов 
как в селезенке (26123,9±320 mkm2), так 
и в региональном лимфатическом узле 
были уменьшены более чем в 2 раза по 
сравнению с контрольными группами: 
65404,2±405 mkm2 и 54669,6±398 mkm2, 
соответственно. Сопоставление веса се-
лезенки с морфометрическими иссле-
дованиями площади фолликулов в се-
лезенке, а также в лимфатическом узле 

подтверждает (табл. 3), что в группе  
db/db на поздних сроках развития болезни 
возникают отчетливые признаки развития 
иммунного дисбаланса (иммунодифицит-
ного состояния) в организме, что также 
является обязательным сопутствующим 
признаком развития СД 2 типа.

Почки. Помимо оценки морфоло-
гических изменений, возникающих в 
ПЖ, печени и селезенке оценивались 
изменения, происходящие в почках у 
контрольных мышей и у мышей с СД 2 
типа. В группе мышей с СД 2 типа, т.е. 
мышей db/db, почки к 4-6 месяцам пре-
терпевали изменения, которые можно 
было охарактеризовать как диабетиче-
ская микроангиопатия. Морфологически 
это проявлялось утолщением базальной 
мембраны эндотелиальной выстилки ка-
пилляров за счет накопления в ней РАS-
положительных субстанций (липогиа-
лин), а в некоторых участках отмечалось 
диффузное утолщение мезангиального 

А Б

Рис. 5. Морфологические изменения в островковой ткани поджелудочной железы мышей 
db/db с СД 2 типа после в возрасте 5 мес. после рождения. А – уменьшение площади и кле-
точного количества ОЛ за счет перидуктального и интралобулярного склероза ПЖ (указано 
стрелкой), окраска гематоксилином и эозином. Ув. 400. Б – уменьшение площади и клеточ-
ного количества ОЛ за счет  пери- и интралобулярного липоматоза (указаны стрелками) ПЖ, 
окраска гематоксилином и эозином. Ув. 200.
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матрикса и умеренная пролиферация ме-
зангиальных клеток (рис. 8 Б), местами 
гиалиновые массы были локализованы 

А

В

Д

Б

Г

Рис. 6. Гистологическое состояние ткани пе-
чени в контроле и в опытной – группе мы-
шей db/db в динамике развития СД 2 типа.
А – контроль (норма) содержание гликоге-
на в печени гетерозиготных мышей; окра-
ска РАS – реакцией. Ув. 200. Б – сниже-
ние накопления гликогена в гепатоцитах 
печени мышей db/db через 2мес. после 
рождения; окраска РАS – реакцией. Ув. 
400. В – средне-крупнокапельная жиро-
вая дистрофия печени мышей db/db через 
2мес. после рождения; окраска Суданом III.  
Ув. 400. Г – гликоген в следовых количествах 
в гепатоцитах печени мышей db/db через 
6мес. после рождения; окраска РАS – реак-
цией. Ув. 200. Д – мелко-крупнокапельная 
жировая дистрофия во всех слоях печени 
мышей db/db через 6мес. после рождения; 
окраска Суданом III. Ув. 400.
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в центре мезангия и были окружены ка-
пиллярными петлями. Гиалиновые мас-
сы в виде диффузных и узелковых отло-
жений окрашивались в малиновый цвет 
(РАS-положительны). 

В части препаратов отмечался слабо 
выраженный интрагломерулярный и пе-
ригломерулярный склероз и спадение ка-
пиллярных петель. Эпителий дистальных 
и проксимальных канальцев местами был 
с явлениями атрофии, местами с призна-
ками белковой и жировой дистрофии, 
просветы канальцев несколько расшире-
ны, заполнены  гомогенными эозинофиль-
ными массами – (PAS-положительными), 
вероятнее всего сахаросодержащими ве-
ществами, такими как гликопротеины и 
гликолипиды; аналогичные включения 
наблюдались в просвете канальцев моз-
гового вещества почки (собирательные 
трубочки). Гистологические признаки 
белковой и жировой дистрофии под-
тверждают наличие умеренной протеи-
нурии у мышей db/db, однако при окра-
ске PAS-реакцией часть эозинофильных 
масс, а также содержимое канальцев 

вблизи апикальных поверхностей эпите-
лиальных канальцев окрасились в сире-
невый цвет, что не исключает наличия в 
содержимом углеводов.

Таким образом, проведенное ис-
следование показало, что генетическая 
модель СД на мутантных мышах линии 
B/Ks-Leprdb/+ у db/db (гомозиготы) вос-
производит клинические, биохимиче-
ские и морфологические нарушения в 
организме, характерные для СД 2 типа. У 
мышей db/db наблюдаются раннее и про-
грессирующее повышение в крови со-
держания глюкозы и HbA1c, полифагия, 
полидипсия, полиурия и нарастающее 
ожирение. СД 2 типа проходит отчетли-
вые стадии в своем развитии, которые 
характеризируются отчетливыми клини-
ческими и морфологическими признака-
ми. I стадия – ранняя (до 1-2 мес. после 
рождения); II – стадия развернутых кли-
нических и морфологических изменений 
(3-4 мес. после рождения); III стадия – 
стадия декомпенсации функциональных 
систем (5-6 мес. после рождения). Мор-
фологически в ПЖ развивается сначала 

А Б

Рис. 7. Морфологические изменения в ткани селезенки мышей с СД 2 типа в возрасте 4 
мес., окраска гематоксилином и эозином. А – ткань селезенки контрольной мыши. Ув. 100; 
Б – гипоплазия ткани селезенки у мышей db/db. Ув. 200.
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гипертрофия, а затем постепенно атро-
фия островковой ткани, прогрессирую-
щая жировая дистрофия печени, белко-
вая дистрофия канальцев и  ангиопатия 
в клубочковом аппарате почек.  Прогрес-
сирующая гипоплазия ткани селезенки и 
лимфатического узла свидетельствуют о 
развитии иммунной дизрегуляции в ор-
ганизме. Полученные результаты позво-
ляют признать изученную нами генети-
ческую модель СД адекватной моделью 
СД 2 типа, которая пригодна для поиска 
и оценки новых эффективных способов 
лечения этого заболевания в экспери-
менте. Это модель воспроизводит харак-
терные признаки стадийности развития 

СД 2 типа. На ранних сроках (1-2 мес.) 
развивается резистентность тканей к 
инсулину, которая компенсируется ги-
пертрофией ОК. На сроке 3-4 мес. разви-
вается стадия истиной инсулиновой не-
достаточности, как и при СД 1 типа. На 
сроке 5-6 мес. развивается терминальная 
стадия СД, которая приводит к глубоко-
му нарушению метаболизма, кахексии и 
гибели животных.

Выводы

Мутантные мыши линии С57BL/
KsJYLeprdb/+ отвечают всем требова-
ниям экспериментальной генетической 
модели СД 2 типа, т.к. воспроизводят 
стадийность течения заболевания и со-
ответствующие патогенетические, функ-
циональные и структурные изменения в 
организме. Развитие СД 2 типа у мышей 

А
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Рис. 8. Морфологические изменения в ткани 
почки мыши с СД 2 типа в возрасте 4 меся-
цев после рождения. А – просветы канальцев 
заполнены  гомогенными эозинофильными 
белковыми массами (указаны стрелками), 
окраска гемотоксилин-эозином. Ув. 400. 
Б – клеточный клубочек, накопление в нем 
РАS-положительных субстанций (указан 
стрелкой). Ув. × 400. В – PAS-положительные 
массы в просвете канальцев. Ув. 200.
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db/db проходит 3 стадии: 
1-я стадия (на 1-2 месяце со дня рож-

дения) – стадия инсулинорезестентности 
характеризуется гипергликемией, гипер-
трофией и гиперплазией островков Лан-
герганса в поджелудочной железе.

2-я стадия (на 3-4 месяце со дня 
рождения) – стадия выраженных изме-
нений со стороны внутренних органов 
характеризуется снижением количества 
функционирующих β-клеток в островках 
Лангерганса, ожирением и недостаточ-
ностью иммунной системы (гипоплазия 
лимфоидной ткани).

3-я стадия (на 5-6 месяцах после рож-
дения) – стадия необратимых изменений 
внутренних органов характеризуется 
развитием кахексии, которая заканчива-
ется гибелью животного.

Полученная линия мышей С57BL/
KsJYLeprdb/+ может быть использована 
в качестве адекватной модели СД 2 типа 
в эксперименте, включая отработку но-
вых способов лечения и профилактики 
СД 2 типа, в том числе и методами кле-
точной терапии.
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THE MUTANT MICE С57BL/KsJYLeprdb/+ 
AS THE GENETIC MODEL OF DIABETES 2 TYPE

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

Research Center ob Biomedical Technologies of RAMS, Moscow 
Scientific Research Center of Transplantology and Artificial organs name 

of Shumakov V.I., Moscow

The genetic model of diabetes 2 type was investigated with clinic, biochemical and 
morphological methods of analysis. This model simulated all stages of the disease, and 
all pathogenetic, functional and structural changes in organism.

Key words: diabetes of 2 type, mice db/db, pancreas, carbohydrate metabolism.
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Дегенерация межпозвонковых дис-
ков (остеохондроз позвоночника) – это 
хронический процесс, сопровождаю-
щийся такими клиническими расстрой-
ствами, как боль в спине, ишиалгия, гры-
жа диска, стеноз позвоночного канала, 
миелопатия. Традиционный арсенал ле-
чебных воздействий (и хирургических, и 
терапевтических) направлен, преимуще-
ственно, на ликвидацию острых симпто-
мов болезни. И хотя исследования ме-

ханизмов возрастной и патологической 
дегенерации межпозвонковых дисков 
(МПД) и поиск подходов к лечению осте-
охондроза позвоночника ведутся весьма 
активно [7, 12], имеющаяся информация, 
остается неполной, поскольку число эф-
фективных методов, обеспечивающих 
замедление процесса дегенерации или 
восстановление утраченных в результа-
те патологических процессов хрящевых 
структур, до сих пор невелико. 

Моделирование дегенеративных изменений межпозвонковых 
дисков (остеохондроза) у кроликов: макроскопическое и 
гистологическое изучение

А.Б.Шехтер1, В.А.Басков2, О.Л.Захаркина3, А.Е.Гуллер1, И.А.Борщенко4, 
И.Ю.Колышев1, Г.Д.Капанадзе5, А.В.Басков2,4, Э.Н.Соболь3

1Московская медицинская академия им. И.М.Сеченова, Москва
2Кафедра нейрохирургии Российской медицинской академии последипломного 
образования, Москва
3Институт проблем лазерных и информационных технологий РАН, Троицк, 
Московская область
4Клиника Ортоспайн, Москва
5Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Москва

Целью работы является воспроизведение, а также детальное изучение пункционной модели 
остеохондроза позвоночника у кроликов при длительном динамическом наблюдении (до 40 
недель). Установлено, что в пунктированных дисках формируются остеофиты, происходит де-
струкция гиалинового хряща замыкательной пластинки, а ткань пульпозного ядра некротизи-
руется и постепенно  замещается фиброзным хрящом. В дальнейшем развиваются вторичная 
дистрофия этой ткани и дезорганизация структуры внутреннего и среднего слоев фиброзного 
кольца, а также образуются щели между замыкательной пластинкой и фиброзным кольцом. В 
интактных межпозвонковых дисках, расположенных на ближайших анатомических уровнях с 
дисками, подвергавшимися экспериментальному воздействию, обнаруживаются умеренные 
дистрофические процессы в пульпозном ядре, вероятно, связанные с нестабильностью позво-
ночника. Выявленные изменения близки к дегенеративным изменениям межпозвонковых 
дисков при остеохондрозе позвоночника у человека, то есть представляют собой  адекватную 
модель для оценки результатов и определения механизмов различных методов лечения данно-
го заболевания, в том числе лазерной реконструкции межпозвонковых дисков. 

Ключевые слова: модель остеохондроза, кролики, межпозвонковый диск, морфология.
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Возможности получения биопсийно-
го материала МПД человека ограничены 
по этическим и юридическим причинам. 
Поэтому для изучения механизмов и 
динамики остеохондроза позвоночника 
часто используют моделирование деге-
неративных изменений МПД в экспери-
ментах на животных [18]. В литературе 
представлен широкий спектр моделей 
дегенерации дисков, созданных у разных 
видов животных, и обладающих опреде-
ленными преимуществами и недостат-
ками [30]. Подробный обзор различных 
моделей с анализом морфогенетических, 
биохимических, биомеханических и 
других различий МПД животных и чело-
века, а также адекватности моделирован-
ных изменений дегенеративным заболе-
ваниям человека, представлен в работах 
[4, 19]. 

Большое место в литературе о моде-
лях отведено созданию дегенеративных 
изменений дисков у кроликов [10, 13, 
16, 23, 34]. В пользу проведения экспе-
риментов на кроликах свидетельствует 
то, что исследованию тканей МПД этих 
животных посвящено значительное чис-
ло публикаций [6, 8, 11, 14, 26, 29]. Ана-
лиз литературы позволяет сделать вывод 
о сходстве структуры МПД кроликов и 
человека, как в норме, так и при дегене-
рации.

Создание и изучение моделей у 
животных связано не только с фунда-
ментальными аспектами исследования 
дегенерации МПД, но направлено на ис-
пользование их для разработки новых 
методов лечения [15, 21, 22] и, в част-
ности, малоинвазивных хирургических 
процедур.

В 1999 году нами был предложен но-
вый подход к лечению дегенеративных 
заболеваний МПД, основанный на нераз-

рушающем термомеханическом воздей-
ствии модулированного лазерного излу-
чения – лазерная реконструкция дисков 
(ЛРД) [2]. Процедура ЛРД представляет 
собой пункцию МПД, подведение ла-
зерного излучения через иглу в область 
пульпозного ядра (ПЯ) и лазерное об-
лучение данной области с целью созда-
ния условий для запуска репаративных 
процессов в ткани. Целенаправленное 
исследование разных режимов лазерно-
го воздействия на интактные МПД кро-
ликов позволило выявить такие режимы 
неабляционного лазерного воздействия, 
которые индуцируют репаративные про-
цессы: пролиферацию хондроцитов фи-
брозного кольца (ФК) и ПЯ, метаплазию 
внутренних слоев ФК и поврежденного 
ПЯ в переходный фиброгиалиновый или 
типичный гиалиновый хрящ [1, 32, 33]. 
Полученные результаты создали фун-
дамент для разработки нового метода в 
малоинвазивной спинальной хирургии 
– лазерной реконструкции межпозвонко-
вых дисков, успешно внедряемого в кли-
ническую практику [3].

С целью оценки эффективности не-
повреждающего лазерного воздействия 
в отношении индукции регенерации в 
дегенеративно-измененных тканях МПД 
и дальнейшего развития метода ЛРД 
нами был проведен новый длительный 
комплексный эксперимент. Он состоял 
в  воспроизведении модели дегенерации 
дисков у кроликов и последующем лече-
нии индуцированной патологии методом 
ЛРД. В качестве модели была выбрана 
методика [20, 31], использующая мини-
мальное и дозируемое хирургическое по-
вреждение тканей МПД (неполнослой-
ный прокол ФК), в результате которого 
развивается дегенерация, протекающая 
сходно с дегенерацией МПД у человека. 
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Данная модель является хорошо воспро-
изводимой и обеспечивает контролируе-
мое прогрессирование дегенеративных 
изменений МПД, что является важным 
при испытании лечебных средств, ко-
торые могут быть использованы уже на 
ранних стадиях остеохондроза позво-
ночника. 

Для оценки дегенеративных изме-
нений МПД в работах [20, 31] исполь-
зовались рентгенография, магниторезо-
нансная томография и гистологические 
исследования. Однако систематическое 
исследование макроскопических измене-
ний и  гистологическое изучение дисков 
в ходе развития индуцированной дегене-
рации не проводилось. Сопоставление 
данных макроскопических наблюдений 
с результатами микроскопии ранее так-
же не было выполнено. Кроме того, 
максимальный срок наблюдения после 
индуцирующего дегенерацию экспери-
ментального воздействия в большинстве 
исследований не превышал полугода. 
Отсутствовало изучение интактных дис-
ков у экспериментальных животных, 
хотя на другой модели остеохондроза у 
кроликов (артродез) было показано [25] 
наличие мягких дегенеративных изме-
нений в интактных дисках, ближайших 
по анатомической локализации к искус-
ственно поврежденным дискам. Поэто-
му мы попытались восполнить указан-
ные пробелы, выполнив сравнительный 
анализ результатов макроскопического и 
гистоморфологического исследований и 
увеличив срок послеоперационного на-
блюдения.

В настоящей работе мы приводим 
результаты первого этапа данного иссле-
дования. Этот этап включал в себя вос-
произведение пункционной модели деге-
нерации МПД и сопоставление данных 

тщательного макроскопического наблю-
дения, гистологического и гистохимиче-
ского анализа изменений как интактных, 
так и дегенеративно-измененных дисков 
кроликов на протяжении 9-месячного 
эксперимента. Кроме того, изучались 
диски с повторным (через 5 недель по-
сле первого) проколом ФК с целью:  
1) изучения изменений, которые могут 
возникнуть в результате повторной трав-
мы диска, и 2) получения контрольных 
образцов для сравнения с облученными 
лазером дисками, которые пунктирова-
лись аналогичной иглой.

Материалы и методы

Эксперименты проведены на 20 
скелетно-зрелых физиологически здоро-
вых кроликах породы Шиншилла весом 
2,8-3,4 кг. Кролики были получены из 
филиала «Андреевка» НЦБМТ РАМН. 
Животных содержали в виварии НЦБМТ 
в соответствии с зоогигиеническим тре-
бованиям. Кормление осуществляли гра-
нулированными комбикормами, поение 
– очищенной водой в волю. Перед поста-
новкой эксперимента животные прошли 
карантин. Один кролик оставался кон-
трольным, никаких манипуляций на нем 
не проводилось. На остальных кроликах 
эксперимент проводился в 2 этапа. На 
первом этапе в 4-х поясничных дисках 
каждого из 19-ти кроликов были иници-
ированы дегенерационные изменения по 
методу, описанному в статье [31]. Опе-
рации проводились под общим наркозом 
(Zoletil 50, 10 мг/кг и Rometar, 2%, 0,2 
мл/1 кг, внутримышечно) в соответствии 
с нормами GLP. После антибиотикопро-
филатики (Цефазолин 1,0 внутримышеч-
но) был произведен доступ к МПД L1-L6 
позвонков. Операция выполнялась через 
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срединный лапаротомный разрез по белой 
линии живота. Производилась смещение 
внутренних органов вправо от средней 
линии. Выполнялось тупое рассечение 
париетальной брюшины, предпозвоноч-
ной фасции, при этом сохранялись все 
сосудистые образования, благодаря чему 
операция проходила практически бес-
кровно. Тупым путем осуществлялось 
скелетирование передней поверхности 
поясничных позвонков и МПД. На уров-
не диска L2-L3 на поясничной мышце 
слева фиксировалась лавсановая метка, 
которая служила ориентиром при после-
дующем вмешательстве. В вентральной 
или вентрально-латеральной области 4 
поясничных МПД иглой для инъекций 
18G со специальным ограничителем вы-
полнялся неполнослойный прокол ФК 
на глубину 5 мм. Операция заверша-
лась послойным ушиванием операци-
онной раны узловыми швами. Длитель-
ность операции в среднем составляла  
20  мин. Кровопотеря в среднем составляла  
5-10 мл. В течение 5 дней после опера-
ции оперированным животным проводи-
лась антибиотикопрофилатика (Cefazolin 
1,0 внутримышечно).

На втором этапе через 5 недель после 
начала эксперимента 19-ти животным 
была выполнена повторная операция по 
вышеописанной схеме с использовани-
ем того же хирургического доступа (по 
предыдущему рубцу). Выполнялось раз-
деление рубцов тупым методом, скелети-
ровались позвонки и МПД. По наличию 
лавсановой метки и внешних изменений 
выбирали 4 ранее пунктированных диска 
для повторного воздействия. В вентраль-
ной или вентрально-латеральной области 
3-х дисков выполнялся полнослойный 
прокол ФК в область ПЯ пункционной 
иглой 20G. В 2 диска через иглу вводи-

лось оптическое волокно, через которое 
было произведено лазерное облучение 
области ПЯ в различных неабляционных 
режимах. Один диск после второго про-
кола не облучался. Длительность опе-
рации в среднем составляла 30 мин., а 
кровопотеря – 5-10 мл. В течение 5 дней 
после операции проводилась антибиоти-
копрофилатика. Один кролик после по-
вторной операции не вышел из наркоза.

Таким образом, в результате двух 
проведенных операций у каждого жи-
вотного первый диск служил для изуче-
ния развития дегенерации, второй – для 
влияния дополнительного прокола на эти 
дегенеративные изменения, а два диска 
– для исследования эффективности ла-
зерного воздействия на дегенеративно-
измененные ткани МПД.

Животные выводились из экспери-
мента с помощью передозировки бар-
битурата (Pentobarbital sodium 1,2 г/кг). 
Животные опытной группы были забиты 
через 6 недель (4 кролика), 10 (3 кроли-
ка), 18 (4 кролика), 32 (4 кролика) и 40 
(3 кролика) недель после начала экспе-
римента.

Фрагменты позвоночника (Th12-S1 
позвонков) вырезали сразу после вскры-
тия и механически отделяли от мышеч-
ной ткани и связок. По местоположению 
лавсановой метки проводилась иденти-
фикация дисков, как интактных, так и 
дисков с одним или двумя проколами. 

Всего для макроскопического и мор-
фологического исследования было по-
лучено 120 межпозвонковых дисков. 
Из них 48 дисков были интактными, 18 
дисков с моделированием дегенерации, 
18 дисков с повторным проколом и 36 
дисков, подвергнутых лазерному воз-
действию. Часть дисков была извлечена 
вместе с костными фрагментами при-
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лежащих позвонков для приготовления 
в дальнейшем гистологических срезов, 
отражающих структуру дисков в са-
гиттальной плоскости. При выделении 
другой части дисков вырезку проводили 
параллельно видимым границам замыка-
тельных пластин (ЗП) и тел позвонков; 
гистологические препараты для этой 
части биопсийного материала отражали 
структуру срезов дисков во фронтальной 
плоскости. 

До погружения биоптатов в фикси-
рующий 10%-й раствор нейтрального 
формалина были проведены измерения 
высоты МПД в вентральной и обеих лате-
ральных областях (по наружной поверх-
ности дисков). При наличии остеофита 
измеряли его внешний диаметр. Кроме 
того, для дисков, вырезанных вдоль по-
верхностей ЗП, были измерены макси-
мальный (продольный, между двумя 
крайними латеральными точками) и ми-
нимальный (поперечный, между крайни-
ми спинальной и вентральной точками) 
размеры диска в целом и ПЯ в отдель-
ности, а также высота остеофита (при 
его наличии). Кроме того, выполнялось 
фотографирование дисков, их детальное 
визуальное изучение и систематическое 
описание, включавшее оценку по 18 на-
борам признаков.

После фиксации и декальцинации 
биоптатов изготавливали парафиновые 
срезы толщиной 4-5 мкм. Срезы окра-
шивали гематоксилином и эозином, 
пикрофуксином по Ван-Гизону для из-
учения коллагеновых волокон, а также 
толуидиновым синим для выявления 
протеогликанов. Препараты исследова-
ли и фотографировали с использованием 
светового микроскопа OLYMPUS BX51, 
оснащенного цифровой видеокамерой 
Sanyo, при увеличении от 40х до 1000х.

Статистический анализ результатов 
исследования был выполнен при по-
мощи стандартного пакета статистиче-
ских программ SPSS 13.0 for Windows и 
стандартной программы Microsoft Excel 
2000. Описание и анализ морфометри-
ческих параметров и макроскопических 
признаков интактных и дегенеративно-
измененных дисков проводились с ис-
пользованием параметрических и непа-
раметрических статистических тестов с 
учетом типов переменных и вида распре-
деления их значений. Сравнение наблю-
даемых частот проявлений номинальных 
признаков, а также выявление призна-
ков, между которыми существует ста-
тистически значимая связь, проводили 
путем анализа таблиц сопряженности с 
использованием критерия Крамера (V) и 
точного критерия Фишера (F). Для оцен-
ки статистической значимости различий 
морфометрических признаков МПД при-
меняли дисперсионный анализ ANOVA 
(при условии нормальности распределе-
ния значений исследуемых признаков), 
Н-тест Краскела-Уоллиса (KW) и U-тест 
Манна-Уитни (MW). Взаимосвязи коли-
чественных, а также порядковых и ди-
хотомических признаков изучали с ис-
пользованием корреляционного анализа 
(коэффициент корреляции Спирмэна, 
Rs). Во всех случаях использовали дву-
сторонние критерии при 5%-м уровне 
значимости.

Результаты

Макроскопическое исследование  
межпозвонковых дисков

Интактные диски. Со стороны 
фронтальных поверхностей интактные 
МПД кроликов имеют специфическую 
анатомическую форму, в целом, при-
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ближенную к бобовидной, с выпуклой 
вентральной поверхностью и неболь-
шим подковообразным изгибом, направ-
ленным к центру диска, на спинальном 
полюсе. В дисках, расположенных кра-
ниальнее (L1-L2, L2-L3), этот изгиб 
выражен сильнее, чем в дисках, нахо-
дящихся в каудальной части пояснично-
го отдела позвоночника (L5-L6, L6-L7, 
L7-S1). ПЯ интактных дисков обладает 
овальной или округлой формой и, как 
правило, расположено в центре диска. 

Ткань ПЯ – желеобразная, на ощупь 
мягкоупругая. В дисках контрольного 
кролика и более чем в половине дисков 
опытных животных она полупрозрачная 
(рис. 1а), однако, в других интактных 
дисках наблюдается очаговое или диф-
фузное помутнение ткани ПЯ различной 
степени. В дисках каудальной части по-
ясничного отдела помутнение и уплотне-

ние ткани обнаруживается чаще. Данное 
наблюдение подтверждается обнаружен-
ной положительной корреляцией между 
признаками «Анатомическая позиция 
МПД» и «Выраженность диффузного по-
мутнения ткани ПЯ» (Rs=0,7; p = 0,016; 
N= 47) (рис. 1б). 

Граница ФК и ПЯ во всех интактных 
дисках выделяется отчетливо, благодаря 
различиям в цвете и консистенции ткани. 
Ткань ФК – молочно-белая, блестящая, с 
различимой волокнистостью, плотная. 
Толщина ФК в интактных дисках отно-
сительно равномерная, иногда (в задних 
поясничных дисках) отмечается утолще-
ние ФК в боковых порциях.

Высота интактных МПД, измеренная 
по средней линии вентральной поверхно-
сти, изменялась от 3,5 (для дисков L1L2) 
до 6,5 мм (для дисков L7S1) и составля-
ла, в среднем, 4,7±0,9 мм. В боковых пор-
циях дисков она была несколько меньше 
(3,8±0,5 мм), минимальные значения 
этого показателя отмечались в верхних 
дисках поясничного отдела позвоночни-
ка (2,6 мм в L1L2), а максимальные – в 
нижних дисках (4,8 мм в L7S1). 

Расстояние между двумя крайними 
латеральными точками МПД (макси-
мальный диаметр) было, в среднем, рав-
но 11,3±2,1 мм. Минимальный диаметр 
(расстояние между крайней спинальной 
и крайней вентральной точками диска) 
– 6,6±1,1 мм. Значения обоих указанных 
параметров были наибольшими для дис-
ков каудальной части поясничного от-
дела (в L7S1 максимальный диаметр до 
15,5 мм и минимальный диаметр до 8,0 
мм) и наименьшими – для верхних по-
ясничных дисков (в L1L2 максимальный 
диаметр до 9,0 мм и минимальный диа-
метр до 5,0 мм).

Максимальный и минимальный диа-

Рис. 1. Интактные диски; а - диск L7-S1; срок 
6 недель. Отчетливо видны слоистое ФК и 
полупрозрачное ПЯ; б - диск L6-L7; срок 32 
недели. Диффузное помутнение ПЯ.
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метры ПЯ заметно варьировали даже у 
дисков, располагавшихся на одном и том 
же анатомическом уровне у разных жи-
вотных (различия до 1-1,5 мм). В сред-
нем, максимальный и минимальный диа-
метры ПЯ составляли примерно 59±8% 
от соответствующих диаметров интакт-
ных МПД. 

В целом, отмечалось увеличение 
размеров дисков, располагающихся на 
различных анатомических уровнях, в 

направлении от краниального к кау-
дальному концам поясничного отдела 
позвоночника. Однако статистически 
значимые различия между дисками по 
перечисленным морфометрическим 
признакам отсутствовали. Вместе с тем, 
в интактных дисках все описанные мор-
фометрические признаки статистиче-
ски значимо коррелировали между со-
бой (т.е. изменение геометрии диска по 
какой-либо оси сопровождалось измене-

Этап экс-
перимента Показатель H1, мм Н2, мм Дмакс, 

мм Дмин, мм ПЯ 
макс, мм

ПЯ 
мин, 
мм

Началь-
ный 

(до 6 не-
дель)

Среднее±Ст. 
откл. 4,7±0,9 3,8±0,5 11,3±2,1 6,5±0,9 6,6±1,0 3,8±0,6

N 19 19 9 9 9 9

Проме-
жуточный 

(10-18 
недель)

Среднее±Ст. 
откл. 4,2±0,5 3,7±0,4 10,3±1,7 6,0±0,6 7,5±0,7 3,5±0,1

N 10 10 5 5 2 2

Заключи-
тельный 
(32 –40 
недель)  

Среднее±Ст. 
откл. 4,1±0,6 3,6±1,0 12,7±1,0 6,6±0,4 7,7±1,0 3,5±0,6

N 14 14 4 4 4 4

Всего

Среднее±Ст. 
откл. 4,4±0,7 3,7±0,7 11,3±1,9 6,4±0,8 7,0±1,1 3,6±0,5

Р1 (тест 
KW) 0,10 0,45 0,16 0,11 0,28 0,49

Rs -0,325* -0,192 0,214 -0,008 0,417 -0,307
P2 (Rs) 0,033 0,217 0,393 0,975 0,122 0,265

N 43 43 18 18 15 15

H1 – высота диска,  измеренная по средней линии вентральной поверхности; 
H2 – средняя высота диска,  измеренная по боковым поверхностям;
Дмакс – максимальный диаметр диска; Дмин – минимальный диаметр диска; ПЯмакс – 
максимальный диаметр пульпозного ядра; ПЯмин – минимальный диаметр пульпозного 
ядра;
Р1 – статистическая значимость различий между группами по данным теста KW;
Р2 – статистическая значимость коэффициента корреляции Rs;
Rs – коэффициент корреляции Спирмена между морфометрическими признаками и этапом 
эксперимента.

Та б л и ц а  1
Динамика морфометрических параметров интактных 

МПД кроликов за время эксперимента
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нием по другим осям).
За время эксперимента (9 мес.) в 

интактных дисках наблюдался ряд из-
менений макроскопических призна-
ков и морфометрических параметров  
(табл. 1), которые можно интерпрети-
ровать как проявление естественных 
процессов (старение), а также результат 
спонтанной дегенерации, обусловленной 
механической нестабильностью позво-
ночника, возникшей после эксперимен-
тального повреждения других МПД по-
ясничного отдела при создании модели 
(см. Обсуждение результатов). 

Высота интактных дисков, измерен-
ная по средней линии их вентральной 
поверхности, за все время эксперимента 
уменьшалась. Об этом свидетельствует 
слабая статистически значимая отрица-
тельная корреляция между значениями 
данного морфометрического признака и 
сроком наблюдения (Rs = -0,348; p=0,016; 
N=47). Кроме того, по данным U-теста 
Манна-Уитни, этот показатель статисти-
чески значимо снижается к концу перио-
да наблюдения (не ранее 32-й недели), по 
сравнению с начальным этапом экспери-
мента (MW, p=0,037; N=33). Статистиче-
ски значимых изменений высоты МПД 
в латеральных порциях, максимальных 
и минимальных диаметров интактных 
дисков и ПЯ за время эксперимента не 
наблюдалось. Эти факты свидетельству-
ют о действии на вентральные отделы 
интактных МПД сжимающей нагрузки, 
направленной вдоль оси позвоночника и 
возникающей, вероятно, как вторичный 
эффект пункционной модели дегенера-
ции дисков.

По мере увеличения срока наблюде-
ния, в интактных дисках увеличивалась 
частота встречаемости диффузного по-
мутнения ПЯ (Rs=0,630; p=0,004; N= 

19), а также выраженность диффузного 
помутнения (Rs=0,651; p=0,003 N=19). 

Начальные признаки формирования 
остеофитов отмечались в 4 из 48 ин-
тактных дисков (на 18-й и 32-й неделях 
эксперимента). В одном из интактных 
дисков на 40-й неделе эксперимента был 
обнаружен сформированный остеофит. 
Все остеофиты локализовались на вен-
тролатеральных поверхностях МПД. 
Образование остеофитов происходило 
вне связи с каким-либо конкретным ана-
томическим уровнем, а также не было 
различий между «верхними» и «нижни-
ми» дисками по частоте развития остео-
фитов.

Форма ПЯ и толщина ФК интакт-
ных дисков изменялись незначительно. 
Граница между ФК и ПЯ была хорошо 
различима в течение всего периода на-
блюдения.

Пункционная модель дегенерации 
МПД. Макроскопически было изучено 
18 дисков, подвергавшихся однократ-
ному неполнослойному проколу, из них 
6 дисков – вырезанных вдоль поверх-
ностей ЗП (с обнажением фронтальных 
поверхностей) и 12 дисков, вырезанных 
вместе с прилежащими фрагментами тел 
позвонков. 

Морфометрическое исследование не 
выявило статистически значимых раз-
личий  высот и диаметров дисков, а так-
же диаметров ПЯ между модельными и 
интактными дисками. Однако, в отличие 
от интактных МПД, высота и другие 
морфометрические параметры дисков, 
подвергшихся проколу, статистически 
значимо не изменялась за весь период на-
блюдения. Нельзя исключить, что стаби-
лизация морфометрических параметров 
обусловлена изменением механических 
характеристик пунктированных дисков.



49

Моделирование дегенеративных изменений...

Диски, подвергавшиеся однократ-
ному проколу, резко отличались от ин-
тактных по своим макроскопическим 
признакам на всех этапах эксперимента 
(табл. 2). Уже к 6-й неделе после опера-
ции в половине пунктированных дисков 
отмечались начальные признаки обра-
зования остеофитов, а, начиная с 12-й 
недели эксперимента, у большинства из 
них обнаруживались сформированные 

остеофиты. Они возникали в зоне проко-
ла ФК на вентральной или левой вентро-
латеральной стороне диска. На ранних 
сроках (6-10 недель) остеофиты состоя-
ли преимущественно из хрящевой ткани, 
позже они, как правило, были костно-
хрящевыми (рис. 2а, б).

Наибольшие изменения в 
дегенеративно-измененных дисках, по 
сравнению с интактными, претерпевает 
ткань ПЯ. В ранние сроки наблюдения 
на фоне всегда выраженного диффузного 
помутнения ткани ПЯ имеются локаль-
ные уплотнения молочно-белого цвета. 
В дальнейшем область ПЯ замещается 
рыхлой молочно-белой непрозрачной 
тканью, по цвету почти неотличимой от 
ФК (рис. 2а, б). На сроке 40 недель ФК 
и ПЯ практически не различаются по 
структуре, цвету и консистенции. В тка-
ни ПЯ наблюдаются также дефекты: по-
лости и трещины. 

Граница между ФК и ПЯ становилась 
нечеткой, определялась только за счет 
разницы в консистенции тканей (с 6-й по 
10-ю недели эксперимента), а затем прак-
тически полностью исчезала (начиная с 
18-й недели наблюдений). Выраженность 
границы ФК и ПЯ отрицательно стати-
стически значимо коррелировала со сро-
ком эксперимента (Rs= -0,840, p=0,036; 
N=6). В двух дисках в зоне контакта ФК 
и ПЯ были обнаружены отдельные не-
большие (0,5 мм) каменно-плотные зер-
на, вероятно, кальцинаты. В некоторых 
дисках на отдельных участках границы 
ФК и ПЯ определялась борозда.

В ФК происходило выраженное уве-
личение толщины внутреннего слоя, ко-
торый приобретал молочно-белый цвет 
и сходную с тканью ПЯ консистенцию. 
Волокнистость ФК сохранялась только 
в его наружной трети. На спинальном 

Рис. 2. Дегенеративно-измененные диски; а 
- диск L4-L5, срок 6 недель; вверху крупный 
хрящевой остеофит; диффузно-очаговое по-
мутнение ПЯ; участки гомогенизации ФК; б 
- диск L3-L4, срок 32 недели; вверху костно-
хрящевой остеофит; резко выраженное по-
мутнение ПЯ и отсутствие четкой границы 
между ФК и ПЯ.
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полюсе ткань ФК в наибольшей степе-
ни становилась визуально гомогенной. 
В крайней спинальной точке некоторых 
дисков обнаруживалось резко выражен-
ное истончение ФК.

Статистически значимые различия 
по частоте встречаемости и выражен-
ности ряда макроскопических призна-
ков между дегенеративно-измененными 
МПД, подвергавшимися однократному 
неполнослойному проколу и интактных 
дисков, представлены в табл. 2. 

Дегенеративно-измененные диски, 
подвергавшиеся двум последователь-
ным проколам. При сравнении МПД, 
подвергавшихся однократному неполно-
слойному проколу (модель дегенера-
ции), с дисками, где был произведен вто-
ричный (полнослойный) прокол, было 
обнаружено принципиальное сходство 
наблюдаемых макроскопических измене-
ний. Статистически значимых различий 
по частоте встречаемости и выраженно-
сти каких-либо отдельных макроскопи-

Признак Субкатегории 
признака

Контроль, 
% от числа 
наблюдений

Модель, 
% от числа 
наблюде-

ний

Результаты статисти-
ческого анализа

Формирование 
остеофитов

Нет признаков 89,6 5,9
V,  p<0,001; N=65; 
Rs=0,810,  p<0,001; 

N=65

Начальные при-
знаки 8,3 35,3

Сформирован-
ный 2,1 58,8

Частота встречаемости диффузно-
го помутнения в ПЯ 47,4 100

F,  p=0,051; N= 25; 
V,  p=0,022; N=25; 
Rs=0,459; p=0,021; 

N=25

Выраженность 
диффузного по-
мутнения в ПЯ

Отсутствует 21,1 0 V,  p  = 0,003; N= 25;
Rs=0,650; p<0,001; 

N=25
Слабое 36,8 0

Умеренное 26,3 0
Выраженное 15,8 100

Выраженность 
границы ФК  и 

ПЯ

Граница почти 
не различима 0 66,7 V,  p  <  0,001; N= 25;

Rs= - 0,786; p<0,001; 
N=25Различима 21,1 33,3

Четко выражена 78,9 0

Плотность ткани 
ПЯ

Однородная 89,5 50,0 F,  p=0,070; N= 25; 
V,  p=0,035; N=25; 
Rs=0,421; p=0,036; 

N=25
Неоднородная 10,5 50,0

Очаговое истон-
чение ФК

Отсутствует 89,5 33,3 F,  p=0,015; N= 25; 
V,  p=0,005; N=25; 
Rs=0,561; p=0,004; 

N=25
Имеется 10,5 66,7

«Гомогениза-
ция» ФК  в спи-
нальной области 

диска

Отсутствует 84,2 33,3 F,  p  = 0,032; N=25;
V,  p=0,016; N=25; 
Rs=0,484; p=0,014; 

N=25
Имеется 15,8 66,7

Та б л и ц а  2
Сравнение макроскопических признаков дегенеративно-измененных и интактных дисков
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ческих изменений, а также по значениям 
морфометрических параметров дисков 
между указанными двумя подгруппами 
также не выявлено.

Гистологическое и гистохимическое 
изучение интактных и дегенеративно-
измененных межпозвонковых дисков

Были изучены 8 МПД из пояснично-
го отдела позвоночника (включая диски, 
пограничные с грудным и крестцовым 
отделами) одного контрольного живот-
ного, а также 40 интактных дисков, ко-
торые не подвергались никаким воздей-
ствиям, от 18 опытных животных. Кроме 
того, изучались 18 дисков с моделирова-
нием дегенерации и 18 дисков, которые 
вторично пунктировались через 5 недель 
после первой пункции. Так как статисти-
чески значимых различий между двумя 
последними группами дисков по 18 ма-
кроскопическим и 36 микроскопическим 
показателям не было обнаружено ни ма-
кро-, ни микроскопически, то мы приво-
дим их общее описание.

Интактные диски. На сагиттальных 
гистологических срезах МПД состоит 
из ФК, ПЯ, занимающего центральную 
область диска, и ЗП, отделяющих ФК от 
костной ткани позвонков. ЗП в свою оче-
редь состоит из наружного слоя гиалино-
вого хряща и внутреннего слоя костной 
ткани, которая чаще непосредственно 
граничит с наружными пластинами ФК, 
реже отделена от них очень тонким сло-
ем (2-3 ряда клеток) гиалинового хряща. 
Этот слой обнаруживается не во всех 
дисках и только в его средней части. Та-
кая слоистая структура ЗП, характерная 
для кроликов, отличает ее от ЗП чело-
века, состоящей только из гиалинового 
хряща. 

Хрящевой слой ЗП образован типич-
ными для гиалинового хряща хондроци-

тами, окруженными широкой лакуной 
(рис. 3а). Клетки образуют колонки. 
Межклеточный матрикс гомогенный, ба-
зофильный при окраске гематоксилином 
и эозином. При окраске толуидиновым 
синим матрикс хряща ярко метахро-
матичен, что указывает на высокое со-
держание протеогликанов (аггреканов). 
Костный слой ЗП имеет структуру, иден-
тичную костной ткани позвонков: губ-
чатая кость с широкими трабекулами, 
формирующими полости, заполненные 
костным мозгом.

Диск на сагиттальных срезах вытянут 
в вентрально-спинальном направлении, 
имеет форму песочных часов, так как ЗП 
на его середине несколько вдавливается 
в диск. ФК образовано фиброзным (во-
локнистым) хрящом и состоит из плот-
но прилегающих друг к другу пластин 
(ламелл). Ламеллы имеют циркулярную 
структуру, окружая со всех сторон ПЯ. 
При этом на спинальном полюсе ламел-
лы образуют крутой остроугольный из-
гиб, а на вентральном изгибаются плавно 
(U-образно). На каудальной стороне дис-
ка структуры ФК истончаются, и ткань 
ядра часто контактирует с костным сло-
ем ЗП, либо с внутренними тонкими 
прослойками гиалинового хряща. ПЯ на 
сагиттальных срезах имеет удлиненную 
овальную форму или форму песочных 
часов. На фронтальных (т. е. перпенди-
кулярных оси позвоночника) срезах весь 
диск и ПЯ в его центре имеют слабо вы-
тянутую форму овала.

Ламеллы ФК образованы коллагено-
выми волокнами приблизительно одина-
ковой толщины, которые ориентирован-
ны в соседних ламеллах под углом друг к 
другу. Наиболее плотно волокна в ламел-
лах и сами ламеллы упакованы в наруж-
ном слое ФК. Клетки там представлены, 
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Рис. 3. Нативные структуры МПД в интактных дисках. 
а -  диск L1-L2, срок 6 недель. Замыкательная пластинка. Справа – костная ткань тела по-
звонка, слева – гиалиновый хрящ ЗП. Ув. 1000. б -  диск L7-S1, срок 6 недель. Наружный 
слой ФК. Видны ламеллы, прочно прилежащие друг к другу, между коллагеновыми волокна-
ми – хондроциты. Ув. 200. в - диск L7-S1, срок 6 недель. Внизу – внутренний слой, вверху 
– переходной слой ФК. Ув. 200. г - диск L7-S1, срок 6 недель. ПЯ с рыхлым матриксом, кла-
стерами нотохордальных клеток. Ув. 200. д - диск L7-S1, срок 6 недель. ПЯ с уплотненным 
матриксом, кластеры хондроцитоподобных клеток. Ув. 400. е - диск L7-S1, срок 6 недель. 
Накопление протеогликанов вокруг одиночных клеток и кластеров ХПК в ПЯ. Ув. 400.
а-д – окраска гематоксилином и эозином; е – окраска толуидиновым синим.
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в основном, фибробластоподобными, 
вытянутыми элементами, чаще всего 
без лакун. В среднем слое клетки имеют 
овальные ядра, слабо вытянутую цито-
плазму, но, часто и округлые ядра с чет-
кими лакунами (рис. 3б).

Внутренний слой ФК представлен 
более рыхлой тканью, а ламеллярная 
структура выражена менее четко. Кле-
точные элементы внутреннего слоя ФК 
имеют округлые или овальные ядра, ча-
сто четкую лакуну. Тонкий переходный 
слой, расположенный на границе ФК 
и ПЯ, содержит небольшое количество 
клеточных элементов и рыхлый матрикс 
(рис. 3в). При окраске по Ван-Гизону 
коллагеновые волокна наружного и сред-
него слоя ФК ярко фуксинофильны, а во 
внутреннем и переходном слое они окра-
шиваются слабее, особенно в рыхлых 
участках. Содержание протеогликанов 
во всех слоях высокое.

ПЯ состоит из очень рыхлого богатого 
протеогликанами матрикса, образованно-
го двумя компонентами – тонкофибрил-
лярным и тонкогранулярным. Преоб-
ладает тонкофибриллярный компонент, 
который окрашивается по Ван-Гизону в 
розовый цвет. В матриксе неравномерно 
распределены многоклеточные кластеры 
(рис. 3г), содержащие от 3 до 20 клеток. 
Они состоят из нотохордальных клеток 
(НХК), имеющих округлое плотное ядро 
и светлую, сильно вакуолизированную 
цитоплазму. Среди этих клеток (особен-
но в спинальной части ПЯ) имеется от 10 
до 20% так называемых хондроцитопо-
добных клеток (ХПК). У этих клеток ци-
топлазма плотная, эозинофильная, ядра 
мелкие, округлые. ХПК в основном рас-
положены отдельно, но местами форми-
руют небольшие кластеры (рис. 3д). Ма-
трикс в участках скоплений ХПК богаче 

тонковолокнистыми структурами и про-
теогликанами, он плотнее, чем в зонах, 
содержащих кластеры НХК (рис. 3е).

Такая нативная структура имелась в 
подавляющем числе изученных дисков 
контрольного кролика и интактных дис-
ков опытных кроликов через 5 недель 
после начала опыта. Однако в диске L7-
S1 у контрольного животного и в таком 
же диске у одного из опытных животных 
во внутренней трети ФК отмечаются 
дистрофические изменения, проявляю-
щиеся в кариорексисе и кариолизе части 
ядер, наличии пустых лакун, разрыхле-
нии матрикса. В ПЯ часть ядер в класте-
рах НХК имеет признаки кариопикноза 
и кариолиза, видны также относительно 
крупные бесклеточные участки матрик-
са (рис. 4а). При окраске толуидиновым 
синим в рыхлой ткани внутреннего слоя 
ФК метахромазия матрикса ослабевает 
и остается интенсивной в основном во-
круг клеток. В ПЯ метахроматическая 
субстанция матрикса более интенсивно 
окрашивается вокруг кластеров НХК. 
Особенно большое содержание протео-
гликанов обнаруживается вокруг класте-
ров и одиночных ХПК. Там они иногда 
формируют слоистые ободки (чехлы).

Через 10 недель после начала экспе-
римента в интактных дисках у опытных 
животных структура ЗП, наружного и 
среднего слоев ФК не меняется. Вну-
тренний слой ФК и ПЯ у большинства 
животных также остаются неизменны-
ми. Только в диске L5-L6 одного из жи-
вотных во внутреннем и промежуточном 
слоях ФК, в также в ПЯ часть клеток име-
ет признаки дистрофии, а другая часть 
– крупное ядро и цитоплазму, занимаю-
щую практически всю лакуну (рис. 4б). 
Вокруг последних клеток отмечается 
пояс отложения протеогликанов (яркая 
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Рис. 4. Гистологические изменения интактных дисков.
а - диск L7-S1 контрольного кролика. Участок ПЯ с дистрофически измененными НХК.  
Ув. 400. б - диск L5-L6, срок 10 недель. Во внутреннем и промежуточном слоях ФК часть 
клеток в состоянии дистрофии, часть -  пролиферирущие активные хондроциты. В ПЯ 
большие кластеры дистрофически измененных НХК, внутри и вокруг них протеогликаны.  
Ув. 200. в - диск L1-L2, срок 18 недель. Участок ПЯ с уплотненным матриксом («чехлы») во-
круг клеточных кластеров и отдельных ХПК. Между кластерами зернистый распад матрикса.  
Ув. 400. г - диск L6-L7, срок 32 недели. ПЯ с уплотненным матриксом вокруг кластеров и дис-
трофией клеток в них. Слева -  поля зернистого распада матрикса и некроз клеток. Ув. 200.  
д - диск L1-L2, срок 40 недель. Гиалиновый слой ЗП, участки некроза, оссификации и фибрил-
лизации матрикса, видны также реактивные хондробласты. Ув. 400. е – диск L1-L2, срок 40 
недель. Участок измененной структуры во внутреннем и переходном слоях ФК. Преобла-
дают крупные активные хондроциты, но слева видны дистрофически измененные клетки.  
Ув. 400. а, в-г – окраска гематоксилином и и эозином; б – окраска толуидиновым  синим.
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метахромазия). Это признаки биосинте-
тической активности хондроцитов в от-
вет на дистрофию и некроз части клеток. 
В ПЯ увеличивается также доля ХПК.

Через 18 недель в интактных дис-
ках прогрессируют дегенеративные из-
менения. У трех животных из четырех 
в большей или меньшей степени выяв-
ляются эти изменения, причем не толь-
ко в задних, но и в передних дисках. В 
хрящевом слое ЗП обнаруживаются не-
большие участки истончения, дистро-
фии и некроза клеток, кальциноза и ос-
сификации хряща. Большую часть ПЯ 
занимают ХПК, между которыми видны 
маленькие кластеры НХК. На вентраль-
ном полюсе ПЯ матрикс рыхловолок-
нистый, но значительно более плотный, 
чем в интактном ПЯ ранних сроков. На 
противоположном полюсе видны участ-
ки, где кластеры НХК окружены обод-
ком из плотной метахроматичной суб-
станции (рис. 4в). Видны также крупные 
поля бесклеточного матрикса. Кроме 
того, редко встречаются небольшие фо-
кусы зернистого распада ткани. Клетки 
при этом подвергаются дистрофии, либо 
частично исчезают. И только в центре 
ядра сохраняются участки, где видны 
кластеры НХК, отдельные клетки ХПК, 
а матрикс такой же рыхлый, как в норме. 
В ряде дисков во внутреннем и проме-
жуточном слоях ФК наряду с участками 
дистрофии увеличивается содержание 
активных хондроцитов с тонким обод-
ком из протеогликанов.

Через 32 недели после начала опыта 
дегенеративные изменения еще больше 
усиливаются. В хрящевом слое ЗП уве-
личивается число и размеры участков 
кальциноза, оссификации, деструкции 
ткани, дистрофии и некроза хондроци-
тов. В одном диске у одного животного 

в ПЯ видны крупные поля деструкции 
клеток и матрикса с образованием зерни-
стой вакуолизированной массы (рис. 4г). 
В других дисках грубые некротические 
изменения отсутствуют, ПЯ сохраняет 
кластерную структуру, НХК во все боль-
шей степени замещаются ХПК, матрикс 
уплотняется, особенно вокруг клеток и 
кластеров. Во внутреннем слое ФК про-
должается процесс дистрофии хондро-
цитов.

Через 40 недель интенсивность деге-
неративных процессов уже мало увели-
чивается, но они захватывают большую 
часть интактных дисков у всех живот-
ных, хотя в задних дисках эти изменения 
выражены несколько сильнее, чем в пе-
редних. Хрящевой слой ЗП несколько ис-
тончен (больше с краниальной стороны), 
имеет участки оссификации, дистрофии 
клеток и фибриллизации матрикса (рис. 
4д), т.е. обнажения его коллагеновых 
структур вследствие очагового распада 
протеогликанов. ПЯ в двух дисках име-
ет крупные участки зернистого распада 
матрикса с некрозом клеток: в основном 
ХПК, не образующих кластеров. Такие 
участки занимают часть ПЯ, а другая 
часть сохраняет кластерную структу-
ру. Матрикс сгущен вокруг кластеров, а 
внутри кластеров имеются дистрофиче-
ские изменения клеток. В других дисках 
такая деструкция отсутствует, но имеют-
ся участки с уплотненным, богатым про-
теогликанами матриксом. Общее коли-
чество как НХК, так и ХПК значительно 
уменьшено, оставшиеся кластеры сдав-
лены матриксом, большая часть клеток в 
них имеет дистрофические и некротиче-
ские изменения.

Во внутреннем и переходном слоях 
ФК обнаруживаются такие же измене-
ния, как и в предыдущем сроке. В одном 
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Рис. 5. Дегенеративно-измененные диски (модель) через 6 недель после начала опыта
а – диск L5-L6 (один прокол). Остеофит. Среди хрящевой ткани гиалинового и фиброзного ти-
пов видны провизорные остеоидные балки. Ув.400. б – диск L5-L6 (один прокол). Средний 
слой ФК, разрыхление коллагенового каркаса в пластинах, округлые и овальные хондроци-
ты разных размеров. Ув. 200. в – диск L5-L6 (один прокол). Рыхлая ткань внутреннего слоя 
ФК с сетчото-ячеестым строением. Часть клеток с дистрофическими изменениями. Видны 
также крупные активные клетки с метахромазией цитоплазмы и окружающего матрикса. 
В матриксе метахромазия снижена. Ув. 400. г – диск L5-L6 (один прокол). Фрагмент ПЯ с 
началом перехода в фиброзный хрящ. Ув. 400. д – диск L3-L4 (один прокол). Трансформа-
ция ткани ПЯ в фиброзный хрящ. Видны многочисленные активированные хондроциты и 
небольшие изогенные группы. Матрикс тонковолокнистый. Ув. 200. е – диск L1-L2 (один 
прокол). Утолщение и дезорганизация хрящевого слоя ЗП, многочисленные изогенные груп-
пы, перемешивание хрящевой ткани и костных трабекул, кальциноз и оссификация хряща. 
Ув.200. а, б, г-е – окраска гематоксилином и эозином; в – окраска толуидиновым  синим.
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диске в этих слоях имеются участки тка-
ни, близкой по структуре к фиброзному 
хрящу (рис. 4е): матрикс тонковолокни-
стый, клетки в основном активные, хон-
дроциты с толстыми «чехлами» вокруг. 
Однако в участках, граничащих с ПЯ, 
много клеток в состоянии дистрофии и 
некроза.

Модель дегенерации межпозвон-
ковых дисков. Через 6 недель после на-
чала опыта во всех дисках с одним или 
двумя проколами на наружной поверх-
ности в местах прокола иглой обнару-
живаются остеофиты разных размеров, 
состоящие на этот срок в основном из 
хрящевой ткани. Костная ткань пред-
ставлена в виде отдельных сравни-
тельно небольших балок внутри хряща  
(рис. 5а). Большую же часть ткани за-
нимает хрящевая ткань, местами гиали-
нового, местами фиброзного типов. При 
окраске толуидиновым синим матрикс 
этой ткани резко метахроматичен, а при 
окраске по Ван-Гизону умеренно фукси-
нофилен. Непосредственно под остео-
фитами часто видны крупные области 
некроза в наружной части ФК (результат 
первоначального прокола).

В большинстве дисков, за исключени-
ем области прокола, наружный слой ФК 
практически не изменен, но в среднем 
слое ФК в отличие от интактных дисков 
часто встречаются крупные поля в вен-
тральной части диска, где ткань резко 
разрыхлена и практически не прослежи-
вается циркулярная структура ламелл. 
Ламеллы резко истончены, разрыхлены, 
вплоть до формирования тонких и бес-
порядочно ориентированных волокон 
(рис. 5б). Реже аналогичные по структу-
ре участки, но меньших размеров, име-
ются в среднем слое ФК и на спиналь-
ном полюсе диска. В основном, однако, в 

среднем слое ФК ламеллярная структура 
и клеточные элементы сохранены.

Внутренний слой ФК и ПЯ у разных 
животных изменены в разной степени. В 
четырех дисках из восьми на этот срок 
ПЯ еще сохраняет свою структуру, хотя 
и претерпевает изменения, более выра-
женные, чем в интактных дисках даже 
на поздних сроках. Внутренний слой ФК 
в этих дисках отличается очень рыхлой 
структурой матрикса, местами сетчато-
ячеистой. Большая часть клеток находит-
ся в состоянии дистрофии или некроза, 
При окраске толуидиновым синим (рис. 
5в) в этой очень рыхлой ткани резко 
снижается метахромазия матрикса. Она 
остается лишь в цитоплазме отдельных 
активных клеток и вокруг них.

Ткань ПЯ в участках, расположенных 
ближе к вентральному полюсу, полно-
стью лишена клеток. Матрикс в этой об-
ласти рыхлый, имеет сетчато-ячеистую 
структуру и беден протеогликанами. В 
центре ПЯ матрикс становится более 
плотным, там сохраняются клетки, от-
носящиеся, практически, только к ХПК. 
Часть клеток находится в состоянии 
дистрофии, вплоть до некроза. Клетки 
не образуют кластеров. Ближе к спи-
нальному полюсу диска ткань ПЯ имеет 
рыхло-волокнистый матрикс, но значи-
тельно более плотный, чем в нативном 
ПЯ. Часть клеток не имеют лакун, отли-
чаются умеренно окрашенным ядром и 
слабо оксифильной цитоплазмой (ХПК). 
Другая часть клеток представлена окру-
женными лакунами клетками с окру-
глым плотным ядром, нечетко видимой 
цитоплазмой (хондроциты) (рис. 5г). Обе 
субпопуляции клеток перемешаны меж-
ду собой и распределены в пространстве 
неравномерно. Все это свидетельствует 
о том, что в этом участке ПЯ начинает за-
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Рис. 6. Дегенеративно-измененные диски (модель) через 10 и 18 недель после начала опыта.
а – диск L2-L3 (два прокола), срок 10 недель. Участок во внутреннем слое ФК с увеличе-
нием числа активных хондроцитов и мелкой зернистостью в матриксе (отложение солей 
извести). Ув. 400. б – диск L2-L3 (два прокола), срок 10 недель. Фрагмент ПЯ фиброзного 
типа с дистрофически измененными клетками и отложением извести в матриксе. Матрикс 
местами разрыхлен. Ув. 400. в – диск L5-L6 (один прокол), срок 10 недель. Истончение, 
фрагментация и деструкция хрящевого слоя ЗП; пазушное рассасывание кости. Стрелка-
ми обозначены фрагменты хряща. Ув. 200. г – диск L2-L3 (один прокол), срок 10 недель. 
Ткань фиброзного хряща заместившего ПЯ Ув. 400. д – диск L3-L4 (один прокол), срок  
18 недель. Фиброзный хрящ во внутреннем слое ФК с некротически измененными клет-
ками и очагами кальциноза (справа вверху и слева внизу). Ув. 400. е – диск L5-L6 (один 
прокол), срок 18 недель. Между ЗП и ФК видны слой гиалинового хряща и щель между ЗП и 
диском, заполненная зернистым распадом ткани, правее – фиброзный хрящ ФК. Ув. 200. 
а- е – окраска гематоксилином и эозином.
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мещаться фиброзным хрящом, т.к. ХПК 
дифференцируются в хондроциты.

У двух животных на этот срок ПЯ 
уже полностью замещено тканью, име-
ющей структуру фиброзного хряща. В 
одних участках этой ткани клеточные 
структуры многочисленны. Там преоб-
ладают активизированные хондроциты с 
большими ядрами и вакуолизированной 
цитоплазмой. Местами они соединя-
ются в двух- трехклеточные изогенные 
группы. Матрикс в этих участках тонко 
фибриллярный, но значительно более 
плотный, чем в нативном ПЯ (рис. 5д). 
Внутренний слой ФК имеет аналогич-
ную структуру, видимая граница между 
ними отсутствует. 

На сагиттальных срезах отмечаются 
изменения хрящевого слоя ЗП, особенно 
на краниальной стороне диска. В этом 
слое видны участки дистрофии и некроза 
части хондроцитов, очаги разрыхления и 
фибриллизации матрикса вплоть до ре-
зорбции хрящевой ткани и образования 
микрополостей. В двух дисках имеются 
обширные участки утолщения хряще-
вого слоя ЗП с краниальной стороны. В 
таких участках в хрящевой ткани видны 
фокусы костной ткани, т.к., по-видимому, 
происходит одновременный процесс ос-
сификации хряща и врастания гиалино-
вой хрящевой ткани в костный слой ЗП 
и в кость позвонка. В хрящевом слое ЗП 
полностью нарушена колончатая архи-
тектоника клеток, преобладают многоя-
дерные изогенные группы хондроцитов 
и много активных одиночных молодых 
клеток (хондробластов), при этом видны 
участки дистрофии клеток с отложением 
там извести (рис. 5е). Таким образом, де-
струкция ЗП, дистрофические и некро-
тические изменения в хрящевом ее слое 
и оссификация хряща сочетаются с ре-

активными репаративными процессами 
роста хрящевой ткани.

Кроме того, в двух дисках, в которых 
ПЯ замещено фиброзным хрящом, обра-
зуются разрывы между ЗП и телом по-
звонка или между оссифицированной и 
неоссифицированной частями хрящево-
го слоя. Возможно, это происходит пото-
му, что в результате разрушения и заме-
щения ПЯ возникает перераспределение 
механической нагрузки вследствие изме-
нения плотности ткани ПЯ.

Через 10 недель остеофиты выявля-
ются во всех дисках, ткань их созревает, 
что выражается в появлении зрелых кост-
ных балок и сосудов. Однако основания 
остеофитов по-прежнему состоят из гиа-
линового и/или фиброзного хряща.

Наружный слой ФК изменен мало, за 
исключением области прокола, окружен-
ного очагами некроза и регенерации за 
счет активных хондробластов и изоген-
ных групп клеток. В среднем слое ФК 
есть участки, где в ламеллах происходит 
разрыхление упаковки и усиление вол-
нистости коллагеновых волокон, а также 
расщепление самих ламелл.

Во внутреннем слое ФК есть неболь-
шие участки разрыхления, но преобла-
дают участки уплотнения коллагеновых 
волокон. Клетки в участках уплотнения 
в основном активные гипертрофические 
хондроциты, иногда с вакуолизирован-
ной цитоплазмой (рис 6а). Часть клеток 
подвергается дистрофическим измене-
ниям. Характерно, что в таких участках 
на большом увеличении видно отложе-
ние мелкозернистого материала, (из-
весть). Матрикс волокнистый, ламелляр-
ная структура отсутствует.

Ткань ПЯ замещена фиброзным хря-
щом разной структуры. Местами матрикс 
состоит из плотноупакованных, но очень 
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Рис. 7. Дегенеративно-измененные диски (модель) через 32 и 40 недель после начала опыта
а – диск L4-L5 (один прокол), срок 32 недели. ПЯ, замещённое фиброзным хрящом. Справа – 
участок уплотнения, слева – разрыхления матрикса. Хондроциты дистрофически изменённые 
и не активные. Ув. 400. б – диск L2-L3 (один прокол), срок 40 недель. Граница внутреннего и 
среднего слоя ФК, в середине участок некроза и разрыхления с образованием трещин. Ув. 200. 
в – диск L2-L3 (один прокол), срок 40 недель. Участок фиброзного хряща с зернистой деструк-
цией волокон матрикса. Ув. 400. г – диск L5-L6 (два прокола), срок 40 недель. Отложение солей 
извести (гранулы) и участки деструкции в хрящевой ткани ЗП. Ув. 400. д – диск L3-L4 (один про-
кол), срок 40 недель. В центре небольшой фрагмент гиалинового хряща (стрелка), остающегося 
после резорбции гиалинового слоя ЗП. Ув. 200. е – диск L2-L3 (два прокола), срок 40 недель. 
Фокус зернисто-вакуольной деструкции ткани в среднем слое ФК. Ув. 400.
а- г, е – окраска гематоксилином и эозином; д – окраска толуидиновым  синим.
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тонких волокон с умеренной метахро-
мазией, а клетки частично дистрофич-
ны. а частично представлены гипертро-
фическими активными хондроцитами. 
Местами в клетках и матриксе имеются 
мелкогранулярные отложения извести. 
Таким образом, внутренний слой ФК и 
ПЯ состоят из ткани типа фиброзного 
хряща, но с выраженными дистрофиче-
скими изменениями и отложением изве-
сти (рис. 6б). 

В хрящевом слое ЗП видны участки 
резорбции хрящевой ткани, замещен-
ные костной тканью. При этом на кра-
ниальной стороне дисков таких участков 
больше, а гиалиновый хрящ истончен в 
большей степени, чем на каудальной сто-
роне (рис. 6в). Кроме того, вблизи участ-
ков наибольшей резорбции хряща про-
исходит также пазушное рассасывание 
костных балок. Местами в гиалиновом 
слое встречаются локальные очаги утол-
щения гиалинового хряща, вдающегося 
в костную ткань позвонка.

На сагиттальном срезе диск имеет 
форму овала, сужающегося в середине. 
Наружные слои ФК не изменены, средние 
слои имеют участки разрыхления. Вну-
тренние слои неотличимы от ПЯ. Послед-
нее представлено фиброзным хрящом, оно 
смещено к краниальной стороне диска. 
Ткань, заместившая ПЯ, состоит из отно-
сительно тонких, местами плотно упако-
ванных, в других участках рыхло упако-
ванных коллагеновых волокон и крупных 
клеток в основном без лакун (единичные 
клетки с лакунами) (рис. 6г). Плотность 
упаковки матрикса неравномерная – есть 
рыхлые и плотные участки.

Кроме того, в ПЯ обнаруживаются 
небольшие очаги зернистой деструк-
ции ткани и мелкие кисты, оставшиеся, 
по-видимому, после резорбции бывших 

участков некроза. Только в одном диске 
в ПЯ остается фрагмент ядра, где сохра-
нились кластеры НХК, но преобладают 
ХПК. Показательно, что вокруг сохра-
нившихся кластеров и отдельных клеток 
видны «чехлы», состоящие из протео-
гликанов. Следует отметить, что клетки 
окруженные «чехлами» находятся в со-
стоянии выраженной дистрофии либо 
деструкции. При окраске толуидиновым 
синим «чехлы» уплотнены и метахрома-
тичны, а ткань между ними более рых-
лая, хотя также сохраняет метахромазию. 
В других фрагментах ПЯ некротизирова-
но, ткань уплотнена, но бесклеточна. 

Следует отметить, что в части дисков 
отмечается обратный (в сторону центра) 
изгиб ламелл среднего и внутреннего 
слоя ФК на вентральном и каудальном 
полюсе – ретракция ламелл.

Через 18 недель после начала опы-
та остеофиты обнаружены во всех дис-
ках. В большинстве дисков они состоят 
в основном из костной ткани, в основа-
нии остается гиалиновый хрящ. В одном 
диске обнаружен небольшой незрелый 
остеофит, состоящий преимущественно 
из хрящевой ткани.

В среднем слое ФК есть участки раз-
рыхления и расслоения ламелл, извитых 
волокон. Наружные ламеллы ФК по по-
люсам диска изменены мало, но средние 
ламеллы изгибаются к центру. С вен-
тральной и каудальной сторон ламеллы 
прослеживаются нечетко. Ткань там со-
стоит из тонких коллагеновых волокон, 
образующих кримпы, в клетках имеют-
ся дистрофические изменения. Во вну-
треннем слое изменения заключаются в 
уплотнении матрикса, в котором коллаге-
новые волокна расположены более бес-
порядочно, чем в интактном диске, а так 
же в значительном увеличении размеров 
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клеток. Хондроциты округлые с умерен-
ным увеличением цитоплазмы, с четким 
и относительно широким ободком плот-
ной метахроматической субстанцией во-
круг клеток.

ПЯ большей частью представлено 
фиброзным хрящом, близким по строе-
нию к внутреннему слою ФК. Отмечает-
ся множество клеток, аналогичных выше 
описанным, но волокнистый матрикс бо-
лее рыхлый. В самом центре в некоторых 
дисках сохраняются небольшие участки 
ПЯ с некротизированными ХПК, вокруг 
которых еще остается «чехол» из протео-
гликанов.

Необходимо отметить, что на этот 
срок в большей части дисков усилива-
ются дистрофические и даже некроти-
ческие изменения в фиброзном хряще, 
заместившем внутренний слой ФК и ПЯ. 
Во внутреннем слое ФК на границе с ПЯ 
видны участки ткани с тонковолокни-
стым матриксом, большая часть клеток 
которых некротизирована. Там же име-
ются несколько фокусов тканевого рас-
пада с отложением солей кальция (рис. 
6д). ПЯ полностью замещено фиброзным 
хрящом. Однако, в отличие от ткани, за-
местившей внутренний слой ФК, в ней 
преобладают дистрофически изменен-
ные, либо некротизированные клеточные 
элементы, а крупные округлые клетки с 
«чехлами» выявляются лишь в неболь-
шой части ПЯ. При окраске толуиди-
новым синим новообразованная ткань, 
заместившая ПЯ, имеет сравнительно 
слабую метахромазию, но там, где клеток 
больше, метахромазия выше. В ПЯ име-
ются фокусы зернистого распада.

На сагиттальных срезах отмечается 
одновременное протекание двух проти-
воположных процессов в слоях гиали-
нового хряща ЗП: деструктивных и ре-

паративных. На краниальной стороне 
усиливается фрагментация этого слоя, 
т.к. значительные его участки замеще-
ны костной тканью. Остаются фокусы 
деструкции и некроза хряща, но одно-
временно в ряде дисков на краниальной 
и каудальной стороне усиливаются репа-
ративные процессы в виде пролифера-
ции активных молодых хондробластов 
с гиперхромным ядром. Эти клетки не 
имеют лакун, иногда образуют изоген-
ные группы. Часто они встречаются во-
круг очагов некроза и замещают их.

В части дисков с краниальной сторо-
ны между ЗП и ФК сформирована отно-
сительно узкая прослойка гиалинового 
хряща. Клетки в этой прослойке имеют 
дистрофические изменения, часть из них 
отличаются вытянутой формой. Между 
этой прослойкой и ФК формируется 
щель, частично заполненная тканью, 
находящейся в состоянии зернистой де-
струкции (рис. 6е).

Через 32 недели зрелые костно-
хрящевые остеофиты обнаруживаются 
во всех дисках.

Гиалиновый слой ЗП с обеих сторон, 
особенно с краниальной стороны, имеет 
многочисленные участки дезорганиза-
ции и оссификации хрящевой ткани, а 
также выраженные признаки регенера-
ции, в виде образования комплексов ак-
тивных хондробластов и немногочислен-
ных небольших изогенных групп.

Средний и внутренний слои ФК во-
гнуты в сторону центра диска. Внутрен-
ний слой ФК и ПЯ не отличаются друг от 
друга, так как трансформированы в фи-
брозный хрящ с практически одинако-
вой структурой. В этой ткани есть участ-
ки резко разрыхленного и уплотненного 
матрикса. Клетки в обоих этих участках 
представлены в основном дистрофиче-
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скими формами или хондроцитами без 
признаков биосинтетический активно-
сти (рис. 7а). Матрикс в этих участках 
разрыхленный; содержание протеогли-
канов снижено.

Через 40 недель после начала опыта 
во всех дисках имелись остеофиты. На-
ружный слой ФК мало изменен, в сред-
нем слое видны участки разрыхления, 
расщепления ламелл, местами нечет-
ко выраженное ламеллярное строение. 
Внутренний слой ФК и ПЯ в основном 
замещены тканью фиброзного хряща, в 
котором остаются большие некротиче-
ские бесклеточные зоны. Там же обра-
зуются множественные щели (трещины) 
(рис. 7б). Характерно, что сохранившие-
ся клетки принадлежат к активным хон-
дроцитам с «чехлами» в то время, как 
рядом много дистрофических и некроти-
зированных клеток. Матрикс в основном 
тонковолокнистый, но местами он разру-
шается, и формируются очаги зернистого 
распада (рис. 7в). Все это свидетельству-
ет об усилении вторичной дистрофии и 
дезорганизации фиброзного хряща, за-
местившего ПЯ в этот срок.

Гиалиновый слой ЗП в одних дис-
ках на каудальной стороне сохранен, но 
в нем имеются участки оссификации, 
деструкции и регенерации. На крани-
альной стороне слой истончен, местами 
сильно фрагментирован. В сохранившей-
ся хрящевой ткани видно отложение со-
лей извести (рис. 7г). В других дисках на 
краниальной стороне гиалиновый слой 
практически исчез. На его месте в кост-
ной ткани ЗП остается лишь несколько 
небольших фрагментов хрящевой ткани 
(рис. 7д). Наружный слой ФК обычный, 
средний и внутренний слои изогнуты в 
сторону ФК. В среднем слое имеются 
несколько фокусов разрыхления, вплоть 

до распада ткани, где отсутствуют клет-
ки (рис. 7е). Внутренний слой ФК, как 
и ПЯ, замещен фиброзным хрящом, од-
нако в зоне бывшего ПЯ в этом хряще 
видны несколько глубоких щелей. Они 
образуются в дистрофически изменен-
ной ткани, где сохраняется плотный во-
локнистый матрикс, но большая часть 
клеток подвергается дистрофическим и 
некротическим изменениям.

Обсуждение результатов

Одной из целей данного исследова-
ния было изучение изменений в интакт-
ных МПД кроликов при моделировании 
дегенерации в других дисках опытных 
животных

Из литературы известно, что диски 
кроликов, в основном ПЯ, подвергаются 
определенным возрастным изменениям 
[9]. С возрастом в ПЯ происходит по-
степенное замещение НХК на ХПК. При 
этом происходит уплотнение матрикса 
ПЯ. У 4-5-летних животных изменения 
МПД достигают степени дегенерации 
[36]. Известно также, что у человека вы-
раженные возрастные изменения МПД, 
начинаются уже со второго десятилетия 
жизни [5, 28].

В наших исследованиях у контроль-
ных животных в возрасте 6-7 месяцев, а 
также в интактных дисках опытных жи-
вотных, через 6 недель после начала экс-
перимента в подавляющем числе дисков 
изменения отсутствуют. ФК сохраняет 
характерную ламеллярную структуру, 
а ПЯ свой рыхлый матрикс и кластеры 
преимущественно НХК. Макроскопиче-
ски этому соответствуют плотное слои-
стое ФК и мягко-упругое полупрозрач-
ное ПЯ с четкой границей между ними. 
Только в единичных дисках (2-х из 19) 



64

А.Б.Шехтер, В.А.Басков, О.Л.Захаркина и др.

в ПЯ обнаруживались очаги дистрофи-
ческих изменений НХК вплоть до их 
некроза, а также уплотнение матрикса 
вокруг клеток. Характерно, что оба этих 
диска располагались в каудальной части 
позвоночника (L7-S1). Макроскопиче-
ски ПЯ в этих дисках имело диффузное 
помутнение и уплотнение.

Начиная с 10-й недели опыта и до его 
окончания через 40 недель, гистологиче-
ски постепенно нарастали дистрофиче-
ские и некротические изменения в ПЯ: 
все большее замещение НХК хондро-
цитоподобными клетками, уплотнение 
матрикса вокруг кластеров, уменьшение 
содержания протеогликанов, некроз кле-
ток, появление бесклеточных участков и 
очагов зернистого распада ткани (клеток 
и коллагеновых волокон). Во внутреннем 
слое ФК возникают очаги перестрой-
ки ткани с исчезновением ламеллярной 
структуры. Развиваются дистрофия и не-
кроз части хондроцитов. В гиалиновом 
слое ЗП появляются небольшие очаги де-
струкции. Подобные изменения структу-
ры дисков в среднем выражены сильнее 
в МПД каудального полюса поясничного 
отдела позвоночника (L6-L7 и L7-S1), 
чем в дисках краниального полюса. Все 
эти изменения, однако, не достигают сте-
пени разрушения ПЯ, которое, в основ-
ном, сохраняет свою нативную кластер-
ную структуру и не трансформируется 
в фиброзный хрящ. Гистологические 
изменения подтверждаются макроскопи-
ческим исследованием: постепенно на-
растающим диффузным и очаговым по-
мутнением ПЯ и менее четкой границей 
между ФК и ПЯ в ряде дисков, особенно 
на поздних сроках.

Возникает вопрос – являются описан-
ные изменения проявлением возрастной 
инволюции дисков или связаны с нарастаю-

щей нестабильностью позвоночника, при-
чиной которой становятся дегенеративные 
процессы в других дисках этих животных, 
вызванные моделированием? В работе [25] 
описаны гистологические особенности ин-
тактных МПД кроликов, соседних с деге-
неративно измененными дисками (модель 
с использованием артродеза).

В наших исследованиях мы сравни-
вали интенсивность дистрофических 
изменений в интактных дисках в зави-
симости от того, расположены ли они в 
непосредственном соседстве с модели-
рованными дисками или отстоят от них 
на два позвонка. Оказалось, что отно-
сительно выраженные изменения были 
только в первом случае, независимо от 
того спереди или сзади находились эти 
диски по отношению к дискам, под-
вергавшимся экспериментальному воз-
действию. Это позволяет думать, что 
нестабильность позвоночника является 
более важным фактором для изменений 
в интактных дисках, чем возраст живот-
ных. Тем более что даже в конце опыта 
возраст животных был равен в среднем 
80-ти неделям (это не является боль-
шим возрастом для кроликов, живущих в 
среднем 6-8 лет). Кроме того, по нашим 
данным в дисках, расположенных на 
границе поясничного и крестцового от-
делов, дегенеративные изменения выра-
жены сильнее; возможно, на них больше 
влияет нестабильность позвоночника.

Моделирование дегенеративных из-
менений в МПД (независимо от одного 
или двух последовательных проколов 
ФК) ведет к значительно более выра-
женным изменениям диска, чем вышео-
писанные изменения интактных дисков. 
В местах проколов на наружной поверх-
ности ФК уже через 6 недель возникают 
остеофиты; в последующем они лишь по-



65

Моделирование дегенеративных изменений...

степенно созревают от преимуществен-
но хрящевой (гиалиновый и фиброзный 
хрящ) до преимущественно костной 
структуры путем энхондральной осси-
фикации хряща. Следует отметить, что 
остеофиты по данным литературы явля-
ются непременной и важной составляю-
щей дегенеративно-измененных дисков 
у человека при остеохондрозе, а также 
при экспериментальном моделировании 
[17, 31].

Наиболее важные изменения при ис-
пользованной нами модели дегенерации 
возникают в ПЯ и внутреннем слое ФК. 
Эти изменения обнаруживаются уже че-
рез 6 недель после начала опыта и по-
степенно прогрессируют вплоть до его 
окончания (40 недель). Уже в 6 недель в 
половине дисков (4 из 8) ПЯ и внутрен-
ний слой ФК полностью замещаются фи-
брозным хрящом, в котором отсутствует 
ламеллярная структура. Наряду с отдель-
ными некротизированными клетками 
бывшего ПЯ в этом хряще преобладают 
активные хондроциты, синтезирующие 
коллаген и протеогликаны, формирую-
щие волокнистый матрикс. В других дис-
ках ПЯ сохраняется, но частично некро-
тизируется, частично в нем происходит 
замещение НХК на ХПК, которые затем 
либо некротизируются, либо дифферен-
цируются в хондроциты. Так как в этот 
период во внутреннем слое ФК преоб-
ладают дистрофические процессы, и от-
сутствует пролиферация хондроцитов, 
можно считать, что основным источ-
ником клеток, формирующих новооб-
разованный фиброзный хрящ, являются 
ХПК пульпозного ядра, а не клетки ФК. 
Макроскопически этому соответствует 
разная степень уплотнения, диффузного 
или очагового помутнения ПЯ и исчезно-
вения границы между ФК и ПЯ.

В последующие сроки (10, 18, 32 и 40 
недель) процесс замещения ПЯ и внутрен-
него слоя ФК фиброзным хрящом усили-
вается. Из 26 дисков на эти сроки только в 
5-ти оставались фрагменты ПЯ с призна-
ками некроза клеток в кластерах и фор-
мированием ободка сгущенного матрикса 
вокруг них, очагами зернистого распада 
матрикса, отложением солей извести, бес-
клеточными полями рыхлого матрикса.

В большинстве дисков ПЯ и внутрен-
ний слой ФК полностью замещены фи-
брозным хрящом. Начиная с 10-й недели 
опыта, клетки этой ткани представлены 
в основном формами с ослабленной био-
синтетической активностью. Особенно 
важно отметить, что уже с этого срока 
в фиброзном хряще, заместившем ПЯ, 
возникают дистрофические и некротиче-
ские изменения клеток, появляются бес-
клеточные участки, отложения извести в 
матриксе. Снижается также содержание 
протеогликанов, а коллагеновые волок-
на подвергаются частичной деструкции. 
Все это свидетельствует о начинающей-
ся дистрофии хрящевой ткани, которая 
прогрессирует в дальнейшем. Мы обо-
значаем это явление как вторичную дис-
трофию ПЯ по сравнению с первичной 
дистрофией, возникающей в первый ме-
сяц после прокола ФК.

С 18-й недели усиливаются дистро-
фические и некротические изменения в 
фиброзном хряще; помимо некроза кле-
ток появляются очаги зернистого распада 
матрикса. В отдельных дисках возникают 
мелкие щели (трещины) и полости в за-
мещенном ПЯ, а также крупные щели, от-
деляющие ЗП от измененной ткани дис-
ка. Часть щелей заполняется зернистыми 
массами тканевого распада. Это свиде-
тельствует о том, что именно деструкция 
в диске является причиной образования 
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щелей. Наиболее часто щели в новообра-
зованном фиброзном хряще и между ЗП 
и диском обнаруживаются через 32-40 не-
дель после начала опыта. В эти же сроки 
максимально усиливаются дистрофия и 
некроз клеток фиброзного хряща, увели-
чиваются поля бесклеточной ткани и зер-
нистого распада.

Следует отметить также своеобразное 
изменение архитектоники ФК в дегенера-
тивно измененных дисках, которое начи-
нается уже с 10-й недели в части дисков 
и усиливается в следующие сроки уже во 
всех дисках. Ламеллы среднего слоя ФК 
и той части внутреннего слоя, которая 
еще не подверглась структурной реорга-
низации, разрыхляются, расщепляются и 
приобретают извитую форму. При этом 
ламеллы, ранее имевшие строго цирку-
лярную форму, на вентральном и спи-
нальном полюсе совершают обратный 
изгиб в сторону центра, т.е. к внутренней 
области, занятой новообразованным фи-
брозным хрящом. Это происходит, веро-
ятно, потому, что ПЯ с его уникальной 
гелеобразной, насыщенной жидкостью, 
упругой структурой, трансформируясь 
в фиброзную структуру, уже не давит на 
ламеллы ФК, а напротив, уменьшаясь в 
объеме, как рубцовая ткань, ведет к ре-
тракции ткани. Подобное же переориен-
тирование силовых напряжений ведет к 
отрыву диска от ЗП в участках, где ПЯ 
ранее наиболее близко подходило к ЗП и 
где, потом формируются щели.

Нативная структура ФК и ПЯ при от-
сутствии сосудов в диске обеспечивает 
питание ткани путем диффузии пита-
тельных веществ и кислорода из сосудов 
костной ткани позвонков и ЗП. В новых 
условиях при фиброзировании ПЯ, от-
рыве диска от ЗП, изменении архитекто-
ники и биомеханической функции диска 

диффузия питательных веществ затруд-
нена, что и является основной причиной 
вторичных дистрофических изменений в 
дегенеративном диске.

Следует также обратить внимание на 
выраженные изменения в гиалиновом слое 
ЗП, которые начинаются уже с 6-й недели 
и затем усиливаются: некроз, деструкция, 
кальциноз, оссификация, истончение и 
фрагментация гиалинового хряща, сопро-
вождаемые репаративной реакцией. К 40-й 
неделе в части дисков в ЗП остаются лишь 
отдельные фрагменты хряща, окруженные 
костной тканью. Эти изменения, очевидно, 
индуцируются резким снижением аморти-
зирующей функции диска при фиброзиро-
вании ПЯ, но, в свою очередь, влияют на 
биомеханику и питание диска. Подобные 
изменения, особенно оссификация ЗП, 
были отмечены при моделировании деге-
неративных изменений в МПД у кроликов 
[24], а также при старении и дегенерации 
МПД у человека [28].

Изменение архитектоники ламелл и 
разрыхление коллагенового каркаса ФК 
ведет к ослаблению биомеханической 
прочности ФК. В условиях использован-
ной нами экспериментальной модели это 
не приводило к образованию протрузий 
и грыж (во многом из-за быстрого фи-
брозирования ПЯ), но в человеческой 
патологии эти осложнения остеохондро-
за являются важнейшими в его клиниче-
ских проявлениях.

Таким образом, изученная нами на кро-
ликах модель дегенерации МПД по своим 
морфологическим проявлениям весьма 
близка к остеохондрозу человека [27, 35] 
и может быть адекватно использована для 
изучения механизма действия различных 
лечебных факторов, в том числе лазерно-
индуцированной реконструкции МПД.
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Выводы
1. Экспериментальная модель дегенера-

ции межпозвонковых дисков у кроликов с 
помощью одного или двух последователь-
ных проколов фиброзного кольца дает ре-
зультаты, близкие к остеохондрозу человека. 

2. Наблюдались некроз и деструкция 
ткани пульпозного ядра, которое замеща-
ется фиброзным хрящом с постепенным 
развитием в нем вторичных дистрофиче-
ских и некротических изменений. Воз-
никает дезорганизация и последующая 
реорганизация внутреннего и среднего 
слоев фиброзного кольца с расщеплени-
ем ламелл, их ретракцией, разрыхлением 
коллагеновых волокон. Одновременно 
наступает деструкция гиалинового хряща 
замыкательной пластинки с частичным 
отрывом ее от фиброзной капсулы, в ме-
стах проколов формируются остеофиты. 

3. В интактных дисках опытных 
животных (особенно ближайших с 
дегенеративно-измененными) в результате 
нестабильности позвоночника возникают 
изменения в виде дистрофии и некроза 
нотохордальных клеток и замещения их 
хондроцитоподобными, частичной де-
струкции ткани пульпозного ядра, но без 
замещения его фиброзным хрящом.

Авторы благодарят РФФИ (грант 
07-02-12080-офи), МНТЦ (грант 3360) 
и корпорацию Аркюо Медикал Инк. за 
финансовую поддержку работы.
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SIMULATION OF THE INTERVERTEBRAL DISCS DEGENERATIVE 
CHANGES (SPINE OSTEOCHONDROSIS) IN RABBITS: MACROSCOPIC AND 

HISTOLOGICAL STUDY

A.B.Shekhter, V.A.Baskov, O.L.Zakharkina, A.E.Guller, I.A.Borschenko, 
 I.Yu.Kolyshev, G.J. Kapanadze, A.V. Baskov, E.N. Sobol 

I.M.Sechenov Moscow Medical Academy, Moscow
Neurosurgical Department, Russian Medical Academy of Postgraduate Education, Moscow

Institute on Laser and Information Technologies RAS, Troitsk, Moscow Region
“ORTHOSPINE” Clinic, Moscow

The Research center for biomedical technologies RAMS, Moscow

The study was aimed at the longitudinal observation (up to 40 weeks) and detailed description 
of the structural changes occurring in the intervertebral discs of rabbits after surgically induced 
degeneration. It was founded that after the single and double punctures the osteophytes 
were formed at the point of stabbing. Moreover, in the model intervertebral discs the hyaline 
cartilage of the end-plates was failed and the tissue of the nucleus pulposus was gradually 
replaced by fibrous cartilage. Subsequent secondary dystrophy of the fibrous cartilage filling 
the nucleus area was observed as well as the disorganization of the inner and middle thirds of 
the annulus fibrosus and arising of the cracks between the end-plates and the external part 
of the annulus. The moderate dystrophic processes were revealed in the nucleus pulposus of 
the intact intervertebral discs located next to the stabbed discs anatomic levels. We suggest 
the instability of the spine, probably, was the main reason of these changes. 
The observed degeneration of the intervertebral discs is close to the changes characteristic 
to human spinal osteochondrosis. Adequacy of the model allows studying the effects 
and mechanisms of various treatments for this disease, including the method of laser 
reconstruction of intervertebral discs. 

Key words: animal model of spinal osteochondrosis, rabbits, intervertebral discs, 
morphology.
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Модулирование действия ядерных рецепторов и регуляция 
биотрансформации лекарств

С.Н.Ларина, Н.В.Чебышев, Е.В.Ших, В.Н.Каркищенко  
ММА им. И.М.Сеченова, Москва 
Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Москва

Ядерные рецепторы являются транскрипционными факторами, которые играют важную роль в 
ходе эмбрионального развития, поддержании дифференцировки клеток, метаболизме. Лиганд-
регулируемый ядерный PXR рецептор, взаимодействует с разнообразными химическими ли-
гандами и лекарственными препаратами и регулирует экспрессию генов, которые участвуют 
в метаболизме ксенобиотиков и лекарств. Строение этого рецептора обеспечивает связыва-
ние с широким спектром лигандов, которые могут действовать как агонисты или антагонисты. 
Изучение модуляции действия ядерных рецепторов важно для разработки лекарственных пре-
паратов, регулирующих метаболизм, а также при изучении взаимодействия лекарств.

Ключевые слова: ядерные рецепторы, PXR рецептор, биотрансформация ксенобиотиков, 
CYP3A4 цитохром.

Ядерные рецепторы являются транс-
крипционными факторами, которые игра-
ют важную роль в ходе эмбрионального 
развития, поддержании дифференциров-
ки клеток, метаболизме и клеточной ги-
бели. Нарушение сигнальной функции 
ядерных рецепторов ведет к болезням 
обмена веществ, таким как рак, бес-
плодие, ожирение, диабет, нарушениям 
пролиферации клеток. Гены ядерных ре-
цепторов включают лиганд-зависимые и 
лиганд-независимые транскрипционные 
факторы. Фармацевтические препараты-
агонисты или антагонисты ядерных ре-
цепторов, такие как тамоксифен для 
эстрогенового рецептора, (используе-
мый в лечении рака молочной железы), 
тиазолидиндионы для рецептора PPAR-γ 
(при лечении диабета типа 2) или декса-
метазон для глюкокортикоидного рецеп-

тора (при лечении воспалительных забо-
леваний) являются одними из наиболее 
часто используемых лекарств. Ряд ядер-
ных рецепторов регулируют экспрессию 
генов биотрансформации ксенобиотиков 
и лекарств. 

Структура ядерных рецепторов вклю-
чает N-концевой активируемый домен 
и консервативные ДНК-связывающие 
и лиганд-связывающие домены. Ядер-
ные рецепторы, выполняющие ключе-
вую роль в регуляции биотрансфомации 
ксенобиотиков, функционируют как 
лиганд-зависимые транскрипционные 
факторы. После активации лигандом 
происходит связывание со специфиче-
скими последовательностями ДНК; т.н. 
распознаваемыми элементами внутри 
регуляторной области промоторов соот-
ветствующих генов-мишеней. Каждый 
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такой элемент состоит из последова-
тельности (AGGTCA). Эта последова-
тельность может присутствовать в виде 
одного элемента или двух тандемных по-
второв в разных направлениях (прямом, 
инвертированном или развернутом). 
Эти последовательности обеспечивают 
связывание ядерных рецепторов в виде 
мономеров, гомодимеров или гетероди-
меров. Ряд ядерных рецепторов, в том 
числе и PXR, образует гетеродимеры, 
которые могут связываться с распозна-
ваемыми участками ДНК и активировать 
экспрессию генов-мишеней [28]. Лиганд-
связывающие домены имеют структуру, 
состоящую из 12 альфа-спиралей с цен-
тральным гидрофобным карманом, кото-
рый непосредственно связывается с ря-
дом гормонов, липидов, синтетических 
лигандов. Структура многих ядерных 
рецепторов при связывании с агониста-
ми принимает чрезвычайно сходную ак-
тивную конформацию в различных ядер-
ных рецепторах [4]. Ядерные рецепторы 
активируют или подавляют экспрессию 
генов-мишеней через лиганд-зависимые 
взаимодействия с дополнительными 
белками, известными как коактиваторы 
и корепрессоры. Эти кофакторы обра-
зуют комплексы из многих субъединиц, 
которые локально модифицируют струк-
туру хроматина и собирают транскрип-
ционный механизм на промоторах генов 
[6]. Коактиваторы и корепрессоры рас-
познают изменение конформации AF2 
рецепторного участка ядерных рецепто-
ров при связывании с лигандом. В ходе 
многочисленных исследований была 
выявлена центральная роль ядерных ре-
цепторов, в качестве сенсоров различ-
ных липидов образуемых в организме 
и ксенобиотиков. Действие рецепторов 
может моделироваться с использованием 

соответствующих лекарственных препа-
ратов, которые являются лигандами аго-
нистами или антагонистами.

Примеры модулирования действий 
ядерных рецепторов с помощью  

лекарств

Тамоксифен стал первым селектив-
ным модулятором эстрогенового рецеп-
тора, который был разработан и исполь-
зован для клинического применения при 
лечении рака груди [8]. Он проявляет себя 
как агонист или антагонист в зависимости 
от транскрипционных факторов, которые 
присоединяются к промотору и от строе-
ния распознаваемого ДНК-элемента в 
промоторе эстрогенового рецептора и со-
става клетки. Ралоксифен является дру-
гим классическим модулятором, который 
имел положительный защитный эффект 
в отношении костных тканей и антипро-
лиферативное действие в отношении кле-
ток опухоли молочной железы. Действие 
тамоксифена как агониста определяется 
через связывание рецептора с промото-
ром, который не содержит классическо-
го ДНК-элемента эстрогеновых рецеп-
торов. В ответ на лиганды изоформы 
эстрогеновых рецепторов ER-α и ER-β 
могут регулировать транскрипцию генов, 
связываясь со специфическими ERE эле-
ментами в промоторах генов-мишеней, 
либо путем связывания с другими транс-
крипционными факторами, действуя на 
определенные участки белков активато-
ров (АР-1) и (SP1) [5]. Связывание эстро-
генового рецептора с соответствующим 
элементом ERE является, по-видимому, 
путем, через который эстрадиол моду-
лирует транскрипцию гена, включает 
клеточную дифференцировку. Взаимо-
действие эстрогенового рецептора с АР1 
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и SP1 участками белка-активатора, воз-
можно, влияет на клеточную пролифе-
рацию. Можно предположить, что эстра-
диол опосредует дифференцировку и 
пролиферацию различными путями. При 
разработке селективных лигандов, целью 
является не только достижение селектив-
ности в отношении ERα и ERβ, но также 
селективности для взаимодействия с ERE 
элементами (эстрадиол-индуцируемая 
дифференцировка) в противополож-
ность взаимодействию с АР1 участкам 
(эстрадиол-индуцируемая пролифера-
ция). Эта схема, тем не менее, еще требу-
ет окончательного подтверждения.

Эффект комплекса тамоксифен–ERα 
противоположен эффекту комплекса 
тамоксифен–ERβ [18]. Если комплекс 
ERα ингибирует пролиферацию, то ERβ 
комплекс усиливает ее. В таком случае 
присутствие ERβ в клетках рака груди мо-
жет значительно подавлять антипролифе-
ративные эффекты тамоксифена. Транс-
крипционная активация опосредованная 
ER основана на подборе нескольких ко-
активаторов и ацетилировании гистонов. 
Эстрогеновые рецепторы ER связанные 
с антагонистом, взаимодействуют с ко-
репрессорами такими как NCor1, NCor2, 
набором HDAC [26]. В клетках млекопи-
тающих как тамоксифен, так и ралокси-
фен индуцируют подбор корепрессоров 
на промоторах генов-мишеней, однако, 
в клетках эндометрия тамоксифен, но 
не ралоксифен действует подобно эстра-
диолу, т.е. подбирает коактиваторы на 
некоторых генах. Эстрадиол подобная 
активность тамоксифена в матке требует 
высокого уровня экспрессии коактивато-
ра ядерного рецептора (N Co A1, также 
известного, как коактиватор стероидно-
го рецептора 1 (SRC1) [27].При связы-
вании рецептора с лигандом происходят 

определенные изменения конформации, 
которые препятствуют связыванию с ко-
активатором или способствуют взаимо-
действию с корепрессором.

Концепцию селективных модуля-
торов эстрогенового рецептора, по-
видимому, можно обобщить в отношении 
других ядерных рецепторов. Возможно, 
для других членов суперсемейства ядер-
ных рецепторов существуют лиганды, 
которые не являются только антагониста-
ми, но также имеют ткане-селективное 
фармакологическое действие (агонисты 
в одних тканях, антагонисты в других 
и смешанного действия в третьих). В 
случае эстрогенового рецептора, было 
показано противоположное действие 
тамоксифена в тканях грудных желез 
(антагонист) и матки (агонист). Дей-
ствие тамоксифена зависело от условий 
взаимодейстивя между ERα и специфи-
ческим ко-активатором SRC1, который 
присутствует в не значительно большем 
уровне в клетках матки, чем в клетках 
молочных желез [27].

Особое место в фармакологии ядер-
ных рецепторов занимают так называе-
мые «орфановые» рецепторы. «Орфа-
новые» рецепторы определялись как 
рецепторы, не имеющие эндогенных 
лигандов. Они модулируют действие 
других ядерных рецепторов и, следова-
тельно, могут изменять их фармаколо-
гическую активность. Эти рецепторы 
способны связываться с ксенобиотиками 
или эндогенными лигандами.

В некоторых случаях были найдены 
специфические лиганды для орфановых 
рецепторов. Первыми клонированными 
рецепторами (например, ER, GR и TR) 
являются рецепторы для гидрофобных 
гормонов, которые связываются с вы-
сокой аффиностью и специфичностью. 
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Большинство орфановых рецепторов, 
для которых были найдены лиганды (на-
пример, PXR PPAR, CAR и т.д.) связыва-
ются с этими молекулами с низкой аф-
финностью и широкой специфичностью. 
Для того чтобы различать их с классиче-
скими высоко-аффинными и специфич-
ными рецепторами такими, как рецепто-
ры стероидных и тиреоидных гормонов, 
эти рецепторы называют (рассматри-
вают как) сенсоры, т.к. их функция за-
ключается в регуляции определенного 
физиологического состояния организма 
(например, количества жирных кислот 
или холестерола) и тонкой регуляции го-
меостаза [5]. Изучение свойств ядерного 
рецептора PXR и подбор соответствую-
щих лигандов позволит регулировать 
процессы метаболизма ксенобиотиков и 
взаимодействия лекарств.

Роль PXR в биотрансформации ксено-
биотиков и регуляция его активности

Ядерный прегнан Х рецептор (PXR; 
NR1I2, также известный как SXR и PAR 
[10]) является членом семейства ядерных 
рецепторов – лиганд-зависимых факторов 
транскрипции и ключевым регулятором 
генов, вовлеченных в метаболизм ксено-
биотиков и эндобиотиков. Считалось, что 
PXR выполняет функцию выявления эн-
догенных прегнанов [9], но в последствии 
его стали рассматривать как центральный 
рецептор ксенобиотиков, отвечающий на 
многие лекарственные вещества. PXR 
функционирует как гетеродимер с рети-
ноевым Х рецептором α (RXRα) и связы-
вается с различными распознаваемыми 
элементами (прямыми повторами DR-3, 
DR-4, DR-5 и развернутыми наружу по-
вторами ER-6, ER-8) в промоторных об-
ластях генов-мишеней. Его умеренная 

основная активность и повышение регу-
ляции транскрипции опосредуется под-
бором коактиваторов семейства p160, 
например, коактиватор стероидного ре-
цептора (SRC). Подавление генной экс-
прессии включает физический контакт с 
корепрессорами транскрипции.

PXR рецептор экспрессируется пре-
имущественно в печени и активируется 
разнообразными лигандами, которые 
способны индуцировать экспрессию ге-
нов CYP450, играющих ключевую роль 
в метаболизме лекарств [22]. К соедине-
ниям, индуцирующим CYP450 относятся 
фенобарбитал, рифампицин, дексамета-
зон, нифедипин, таксол, гиперфорин и 
другие. PXR регулирует активность генов 
I фазы метаболизма лекарств (CYP3A4, 
CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9), карбоксиэ-
стеразы, дегидрогеназы, а также фермен-
тов, участвующих в образовании гема 
[22]. PXR является главным регулято-
ром экспрессии CYP3A4, который ме-
таболизирует более 50% лекарств. PXR 
также контролирует экспрессию генов 
фазы II метаболизма, кодирующих UPD-
глюкуронозилтрансферазы и глутатион-
S-трансферазы, а также белки III фазы 
выведения, такие как белок множествен-
ной устойчивости 1 к лекарствам и белок 
множественной устойчивости 2. Таким 
образом, PXR является важным и эффек-
тивным регулятором экспрессии генов 
участвующих во всех фазах метаболизма 
и экспрессии лекарств [1, 3, 12, 14].

PXR также активируется различны-
ми эндогенными лигандами, включая 
прегнаны, желчные кислоты, гормоны и 
витамины [9]. В ответ на желчные кис-
лоты и оксистеролы PXR регулирует 
экспрессию генов, участвующих в мета-
болизме и транспорте желчных кислот, 
включая CYP7A, Oatp2 и 3-гидрокси-3-
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метилглутарилкофермент-А синтетазы. 
Эти данные и последующие исследова-
ния на животных моделях с холестати-
ческой болезнью печени установили, что 
PXR играет решающую роль в гомеостазе 
холестерина и защищает ткани от потен-
циально токсических эндобиотиков [30].

Подобно большинству членов су-
персемейств ядерных рецепторов PXR 
содержит ДНК-связывающий участок 
(DBD) связанный через гибкий «шарнир-
ный» участок с лиганд-связывающим до-
меном (LBD), который содержит область 
с функцией лиганд- зависимой активации 
(AF-2). ДНК-связывающие участки про-
являют высокую консервативность у раз-
личных видов животных, более чем 90% 
сходства внутри DBD. Однако в отличие 
от большинства других ядерных рецеп-
торов лиганд-связывающие участки LBD 
PXR различных видов значительно раз-
личаются. Например, изоформы PXR 
млекопитающих имеют менее 80% сход-
ства последовательностей внутри LBD. 
Профиль активации PXR различными 
лигандами соответствует активации ци-
тохромов CYP3A. При этом, чем ближе 
структурное сходство PXR разных видов, 
тем более сходен профиль активации раз-
личными лигандами рецепторов PXR и 
соответствующих цитохромов. Хотя каж-
дый из этих PXR является «неразборчи-
вым» в связывании с лигандами (отвечая 
на соединения различные по размеру, 
форме, химическому составу), PXR опре-
деленного вида животных является отно-
сительно специфическим [33].

Взаимодействие с другими 
ядерными рецепторами

Функциональная активность PXR пере-
крывается с активностью CAR (конститу-

тивный андростановый рецептор) по свя-
зыванию с лигандами и активацией генов. 
PXR является центральным регулятором 
генов CYP3A [9], тогда как CAR взаимо-
действует с ДНК-элементами, расположен-
ными на генах CYP2B [7]. В 2000 г. Moore с 
соавторами [20] показали, что оба рецепто-
ра могут быть активированы некоторыми 
одинаковыми ксенобиотиками и эндобио-
тиками, включая рифампицин и фенобар-
битал. Затем было показано, что CAR и 
PXR имеют общие ДНК-связывающие 
участки, PXR может активировать экспрес-
сию CYP2B генов, используя те же регуля-
торные элементы, что и CAR, и наоборот 
CAR, может регулировать CYP3A гены 
[34]. Таким образом, PXR и CAR работают 
согласованно, связываясь с одинаковыми 
лигандами и регуляторными элемента-
ми. Недавние исследования показали, что 
PXR, CAR и функционируют совместно, 
регулируя экспрессию различных генов – 
мишеней, играющих центральную роль в 
метаболизме лекарств и глюконеогенезе 
[11, 13, 16, 29].

PXR может также индуцировать 
недостаточность витамина D, метабо-
лизма Са и заболевания костей благо-
даря способности взаимодействовать с 
ДНК-элементами, которые связываются 
с рецептором витамина D. Рецептор ви-
тамина D (VDR) также является членом 
суперсемейства ядерных рецепторов. 
Связываясь с соответствующими рас-
познаваемыми ДНК-элементами, он ре-
гулирует экспрессию генов-мишеней, 
которая приводит к различным физио-
логическим эффектам, включая метабо-
лизм кальция, костный метаболизм, рост 
клеток, образование ренина и инсулина. 
В условиях избытка витамина D рецеп-
тор VDR индуцирует его разрушение, 
усиливая экспрессию соответствующе-
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го цитохрома CYP24 [24]. Длительное 
использование противоэпилептических 
препаратов и ряда лекарств, таких как, 
рифампицин, карбамазепин, глюкокор-
тикоидов и противовирусных препа-
ратов приводит к нарушению костной 
минерализации. Общим свойством этих 
препаратов является способность инду-
цировать цитохромы печени, связываясь 
с PXR как лиганды. PXR имеет 60% го-
мологии в аминокислотной последова-
тельности ДНК-связывающего участка с 
ДНК-связывающим участком рецептора 
витамина D – VDR. Это позволяет PXR 
рецептору связываться с соответствую-
щими генами-мишенями VDR, в том чис-
ле и CYP24, что приводит к разрушению 
витамина D. Кроме того, было показано, 
что лиганд-связывающие домены VDR и 
PXR имеют 37% идентичности и лити-
холевая кислота и ее производные явля-
ются активаторами как VDR так и PXR. 
Таким образом, активаторы PXR влияют 
на экспрессию CYP24, контролируе-
мую VDR .Длительное применение ряда 
препаратов-лигандов PXR могут усили-
вать разрушение витамина D, приводя к 
его недостаточности и нарушению мета-
болизма в костной ткани.

Связывание с лигандами 
определяет структура PXR

PXR у различных видов связываются 
с широким спектром эндогенных и экзо-
генных лигандов, различающихся по хи-
мическому строению. PXR активируется 
путем непосредственного связывания 
лигандов внутри лиганд-связывающей 
полости в рецепторе [10]. Агонисты PXR 
включают природные и синтетические 
стероиды, такие как 5β-прегнан–3,20 
дион и эстрадиол и ксенобиотики, по-

добные холестерол понижающему пре-
парату ловастатину и SR12813 [17], и 
противораковым лекарствам тамоксифе-
ну и таксолу, антибиотику рифампицину, 
и активному компоненту экстракта зве-
робоя – гиперфорину. Эти лиганды ши-
роко варьируют по форме, химическим 
свойствам и имеют массу от 250 до бо-
лее 800 Da [22]. Ядерные рецепторы PXR 
имеют настолько широкий спектр связы-
вания с лигандами, какого нет ни у одно-
го другого ядерного рецептора [10]. Кри-
сталлографическое изучение строения 
PXR выявило новый участок (вставку) 
в LBD наряду с большим и вместитель-
ным «карманом» для связывания [33]. 
Эти структуры позволяют объяснить 
как видоспецифичность, так и широкий 
спектр связывания рецепторов. В настоя-
щее время определены кристаллические 
структуры LBD PXR в различных со-
стояниях: не связанном (апо-) состоянии, 
в комплексе с активирующими лиганда-
ми и фрагментами корегуляторов транс-
крипции. Опубликованные данные вклю-
чают LBD PXR, связанный с SR 12813, 
LBD PXR в присутствии и в отсутствие 
пептида коактиватора SRC-1, в комплек-
се с гиперфорином и макролидным анти-
биотиком рифампицином [22]. Подобно 
другим ядерным рецепторам лиганд свя-
зывающий домен LBD PXR рецептора 
состоит из 12 α-спиралей, которые укла-
дываются, образуя гидрофобный карман 
в структуре белка. Однако LBD PXR име-
ют несколько уникальных характеристик, 
которые отличают его от других членов 
суперсемейства ядерных рецепторов. 
Объем лиганд-связывающего кармана со-
ставляет более 1300 A3 , что значительно 
больше, чем лиганд-связывающие карма-
ны других ядерных рецепторов. Большой 
объем достигается присутствием двух 
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лотных остатках, участвующих в связы-
вании с лигандами. Например, остатки 
Gln 285, His 407 и Met 243 не сохраня-
ются в PXR мыши. Этот рецептор про-
являет меньшую степень разнообразия 
в связывании и не проявляет или имеет 
минимальную активность в отношении 
SR12813, гиперфорина или рифампи-
цина. Подобная тенденция наблюдается 
в отношении PXR рыбки Danio rerio. 
Анализ аминокислотных последователь-
ностей PXR млекопитающих показыва-
ет, что наибольшее сходство обнаружи-
вается между рецепторами человека и 
макаки-резус (96%). Проявляется кон-
сервативность тех же самых шести ами-
нокислотных остатков и оба рецептора 
взаимодействуют практически с теми же 
самыми соединениями [21]. Движущей 
силой в формировании свойств PXR, 
по-видимому, являются различия в дие-
те разных видов животных и человека. 
Желчные кислоты служат основными 
лигандами, обеспечивающими эволю-
цию PXR в сторону увеличения разноо-
бразия связывания.

Были получены мутантные варианты 
с точечными мутациями PXR, в которых 
были заменены различные аминокисло-
ты. Некоторые из этих мутаций приво-
дят к повышению основного уровня ак-
тивации [22] рецепторов, что приводит к 
стабилизации связывания с коактивато-
ром и увеличению основной транскрип-
ционной активности. В других случаях 
структурные изменения в результате 
мутаций нарушали связывание рецеп-
тора с корепрессором или усиливали 
связь с коактиватором. Напротив, неко-
торые мутации повышали связывание с 
корепрессором или снижали связывание 
с коактиватором, приводя к частичной 
или полной потере основной (базовой) 

дополнительных цепочек β-складчатого 
листа, которых нет у других ядерных 
рецепторов. Кроме того, LBD PXR име-
ет уникальную гладкую эллиптическую 
форму. Сочетание большого объема и 
гладкой формы, по-видимому, обеспечи-
вает широкую субстратную специфич-
ность PXR [24, 25].

Способность центральных областей 
LBD PXR изменять конформацию яв-
ляется определяющей для связывания 
с соединениями различного размера и 
формы. Недавние данные о строении 
PXR в комплексе с большим макролид-
ным антибиотиком рифампицином пока-
зали важность этого свойства гибкости в 
связывании рецептора с лигандом. Когда 
в 2001 г. впервые сообщалось об апо-
структуре LBD PXR, было показано, что 
рецептор-связывающий карман хотя и 
является большим, все же недостаточно 
велик для связывания PXR – агониста ри-
фампицина [33]. Последующее изучение 
структуры комплекса PXR-рифампицин 
показало, что три области LBD изменя-
ют свою упорядоченность, создавая про-
странство, необходимое для связывания с 
агонистом размером 823 Da. Это измене-
ние конформации позволяет расширяться 
лиганд-cвязывающему карману от 1280 
A3 по объему при образовании комплекса 
с SR12813 до более чем 1600 A3 в ком-
плексах с другими соединениями [22].

Выделяют шесть аминокислотных 
остатков, которые постоянно вовлечены 
в связывание с лигандом во всех струк-
турах LBD PXR, которые определены на 
сегодняшний день: три полярных остат-
ка (Met 243, Trp 299, Phe 420). Направлен-
ное (детерминированное) разнообразие 
в связывании, проявляемое различными 
видами PXR может быть частично обу-
словлено изменениями в этих аминокис-
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эндогенных липидов. Партнерами RXR 
рецептора могут служить такие ядер-
ные рецепторы как RARα, RARβ, RARγ, 
VDR-рецептор витамина D, TRα и TRβ 
(рецепторы тиреоидных гормонов), 
PPARα, PPARγ, а также рецепторы ксе-
нобиотиков CAR и PXR. Лекарственные 
средства, которые взаимодействуют с 
RXR и его партнерами используются для 
лечения рака, дерматологических болез-
ней, нарушений эндокринной системы и 
в лечении метаболического синдрома 

Ядерные рецепторы, которые взаимо-
действуют с RXR, образуя гетеродиме-
ры, могут быть функционально разделе-
ны на пермиссивные и непермиссивные. 
Гетеродимеры образуемые RXR и пер-
миссивными рецепторами (например, 
PPAR, LХR, FХR) могут активироваться 
агонистами, действующими как на RXR 
так и на рецептор-партнер [28]. Напри-
мер, RXR-PPAR гетеродимер может ак-
тивироваться агонистами RXR и PPAR 
независимо или совместно, вызывая 
синергическую активацию. Напротив, 
гетеродимеры RXR, которые содержат 
непермиссивные партнеры (например, 
рецептор витамина D и рецептор тирео-
идного гормона) могут активироваться 
только агонистами рецептора-партнера, 
но не агонистами RXR. Пермиссивные 
партнеры служат рецепторами для ли-
пидов, поступающих с пищей, и могут 
активировать RXR для установления по-
стоянного уровня экспрессии ферментов 
метаболизма и транспортеров. Непер-
миссивные партнеры функционируют, 
прежде всего, как рецепторы гормонов 
и могут ингибировать активацию RXR, 
для того чтобы взять соответствующие 
целевые гены под строгий гормональ-
ный контроль. В этом случае небольшое 
изменение концентрации гормона су-

активности. Наряду с получением му-
тантных вариантов PXR, к настоящему 
времени для PXR человека выявлено 55 
аллельных вариантов и три основных 
варианта, возникающих при альтерна-
тивном сплайсинге [24]. Принимая во 
внимание различные уровни экспрессии 
всех этих изоформ PXR, а также их раз-
личный транскрипционный потенциал 
можно ожидать огромного разнообразия 
уровня экспрессии генов-мишеней и со-
ответствующих индивидуальных разли-
чий активации генов биотрансформации 
ксенобиотиков.

Гетеродимеризация с RXR

Подобно многим другим ядерным 
рецепторам PXR контролирует транс-
крипцию в качестве гетеродимера с ре-
тиноидным Х рецептором RXRα, что 
так же может служить дополнительным 
уровнем регуляции. PXR связывается, по 
меньшей мере, с четырьмя различными 
элементами ДНК включая как прямые, 
так и инвертированные повторы. Некото-
рые другие рецепторы, которые образу-
ют гетеродимеры с RXRα, также исполь-
зуют как прямые DR, так и развернутые 
(ER – everter repeat) ДНК – элементы. К 
ним относятся CAR, рецептор витамина 
D, рецептор тиреоидного гормона [2]. 

Ретиноидный Х рецептор (RXR), 
который так же является членом супер-
семейства ядерных рецепторов, служит 
общим партнером при образовании ге-
теродимеров с группой других ядерных 
рецепторов. Гетеродимеры связываются 
с ДНК-элементами целевых генов и ак-
тивируют их экспрессию [19]. Много-
численные исследования последних лет 
выявили центральную роль этих гетеро-
димеров как сенсоров различных экзо- и 
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щественно изменит уровень экспрессии 
целевого гена, что необходимо в физио-
логии эндокринной системы.

Способность агонистов RXR регули-
ровать целевые гены многих пермиссив-
ных партнеров позволяет предположить, 
что in vivo такие соединения могут иметь 
фармакологическое применение как об-
щие агонисты нескольких важных путей 
метаболизма [17]. Делеция RXR у мы-
шей в печени приводит к нарушениям 
путей метаболизма, регулируемых гете-
родимерами RXR, что указывает на цен-
тральную плейотропную роль RXR [32].

Лигандом RXR рецептора являются 
9-цис ретиновая кислота (селективные 
лиганды RXR называют «рексиноиды» – 
rexinoids). Возможность моделирования 
активности RXR гетеродимеров с по-
мощью этих соединений является очень 
перспективной. Например, действуя на 
РPARγ – RXR гетеродимер рексиноиды 
повышали чувствительность к инсулину 
на модельных объектах у грызунов при 
инсулиннезависимом диабете [5]. Исхо-
дный рексиноид бексаротен (LGD 1069) 
давал значительные побочные дефекты, 
но недавно синтезированные рексинои-
ды повышали чувствительность к инсу-
лину и имели значительно меньше по-
бочных эффектов 

Наряду с ретиноидами, рексинои-
ды также проявляют противораковую 
активность. Они могут использоваться 
либо отдельно, как при лечении кожной 
Т-клеточной лимфомы [5], и как общие 
агонисты RAR-RXR комплекса алитре-
тиноин (9-цис ретиноевая кислота) для 
лечения саркомы Капоши. Обсуждается 
роль ретиноидов и рексиноидов как кан-
дидатов для предупреждения различных 
видов рака. 

Заключение

Ядерный прегнан Х рецептор PXR 
является ключевым рецептором ксе-
нобиотиков, отвечающим на многие 
лекарственные вещества. Этот лиганд-
регулируемый транскрипционный фак-
тор регулирует экспрессию ферментов 
и белков-транспортеров разных фаз био-
трансформации ксенобиотиков. Взаимо-
действие с лигандами агонистами или 
антагонистами позволит регулировать 
экспрессию соответствующих генов-
мишеней. Изучение ядерных рецепторов 
раскрывает молекулярные и физиологи-
ческие основы для разработки нового 
класса фармакофоров, и позволяет пред-
видеть нежелательные вредные эффекты 
взаимодействия лекарств. Для этой цели 
используются различные подходы, вклю-
чая скрининг химических соединений, 
изучение структуры лиганда и рецептора, 
исследования путей регуляции активно-
сти ядерных рецепторов, создание ката-
лога ядерных рецепторов их экспрессии 
и функционирования (Nuclear Receptor 
Signaling Atlas – www. nurse. org).
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MODELING OF NUCLEAR RECEPTORS ACTIONS 
AND DRUG INTERACTION BIOTRANSFORMATION

S.N.Larina, N.V.Tchebyshev, E.V.Shikh, V.N.Karkischenko
Moscow Sechenov Medical Academy,

Research Centre for Biomedical Technologies RAMS, Moscow

Nuclear receptors are transcription factors that are essential in embryonic development, 
cellular differentiation, metabolism . Ligand-regulated nuclear PXR receptor responds 
to diverse array of chemically distinct ligands , xenobiotics, clinical drugs and regulates 
the expression of genes involved in xenobiotic and drug metabolism. The structural basis 
of this receptor allows to interact to variety of ligands which are agonists or antagonists. 
Nuclear receptors researches are important to metabolism regulating drug development 
and drug interaction studying.

Key words: nuclear receptors, PXR receptor, xenobiotic biotransformation, CYP3A4 
cytochrome.
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В настоящее время не создано методов 
полностью заменяющих животных при 
проведении различных экспериментов. По 
поведению и выражению эмоций приматы 
наиболее близки к человеку, чем какие-либо 
другие животные. Они имеют сложную ор-
ганизацию, схожую с человеком. В силу 
этого целый ряд экспериментов проводят 
на приматах. Выполнение острых опытов 
на обезьянах (взятие костного мозга, по-
лостные операции, вживление электродов) 
возможно только при общем глубоком нар-
козе. Главная цель наркоза – подавление 
реакций организма на оперативное вме-
шательство, прежде всего ощущения боли. 
При этом медикаментозный сон, является 
лишь одним компонентом наркоза. При 
проведении наркоза также важно подавле-
ние или значительное снижение выражен-
ности вегетативных реакций организма 
на хирургическую травму, которые прояв-
ляются увеличением частоты сердечных 

сокращений (тахикардия), повышением 
артериального давления (артериальная ги-
пертензия) и другими явлениями, которые 
могут иметь место даже при выключенном 
сознании. Еще один компонент наркоза – 
миорелаксация, или расслабление мышц, 
необходимое для обеспечения нормальных 
условий для работы хирургов. 

Цель исследования: оценка влияния 
препаратов zoletil, xylazine, домитор, бу-
торфанол, пропофол при разных схемах 
введения на макак резусов.

Материалы и методы исследования

Эксперимент проводился в НЦБМТ 
РАМН на 5 взрослых самцах макак ре-
зус массой 10 кг. Содержание животных 
– в индивидуальных клетках, кормление 
согласно нормативам для лабораторных 
животных, поение – свободный доступ 
к воде, зоогигиенические показатели – в 

Влияние неингаляционных препаратов для общей анестезии,  
их сочетаний и схем применения на макак резусах

А.О.Ревякин, Н.В.Касинская, Л.Н.Зобова   
Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Москва
Институт медико-биологических проблем РАН, Москва

Выполнение острых опытов на обезьянах (взятие костного мозга, полостные операции, вжив-
ление электродов) возможно только при общем глубоком наркозе. Поэтому подбор оптималь-
ных наркотизирующих препаратов и их комбинаций, с учетом силы и времени действия, а 
так же безопасности для организма, является ключевым моментом в проведении успешного 
эксперимента.

Ключевые слова: макаки резус, наркоз, золетил, ксилазин, домитор, буторфанол, пропофол, 
антиседан.
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пределах нормы. Во время эксперимента 
фиксировалось время ведения препара-
та, место введения, время начала дей-
ствия наркоза и время выхода животного 
из наркоза (восстановление рефлексов). 
В постнаркозном периоде оценивалось 
общее физиологическое и эмоциональ-
ное состояние животных. Все препараты 
кроме пропофола вводились в бедрен-
ную мышцу, пропофол – внутривенно.

Для наркоза использовали следующие 
препараты. Zoletil – препарат для общей 
анестезии, содержащий в качестве дей-
ствующих веществ тилетамина гидрохло-
рид и золазепама гидрохлорид. Тилетамин 
не подавляет глоточный, гортанный, каш-
левой рефлексы, не угнетает дыхательную 
систему. Золазепам угнетает подкорковые 
области мозга, вызывая анксиолитиче-
ское и седативное действия, расслабляет 
поперечно-полосатую мускулатуру. Зола-
зепам усиливает анестетическое действие 
тилетамина. Он также предотвращает 
судороги, вызванные тилетамином, улуч-
шает мышечную релаксацию и ускоря-
ет восстановление после наркоза. Zoletil 
– это современный, комбинированный 
препарат, для общей анестезии животных 
нового поколения, производства компа-
нии «Virbac» Франция. Он, как и кета-
мин, относится к группе диссоциативных 
анестетиков, но в отличие от последнего, 
«Zoletil» это последнее поколение диссо-
циативов, он разрешен к применению на 
территории Российской Федерации.

Xylazine – антагонист альфа2-
адренорецепторов. Является силь-
нодействующим агонистом альфа2-
адренорецепторов, относится к 
седативным анальгетическим препа-
ратам с релаксирующим действием 
на мышцы. Обладает потенциальным 
анальгетическим эффектом, за кото-

рым следует доминантный седативный 
эффект. В зависимости от дозы он вы-
зывает угнетение ЦНС, снижает двига-
тельную активность и часто, в первые 
несколько минут, наблюдается атаксия. 
Разные виды животных по-разному 
чувствительны к ксилазину. Препарат 
обладает успокаивающим, болеутоляю-
щим, анестезирующим и миорелакса-
ционным действием. Применяется как 
успокаивающее, в соединении с другими 
веществами используется для анестезии, 
анальгезии и миорелаксации.

Домитор – действующее вещество 
медетомидин. Медетомидин-α2-агонист, 
основной эффект которого заключается в 
торможении передачи нервных импульсов 
в адренергических синапсах за счет конку-
ренции с норадреналином. Под действием 
препарата у животных наблюдается угне-
тение ЦНС и повышение болевого по-
рога. Домитор применяют для получения 
седативного эффекта и аналгезии собак 
и кошек при хирургических операциях и 
различных клинических исследованиях, а 
также для предупреждения агрессивности 
животных. Рекомендуется также исполь-
зовать перед проведением инъекционного 
и (или) ингаляционного наркоза.

Буторфанол относится к группе 
агонистов-антагонистов опиатных ре-
цепторов, преимущественно возбуждает 
каппа- и сигмаподтипы опиоидных ре-
цепторов. По воздействию на рецепторы 
препарат близок к пентазоцину. По силе 
действия, скорости наступления эффекта 
и длительности действия близок к мор-
фину, но эффективен в меньших дозах, 
чем морфин. По сравнению с морфином 
обладает меньшей способностью вызы-
вать физическую зависимость. 

Пропофол – средство для неингаля-
ционного наркоза. При в/в введении со-
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стояние наркоза наступает примерно в те-
чение 30 сек, без выраженных признаков 
возбуждения. После введения пропофол 
распределяется по тканям организма, под-
вергается биотрансформации преимуще-
ственно в печени с образованием неактив-
ных конъюгатов. Возникновение наркоза 
под влиянием пропофола, по-видимому, 
обусловлено неспецифическим влиянием 
на липиды мембран нейронов ЦНС, в ре-
зультате чего нарушается работа ионных 
каналов, в частности натриевых. Кроме 
того, показано, что под влиянием про-

пофола усиливаются GABA-ергические 
процессы в мозге. Пропофол практиче-
ски не обладает анальгезирующим дей-
ствием. Восстановление функций после 
прекращения действия пропофола проис-
ходит быстро.

Результаты исследований  
и их обсуждение

Проведенные исследования пока-
зывают разные действия (по качеству и 
времени действия на организм) комби-

Вид наркоза Описание и время начала дей-
ствия наркоза

Продолжитель-
ность  

действия

Комбинация: zoletil 100 
– 0,4 мл +  xylazine – 0,4 

мл; 
антиседан – 0,2 мл

Через 10 мин животное в глубо-
ком наркозе. Через 15 мин после 
погружения животного в глубо-
кий наркоз вводили антиседан. 

Через 30 мин животное начина-
ет выходить из наркоза.

Более 15 мин  
(регулируется  
антиседаном)

Комбинация: zoletil 100 
– 0,4 мл + xylazine – 0,4 

мл

Через 10 мин животное  
в глубоком наркозе

190 мин

Комбинация: домитор 
– 0,2 мл + буторфанол 

– 0,1 мл; 
антиседан – 0,3 мл

После введения первой дозы 
комбинированного наркоза че-
рез 10 минут не наблюдали его 
действия. Добавляли еще 2 дозы 
с интервалом в 10 минут. Через 
5 минут после последней дозы 
засыпает.  Некоторые рефлексы 

сохраняются,  наркоз неглу-
бокий. Через 10 минут ввели 

антиседан.

До 10 мин.

Комбинация: домитор 
– 0,6 мл + буторфанол 

– 0,3 мл

Через 10 минут животное за-
сыпает,  но часть рефлексов 

сохраняется.

До 50 мин.

Комбинация: домитор – 
1,0 мл;

через 20 мин
пропофол – 9,0 мл; 

через 40 мин
антиседан – 0,3 мл

После введения домитора,  
животное успокаивалось,  через 
20 минут внутривенно вводили 
пропофол. Животное засыпает в 
течение 30 сек. Через 10 минут 
после введения антиседана,  
наркозный эффект проходит.

До 30 мин.

Та б л и ц а
Влияние различных видов наркоза на макак резусов
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наций наркотизирующих препаратов на 
макак резусах. Так, было установлено, 
что для серьезных манипуляций (полост-
ные операции и т.п.) лучше использовать 
комбинацию zoletil 100 – 0,4 мл + xylazine 
– 0,4 мл. При данной комбинации у обе-
зьян отсутствуют рефлексы, в том числе 
болевые, мышцы расслаблены, живот-
ное находится в глубоком наркозе. По 
окончании операции при необходимости 
более быстрого выведения из наркоза 
можно ввести антиседан (табл.).

Комбинация домитор (0,6 мл) + бу-
торфанол (0,3 мл) дает менее сильный 
эффект. Часть рефлексов сохраняется, 
животное находится в состоянии поверх-
ностного наркоза (сохранение умеренно-
го роговичного рефлекса и реакции зрач-
ка на свет, слезотечение, расслабление 
мышц). При такой комбинации наркоза 
можно производить манипуляции не 
причиняющие животному сильной боли. 
Введение антиседана так же ускоряет 
выведение из наркозного состояния.

В последней комбинации после преме-
дикации домитором внутривенно вводи-
ли пропофол. Животное засыпало почти 

мгновенно. Наркоз глубокий. Можно про-
водить любые манипуляции но кратков-
ременные, т.к. наркоз действует не долго. 
Антиседан и в данном случае ускоряет 
время выведения животного из наркоза.

При использовании всех изученных 
комбинаций в постнаркозном периоде у 
животных не наблюдалось каких-либо 
физиологических отклонений. После 
стабилизации координации движений, к 
животным возвращался аппетит. Явных 
расстройств желудочно-кишечного трак-
та выявлено не было. Поведение адек-
ватное для данного вида обезьян.

Выводы
1. Исследуемые виды наркоза и их 

комбинации животные переносят хоро-
шо, без каких либо последствий. 

2. Определены комбинации для по-
лучения длительного и короткого нар-
козного состояния.

3.  Антиседан во всех случаях уско-
ряет выведение животного из наркоза.

4. Побочных действий препаратов 
в данной дозировке и комбинации выяв-
лено не было.

INFLUENCE OF NOT INHALATION PREPARATIONS 
FOR THE GENERAL ANAESTHESIA, THEIR COMBINATIONS 

AND APPLICATION SCHEMES ON MACACUS MULATTA

A.O.Revyakin, N.V.Kasinskaya, L.N.Zobova
Research Centre for Biomedical Technologies of RAMS, Moscow

Institute of medical and biologic problems of RAS, Moscow

Performance of sharp experiences on Macacus mulatta (a capture of a bone brain, 
abdominal and thorax operations, implantation of electrodes) is possible only at the 
general deep narcosis. Therefore selection optimum narcotization and combinations 
of drugs, in view of force and time of action and as safety for an organism, is the key 
moment in carrying out of successful experiment.

Key words: Macacus mulatta, narcosis, zoletil, ksilazin, domitor, butorfanol, propofol, 
antisedan.
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