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Уважаемые коллеги!

В новом 2010 году мы рады приветствовать своих читателей и авторов статей. На протя-
жении всех предыдущих лет мы старались отразить в своем журнале важнейшие события в 
области биомедицины и биомоделирования, основополагающие вопросы безопасности ле-
карственных средств, информировать о принятых научно-организационных решениях.

В настоящее время большое количество программ использования лабораторных живот-
ных обеспечивает развитие и совершенствование биомоделей, соответствующих физиоло-
гическим и патологическим процессам у человека. Животные модели являются достаточно 
адекватными объектами для понимания болезней человека, но имеются ограничения в на-
учном обосновании соответствия для развития инновационных технологий, оценки токсич-
ности различных веществ фармакодинамики и фармакокинетики новых лекарств. За послед-
ний год наблюдается рост числа использованных лабораторных животных во всем мире в 
связи с их разведением, использованием в фундаментальных биологических исследованиях 
и процедурах, относящихся к медицине и биологии.

В журнале мы будем продолжать публиковать обзоры и оригинальные статьи по вопро-
сам био- и альтернативного моделирования, по клеточным, молекулярным и нанотехно-
логиям. Особое внимание будет уделено оригинальным статьям по генетике и разведению 
животных-моделей и моделей животных, изучению наноматериалов, доклиническому и кли-
ническому изучению лекарственных средств, ксенобиотиков, биологически активных ве-
ществ. Мы будем приветствовать работы, касающиеся применения инновационных методов 
и принципов во врачебной практике, а также статьи, касающиеся регулирования проведения 
доклинических и клинических исследований по оценке безопасности и эффективности ме-
дицинских технологий. Мы надеемся, что пытливый ум экспериментаторов проложит новые 
пути фармако- и наномоделирования в будущем.

Мы призываем всех к сотрудничеству и надеемся, что журнал и дальше будет заметным 
явлением в научной биотехнологии.

Ждем Ваших статей и сообщений!

Главный редактор журнала «Биомедицина»,
академик РАРАН, 
член-корреспондент РАМН                                 Н. Н. Каркищенко
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Роль ядерных рецепторов в регуляции 
биотрансформации ксенобиотиков

С. Н. Ларина, И. В. Игнатьев, Н. В. Чебышев, В. Г. Кукес 

Московская медицинская академия им. И. М. Сеченова, 
Институт клинической фармакологии ФГУ НЦЭСМП, Москва

Изучение генетической регуляции ферментов, участвующих в метаболизме и выведении ле-
карств и ксенобиотиков, представляет большой интерес для понимания молекулярных механизмов 
ответа на лекарства. Гидрофобные лиганды и ряд ядерных рецепторов участвуют в индукции раз-
личных ферментов и транспортеров I, II и III фазы метаболизма ксенобиотиков. Ядерные рецепторы 
являются лиганд-активируемыми транскрипционными факторами. Эти белки модулируют регуля-
цию целевых генов, взаимодействуя с их промоторными или энхансерными последовательностями в 
специфических участках. Целевыми генами являются ферменты метаболизма, такие как цитохромы 
Р450 (CYP), транспортеры и ядерные рецепторы. Лиганд-активируемые ядерные рецепторы играют 
важную роль в процессе восприятия токсических веществ, включая лекарства, вещества, загрязняю-
щие окружающую среду и компоненты питания. Ключевым регулятором экспрессии CYP3A, мета-
болизирующего более 50 процентов лекарств у млекопитающих, является PXR ядерный рецептор. 
Сравнение аминокислотных последовательностей лиганд-связывающих доменов PXR различных 
видов животных выявило необычно широкую дивергенцию у ортологичных рецепторов. Эти раз-
личия объясняют видовую специфичность в индукции Р450 под действием различных лекарств.

Ключевые слова: биотрансформация, цитохром Р450, ядерные рецепторы, видовые различия.

ОбзОры

Изучение генетической регуляции 
ферментов метаболизма ксенобиоти-
ков и белков-транспортеров является 
важной и актуальной проблемой мо-
лекулярной фармакологии и токсико-
логии.

За последние годы накоплена инфор-
мация о структуре и функции генов, коди-
рующих белки семейства цитохрома Р450 
[20]. Геномы млекопитающих содержат 
по меньшей мере 17 семейств таких генов. 
Члены этих семейств кодируют от 50 до 
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80 различных белков у разных видов [15]. 
У человека обнаруживают 57 генов Р450 
и 19 псевдогенов. Четыре генных семей-
ства, а именно CYP1, CYP2, CYP3 и CYP41, 
кодируют специфические ферменты пе-
чени, которые помимо своих основных 
эндогенных субстратов метаболизируют 
практически весь спектр ксенобиотиков 
(лекарства, токсины и пр.), попадающих 
в человеческий организм. Данные гены 

1    Поскольку гены и кодируемые ими белки носят одни и те 
же названия, в тех случаях, когда речь идет о гене, название на-
печатано курсивом. 
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очищен и изучен. Этот фермент значи-
тельно отличался от известных на тот 
момент изоформ цитохрома Р450. Ана-
лиз ДНК данного белка, получившего 
название CYР3A23, показал, что он явля-
ется представителем нового генного се-
мейства [7]. В настоящее время известно, 
что экспрессия гена CYР3А23 крысы мо-
жет быть индуцирована широким спек-
тром веществ, включая стероиды, дек-
саметазон, бетаметазон, гидрокортизон, 
α-метилпреднизолон, мифепристон, де-
гидроэпиандростерон, спиронолактон, 
триацетилолеандомицин (антибиотик), 
клотримазол, полихлорбифенилы, хло-
рорганические пестициды, никардипин 
(антагонист кальциевых каналов), мети-
рапон (ингибитор 11-В-гидроксилазы), 
фенобарбитал и пр.

У человека гомолог CYР3А23 кры-
сы представлен геном CYР3A4. Его про-
дукт вовлечен в окислительный метабо-
лизм многих веществ, включая большую 
часть известных ЛС, и в количественном 
отношении является главным цитохро-
мом, синтезируемым в печени. Индук-
ция данного гена широким спектром 
ксенобиотиков подтверждена экспери-
ментально. Этот процесс лежит в осно-
ве клинически важных лекарственных 
взаимодействий, а потому привлека-
ет к себе значительное внимание. Хотя 
первоначально повышение активности 
CYР3A было выявлено в эксперимен-
тах in vivo, при воздействии на пациен-
та различных ЛС (дексаметазона, триа-
цетилолеандомицина и рифампицин), 
большинство индукторов экспрессии 
гена CYР3A4 выявлено с использовани-
ем первичной культуры гепатоцитов че-
ловека (in vitro) [24]. Одним из наиболее 
сильных активаторов как «in vivo», так и 
«in vitro», оказался макролидный анти-
биотик рифампицин [14]. Как и в слу-

имеют сложные и многоуровневые меха-
низмы регуляции. Им свойственна тка-
неспецифическая экспрессия, регуляция 
эндогенными гормонами и цитокинами, 
индукция различными ксенобиотиками. 
Многие индукторы способны повышать 
содержание белков суперсемейства ци-
тохрома Р450 за счет изменения уровня 
транскрипции соответствующих генов. 
Подобная индукция является основ-
ным регулятором CYP Р450-зависимого 
метаболизма [2]. Главную роль в био-
трансформации ксенобиотиков и лекар-
ственных средств играют члены подсе-
мейства CYP3A. Ферменты, кодируемые 
генами данной группы, метаболизируют 
большинство известных лекарственных 
средств (ЛС).

Значительный прогресс в понимании 
механизмов индукции ферментов био-
трансформации ксенобиотиков и ле-
карств был достигнут сравнительно не-
давно, когда была показана важная роль 
ядерных рецепторов, особенно прегнан 
Х рецептора (PXR) и конститутивного 
андростанового рецептора (CAR). Эти 
рецепторы являются членами суперсе-
мейства лиганд-активируемых ядерных 
транскрипционных факторов. Ядерные 
рецепторы распознают специфические 
последовательности в промоторах или 
энхансерах генов-мишеней и модули-
руют экспрессию генов, участвующих в 
биотрансформации.

Индукция ферментов семейства CYР3A

Более 30 лет назад было установлено, 
что под воздействием ряда токсических 
агентов, включая синтетический стероид 
PCN, происходит активация защитного 
ответа организма, включающая в себя 
экспрессию определенных изоформ ци-
тохрома Р450 [21]. PCN-индуцируемый 
цитохром был выделен из клеток крыс, 
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чае гомологичного гена крысы CYР3A23, 
экспрессия гена CYР3A4 индуцируется 
стероидами, включая дексаметазон, спи-
ронолактон и ципротеронацетат [14]. 
Также индукторами CYР3A4 являются 
многие ЛС: клотримазол (фунгицид), 
фенобарбитал, фенитоин, фенилбута-
зон, сульфидимидин, омепразол, лансо-
празол, метирапон и пр. [14].

Принципиально важно, что пред-
ставители подсемейства CYР3A облада-
ют видоспецифичными спектрами ин-
дукторов. Например, экспрессия генов 
CYР3A4 человека и CYР3A6 кролика 
одинаково сильно активируется рифам-
пицином, тогда как ген CYР3A23 крысы 
довольно слабо индуцируется этим ЛС 
[14]. Напротив, PCN является эффектив-
ным индуктором гена CYР3A23 крысы, 
но довольно слабым – для генов CYР3A4 
человека и CYР3A6 кролика. Эти данные 
свидетельствуют о существовании важ-
ных видоспецифических различий в ра-
боте рецепторов, которые в ответ на воз-
действие ксенобиотиков индуцируют 
экспрессию генов подсемейства CYР3A.

Несмотря на важность цитохро-
ма Р450, система биотрансформации и 
выведения ксенобиотиков, сформиро-
вавшаяся в процессе эволюции, вклю-
чает в себя и белки-транспортеры (АТФ-
зависимые мембранные транспортеры), 
которые «выбрасывают» молекулы ток-
сических веществ из клеток, и ферменты 
биотрансформации, осуществляющие 
модификацию липофильных соедине-
ний (II фаза метаболизма), приводящую 
к повышению их гидрофильности и де-
лающую их доступными для мочевой 
экскреции. Исследования обеих фаз ме-
таболизма ксенобиотиков, а также их 
экскреции привели к выявлению слож-
ной сети ядерных и стероидных рецепто-
ров, которые обладают общими индук-

торами, сходными ДНК-связывающими 
доменами и взаимодействуют с одними 
и теми же генами.

Ядерные рецепторы

За последние десять лет была выяв-
лена целая группа белков (так называе-
мые «орфан»-рецепторы), которые явля-
ются важными регуляторами процесса 
биотрансформации. В их числе: PXR-
рецептор (регулирует ряд процессов, 
протекающих при беременности), CAR-
рецептор (участвует в процессе андро-
генеза), AhR-рецептор (запускает каскад 
реакций под воздействием ароматиче-
ских углеводородов), PPARα-рецептор 
(триггерный белок-переключатель), GR-
рецептор (глюкокортикоидный рецеп-
тор), VDR-рецептор (рецептор витами-
на D) и многие другие. Эти рецепторы 
синтезируются в различных тканях и 
органах, участвующих в метаболизме и 
выведении ксенобиотиков, они обеспе-
чивают молекулярную передачу сигна-
лов непосредственно в клеточное ядро. 
В ядре такие сигналы (молекулы), взаи-
модействуя с регуляторными участками 
соответствующих генов, индуцируют 
(или модифицируют) их экспрессию.

Ядерные рецепторы обычно характе-
ризуются наличием ДНК-связывающего 
домена типа «цинковые пальцы» (DBD) 
и С-концевого лиганд-связывающего до-
мена (LBD). Сравнение аминокислотных 
последовательностей выявило высокое 
межвидовое сходство PXR-, CAR- и VDR-
рецепторов. В то время как DBD-домены 
являются высоко консервативными, в 
структуре LBD-доменов наблюдаются 
различия, которые, по-видимому, и обе-
спечивают наблюдаемые видовые осо-
бенности метаболизма ксенобиотиков.

Уже изучены основные механиз-
мы индукции экспрессии генов цитох-
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ромов Р450 ксенобиотиками. Ведущая 
роль в этих процессах принадлежит 
трем «орфан»-рецепторам – CAR, PXR 
и PPARα (табл. 1), которые участвуют в 
индукции экспрессии генов, принадле-
жащих к семействам CYP2, CYP3 и CYP4 
[19]. В ответ на воздействие соответству-
ющих сигнальных веществ (фенобарби-
тал для CAR-рецептора, прегненолон-
6α-карбонитрил и рифампицин для 
PXR-рецептора и клофибриновая кис-
лота для PPARα-рецептора) происходит 
их активация. Все эти рецепторы при-
надлежат к так называемому семейству 
ядерных рецепторов 1 (NR1). Они диме-
ризуются с одним и тем же белком – RXR-
рецептором. Образующийся комплекс 
перекрестно взаимодействует с широким 
спектром прочих внутриклеточных сиг-
нальных систем. Проведенные исследова-
ния позволяют предположить, что основ-

ной функцией этих рецепторов является 
регуляция активности цитохромов Р450 в 
печени, в ответ на воздействие ксенобио-
тиков или эндогенных метаболитов. Поэ-
тому ксенобиотики в ряде случаев могут 
вызывать нарушения эндогенной регуля-
ции с соответствующими патофизиоло-
гическими последствиями.

Структура PХR-рецептора

Все ядерные рецепторы обладают сход-
ными структурными элементами: высо-
ко вариабельным N-концевым доменом, 
центральным ДНК-связывающим доме-
ном (DBD) и терминальным С-концевым 
доменом (LBD), отвечающим за взаи-
модействие с лигандами [6, 16]. Высоко 
консервативный DBD-домен состоит из 
примерно 70 аминокислотных остатков, 
формирующих два «цинковых пальца». 
Каждый «цинковый палец» образован че-

Та б л и ц а  1

Взаимодействие лигандов с ядерными рецепторами и их действие 
на ферменты биотрансформации лекарств 

(Фаза I и II) и АВС транспортеры (Фаза III) [19]

Лиганд Ядерный 
рецептор

Распознаваемый
ДНК-элемент

Регулируемый ген
Фаза 1 Фаза 2 Фаза 3

Ксенобиотики
Фенобарбитал

CAR DR-3, DR-4, 
DR-5, SR-6,

 ER-6

CYP2A6(+)
CYP2B1(+)
CYP2B6(+)
CYP2C9(+)
CYP2C19(+)

UGT1A1(+) ABCC2(+)
ABCC3(+)
ABCC4(+)

Ксенобиотики 
Стероиды

SXR/PXR DR-3, DR-4, 
DR-5, ER-6, 

ER-8

CYP1A2(+)
CYP2B6(+)
CYP2C9(+)
CYP2C19(+)
CYP3A4(+)

CYP3A7
CYP7A1(-)
CYP3A(+)

SULT2A1(+)
UGT1A1(+)
UGT1A3(+)
UGT1A4(+)

ABCA1(+)
ABCB1(+)
ABCB11(+)
ABCC1(+)
ABCC2(+)
ABCC3(+)
ABCG2(+)

Жирные кислоты
Фибраты

PPARα DR-1 CYP4A1(+)
CYP4A3(+)

CYP7A

UGT1A9(+)
UGT2B4(+)

ABCA1(+)
ABCC2(+)
ABCD2(+)
ABCD3(+)



Роль ядерных рецепторов в регуляции биотрансформации ксенобиотиков

9                          Biomedicine N 1, 2010

тырьмя остатками цистеина, которые свя-
зываются с одним атомом цинка. LBD-
домен содержит около 250 аминокислот. 
Его пространственная структура образует 
своеобразный гидрофобный «карман», в 
котором происходит связывание лиганда. 
Помимо этого, LBD-домен также содержит 
фрагменты, отвечающие за димеризацию, 
а также участок, активирующий транс-
крипцию генов-мишеней, так называемую 
AF-2-спираль (она располагается на самом 
конце домена) [6]. Когда происходит свя-
зывание лиганда, AF-2-спираль претер-
певает конформационное изменение. В 
результате такой активации рецептор спо-
собен связываться с соответствующими 
белками-коактиваторами и инициировать 
транскрипцию. N-концевой домен ядер-
ных рецепторов высоко вариабелен как по 
длине, так и по аминокислотному составу.

Для более полного понимания эволю-
ции и биологической функции ядерных 
рецепторов подобные структуры изу-
чались у различных видов. Проводился 
анализ гомологии LBD-доменов. Было 
показано, что все ядерные рецепторы 
обладают общностью происхождения от 
некой исходной структуры с последую-
щей эволюционной дивергенцией [18].

Среди млекопитающих идентич-
ность нуклеотидных последовательно-
стей LBD-домена совпадает не более чем 
на 75%, что является необычно низким 
значением для ортологичных ядерных 
рецепторов. Нуклеотидные последова-
тельности, кодирующие LBD-домены 
ядерных рецепторов курицы и рыбы, 
имеют 49% и 52% гомологии с аналогич-
ной последовательностью гена PXR че-
ловека и 54% и 44% гомологии с геном 
CAR человека соответственно. Этот уро-
вень гомологии сопоставим с различия-
ми между самими генами PXR и CAR у 
млекопитающих. Построение дендро-

граммы на основании структур LBD-
последовательностей показало, что PXR-
рецепторы обезьяны, свиньи и собаки 
могут быть выделены в отдельную груп-
пу [18]. LBD-домены ядерных рецепто-
ров этих видов показывают наибольшую 
степень гомологии с LBD-доменом PXR-
рецептора человека (96%, 87% и 83% со-
ответственно). Это позволяет предполо-
жить существование большего сходства 
в профилях активации PXR-рецепторов 
этих трех видов и человека по сравне-
нию с другими видами животных.

DBD-домены PХR-рецепторов млеко-
питающих высоко консервативны и име-
ют гомологию аминокислотного состава 
более 95% [9].

В настоящее время для многих видов 
показано наличие генетического поли-
морфизма PXR-рецепторов. Различные 
изоформы возникают при альтернатив-
ном сплайсинге либо за счет существо-
вания альтернативных промоторов. На-
пример, при сплайсинге внутри рамки 
считывания, приводящим к делеции  
41 аминокислоты с N-конца LBD-домена 
PХR-рецептора мыши образуется изо-
форма PХR2, обладающая более узким 
диапазоном индукторов [13]. У челове-
ка был описан похожий вариант, в ко-
тором отсутствуют 37 аминокислот [4]. 
Второй, относительно редкий вариант 
PХR-рецептора человека, обозначенный 
hPАR2, возникает в результате добав-
ления 39 аминокислот к N-концу PХR-
рецептора. Пока неизвестно, как такая 
модификация влияет на его активность.

Недавно была описана структура гена 
PХR человека [8]. Он располагается на  
3 хромосоме (локус 3q13-21), состоит из 
10 экзонов и 9 интронов и имеет размер 
около 30 т.п.н. Первые два экзона транс-
крибируются только при синтезе изо-
формы hPАR2.
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Регуляция работы PХR-рецептора

В исследованиях на клеточных моде-
лях было показано, что из всех извест-
ных ядерных рецепторов PXR-рецепторы 
активируются самым широким спек-
тром веществ. PXR-рецепторы челове-
ка и макаки резуса имеют сходные про-
фили активации вследствие их высокой 
гомологии (96%). Профиль активации 
PXR-рецептора кролика также похож на 
таковой у приматов, за редким исключе-
нием. PXR-рецепторы собаки и свиньи 
обладают такими же широкими спек-
трами индукторов, как и PXR-рецепторы 
других млекопитающих. PXR-рецепторы 
различных видов животных (за исключе-
нием рыб) проявляют высокое сродство 
не только к ксенобиотикам, но также и к 
различным стероидам, включая желчные 
кислоты. 

Исследования, проведенные на PXR-
рецепторе мыши, показали эффек-
тивную активацию как классическим 
индуктором CYR3A PCN, так и антиглю-
кокортикоидами [13]. Эти данные позво-
лили предположить, что PХR-рецептор 
играет важную роль в регуляции актив-
ности CYР3A. Между тем, хотя PCN и 
является эффективным активатором 
PХR-рецепторов у мышей и крыс, он в 
значительно меньшей степени спосо-
бен активировать аналогичные струк-
туры у кролика и человека. Напротив, 
рифампицин хорошо активирует PХR-
рецепторы человека и кролика, но прак-
тически не активирует их у мышей и 
крыс [9]. При этом профили активации 
PХR-рецепторов пересекаются с профи-
лями индукции CYР3A [9, 14]. Эти дан-
ные подтверждают гипотезу о том, что 
PХR-рецептор служит ключевым регу-
лятором экспрессии генов семейства  
CYР3A, а также, что именно особенно-

сти работы PХR-рецепторов определяют 
профили индукции CYР3A белков.

Спектр веществ, являющихся актива-
торами PХR-рецептора, постоянно рас-
ширяется, в том числе за счет ЛС (табл. 2) 
[12]. Среди ксенобиотиков, которые ак-
тивируют PХR-рецепторы, известны та-
кие индукторы системы CYР3A, как ме-
тирапон, клотримазол, фенобарбитал, 
спиронолактон и транснонахлор. Также 
активаторами PХR-рецепторов являют-
ся: нифедипин (блокатор кальциевых ка-
налов), ритонавир (ингибитор ВИЧ про-
теазы), таксол (цитостатик), тамоксифен 
и 4-гидрокситамоксифен, троглитазон, 
ловастатин, дифенол А, диэтилгексил-
фталат, нонилфенол и пр. [12].

Недавно сообщалось об открытии пер-
вого ингибитора PХR-рецептора. Мощ-
ный цитостатик эктеинасцидин-743 (ET-
743) блокирует его работу (как следствие, 
прекращается индукция генов CYP3A4 и 
MDR1) в опытах in vitro [22].

Механизм взаимодействия                        
PХR-рецептора с генами-мишенями

Ядерные рецепторы регулируют 
транскрипцию целевых генов путем свя-
зывания со специфическими фрагмента-
ми ДНК. Члены подсемейства NR1, ко-
торое включает в себя PХR-рецепторы, 
функционируют в виде гетеродимеров с 
RХR-рецептором и связываются с участ-
ком ДНК, состоящим из двойной после-
довательности AG(G/T)TCA [15].

Необходимость RXR-рецептора как 
обязательного партнера димеризации 
для PXR-рецептора была продемонстри-
рована в экспериментах in vitro на мышах, 
когда выключение гена RXR приводило к 
прекращению прохождения сигнала че-
рез PXR-рецептор [23]. А воздействие 
дексаметазона, повышая уровень экс-
прессии гена RXR человека, приводило 
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к увеличению эффективности работы 
PXR-рецептора (количество гетеродиме-
ров PXR/RXR возрастало). Таким обра-
зом, RXR-рецептор играет центральную 
роль в регуляции многих метаболиче-
ских путей. Поэтому его можно рассма-
тривать как еще один важный элемент 
контроля PXR-опосредованной регуля-
ции гена CYP3A4, особенно в ситуации, 
когда концентрация RXR-рецептора яв-
ляется лимитирующим фактором.

Строение опознаваемой последова-
тельности (взаимная ориентация по-
второв и расстояние между ними) опре-
деляет, какие именно гетеродимеры 
могут с ней связываться. Например, ге-

теродимеры RХR-рецептора с VDR-
рецептором, с рецептором тироид-
ного гормона и с PХR-рецептором 
связываются с последовательно-
стью, состоящей из двух прямых 
повторов со спейсерным участком 
в 3–5 п.н. [15]. Гетеродимер PХR/
RXR также связывается с последо-
вательностью DR-3, входящей в со-
став промоторов генов CYР3A23 и 
CYР3A2 [20] и в состав энхансера 
гена CYР3A4, а также с последова-
тельностью ER-6 промотора гена 
CYР3A4. 

PXR-рецептор способен взаимо-
действовать с целым рядом регуля-
торных последовательностей (ER6, 
DR3 и DR3 и пр.) в генах суперсе-
мейства цитохромов Р450 у разных 
видов.

Кроме последовательностей DR3, 
DR4 и ER6, гетеродимер PХR/RХR 
способен связываться с последова-
тельностью DR-5, входящей в состав 
промоторных областей ряда генов 
(различные члены семейства CYR2B 
[25], MDR1 [5]), а также с последо-
вательностью ER-8, расположенной 
в 5-концевом участке гена MRP2 

[10]. Таким образом, комплекс PХR/RХR 
способен связываться с регуляторными 
элементами различного строения. Ин-
тересно, что PХR/RХR-комплекс не фор-
мируется без активации веществами, ко-
торые связываются с RХR-компонентом 
гетеродимера.

С другой стороны, у крысы ксеноби-
отики, индуцирующие CYP3A, являют-
ся также одновременно индукторами и 
лигандами PXR-рецептора. Предстоит 
выяснить, является ли этот механизм 
частным примером или он носит об-
щий характер. Если подобная систе-
ма регуляции существует и у человека, 
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она может вызывать различные лекар-
ственные взаимодействия. Например, 
при комбинированной терапии ВИЧ-
инфицированных пациентов ингиби-
торами ВИЧ-протеазы (ритонавир, 
субстрат CYP3A4) и противотуберку-
лезными ЛС (изониазид, рифампицин).

Любопытно также то, что некоторые 
индукторы CYP3A также являются ин-
дукторами гликопротеина Р, кодируемо-
го геном MDR1, что объясняют наличием 
общих регуляторных последовательно-
стей в промоторах данных генов [5].

Генетический полиморфизм 
PХR-рецептора

Уровень экспрессии CYР3A4 в пече-
ни разных людей может различаться в 50 
и более раз, что вызывает значительную 
индивидуальную вариабельность мета-
болизма ЛС [10]. Немалая часть этих раз-
личий является следствием генетическо-
го полиморфизма. Для гена CYР3A4 на 
настоящий момент не описано ни одно-
го полиморфного варианта, который бы 
встречался с частотой, достаточной для 
объяснения широкой фенотипической 
вариабельности. Из этого было сделано 
предположение, что такая вариабель-
ность может быть объяснена полимор-
физмом гена PХR. Для данного гена уже 
описано около 40 однонуклеотидных за-
мен, из которых семь приводят к ами-
нокислотным заменам в последователь-
ности белка. Из этих семи замен четыре 
(R122Q, V140M, D163G и А370T) были 
ассоциированы с изменением ответа на 
рифампицин. Однако частота минорно-
го аллеля каждого из этих полиморфиз-
мов была меньше 2%, что также не по-
зволяет использовать их для объяснения 
широкой фенотипической вариабельно-
сти лекарственного метаболизма [12].

Роль PXR-рецептора в биотрансформации 
ксенобиотиков и лекарств

Идентификация и характеристика 
PХR-рецептора была важным событи-
ем в изучении системы защиты орга-
низма от воздействия ксенобиотиков 
[13]. Экспрессия гена PХR индуциру-
ется большим числом эндогенных и эк-
зогенных веществ, включая стероиды, 
антибиотики, противогрибковые веще-
ства, желчные кислоты и антидепрес-
санты. Изучение трехмерной структуры 
LBD-домена PХR-рецептора показало, 
что он имеет большую сферическую 
лиганд-связывающую «полость», ко-
торая позволяет взаимодействовать с 
широким спектром гидрофобных ве-
ществ. Таким образом, в отличие от 
других ядерных рецепторов, которые 
имеют узкий спектр лигандов, PХR-
рецептор выступает как общий сенсор 
для большого количества различных 
гидрофобных токсинов. PХR-рецептор 
в составе гетеродимера с рецептором 
9-цисретиноевой кислоты (NR2B) вза-
имодействует с регуляторными райо-
нами многих генов, контролирующих 
метаболизм ксенобиотиков. Опыты на 
трансгенных мышах подтвердили, что 
PХR-рецептор является регулятором 
экспрессии генов семейства CYР3A [26]. 
Поэтому его активация различными ЛС 
создает молекулярную основу для ле-
карственных взаимодействий. Исследо-
вания, направленные на изучение рабо-
ты PХR-рецептора, крайне важны при 
разработке новых ЛС.

Индукция экспрессии CYР3A4 явля-
ется основой лекарственного взаимо-
действия, при котором одно ЛС усилива-
ет метаболизм другого. Большинство ЛС 
индуцируют CYР3A4 через активацию 
PХR-рецептора. К примеру, экстракт зве-
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робоя вызывает ускорение метаболизма 
ЛС, являющихся субстратами CYР3А4 и 
CYР2С9. Предположительно механизм 
этого процесса включает в себя участие 
PXR-рецептора. В опытах in vitro экс-
тракт зверобоя действительно активи-
ровал PXR-рецептор. Анализ различных 
компонентов экстракта показал, что по-
вышение активности PXR-рецептора 
обеспечивалось единственным компо-
нентом – гиперфорином [17].

Тот факт, что PXR-рецептор явля-
ется причиной лекарственного вза-
имодействия, имеет важное фарма-
кологическое значение. Изначально 
выявление индукторов гена CYР3А4 
осуществлялось на поздних стадиях 
разработки ЛС с использованием пер-
вичных культур гепатоцитов человека, 
поскольку имеющиеся животные моде-
ли недостаточно релевантны [1]. Такие 
тесты требуют больших временных и 
финансовых затрат, кроме того, их ре-
зультаты плохо воспроизводятся, если 
материал берется из различных источ-
ников. Поскольку модификация экс-
прессии гена CYР3А4 происходит через 
PXR-рецептор, то исследования in vitro 
позволяют относительно быстро и не-
дорого выяснять, взаимодействует ли 
данное ЛС с PXR-рецептором, причем 
результаты таких тестов хорошо вос-
производятся. Довольно большой спи-
сок лекарств-кандидатов может быть 
быстро протестирован на взаимодей-
ствие с PXR-рецептором. В зависимо-
сти от результатов одни ЛС могут быть 
заменены другими, со сходным тера-
певтическим эффектом, но не взаи-
модействующими с PXR-рецептором. 
Например, троглитазон (препарат для 
терапии сахарного диабета) является 
сильным антагонистом PXR-рецептора 
[9]. У человека в случае лекарственно-

го взаимодействия он вызывает рез-
кий гепатотоксический эффект. По этой 
причине данный препарат был снят с 
продажи. Аналогичные по своим тера-
певтическим свойствам пиоглитазон 
и росиглитазон не взаимодействуют с 
PXR-рецептором и не проявляют этих 
вредных эффектов. Тест на взаимодей-
ствие с PXR-рецептором также быстро 
и недорого позволяет проверять пре-
параты растительного происхождения 
и биодобавки на способность изменять 
экспрессию CYР3А4.

Связь PXR-рецептора с CAR-рецептором

Наиболее близким к PXR-рецептору 
является CAR-рецептор. Структуры 
DВD- и LВD-доменов этих двух рецеп-
торов имеют приблизительно 70% и 50% 
гомологии соответственно [3]. CAR-
рецептор запускает каскад биохимиче-
ских реакций в ответ на воздействие фе-
нобарбитала.

В неактивном состоянии CAR-
рецептор локализуется в цитоплазме 
[11]. Фенобарбитал  активирует CAR-
рецептор, способствуя его перемеще-
нию в ядро. Интересно, что фенобарби-
тал не активирует CAR-рецептор путем 
непосредственного связывания с его 
LBD-доменом. По-видимому, фенобар-
битал воздействует на CAR-рецептор 
через опосредованный механизм, вклю-
чающий фосфорилирование, поскольку 
ингибиторы фосфатазы блокируют его 
действие [11].

Исходно было показано, что CAR- и 
PХR-рецепторы контролируют работу 
генов CYР2B и CYР3A соответственно 
[13]. Затем было обнаружено, что PХR-
рецептор также способен регулировать 
гены CYР2B [25]. Перекрывание целе-
вых генов для PХR и CAR-рецепторов 
распространяется не только на семей-
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ства CYР2B и CYР3A. Также происходит 
совместная регуляция генов семейства 
CYР2C, генов GST-семейства, генов, ко-
дирующих сульфотрансферазы, УДФ-
глюкуронозилтрансферазы и гена MRP2 
[25]. Все это позволяет предположить 
наличие своеобразной «функциональ-
ной избыточности» сигнальных путей 
CAR- и PXR-рецепторов.

PXR- и CAR-рецепторы имеют пере-
секающиеся спектры лигандов, однако 
у CAR-рецептора этот спектр уже, чем у 
PXR-рецептора. Это объясняется пред-
положительно, особенностями строения 
LBD-домена. 

Сенсоры ксенобиотиков являются 
частью сложной сети транскрипцион-
ных факторов [21]. Поэтому PXR и CAR-
рецепторы способны в определенной 
степени компенсировать потерю или 
дефект функции друг друга, что может 
объяснить отсутствие четкого и одно-
значного фенотипа у PXR(-) и CAR(-) но-
каутных мышей. 

Выводы и перспективы

В обзоре рассмотрена роль ядерных 
рецепторов в защите организма от ксе-
нобиотиков. Наибольшее значение име-
ет PXR-рецептор. Он регулирует гены 
подсемейства CYР3A, а также целую 
группу других генов, экспрессирующих-
ся преимущественно в печени и кишеч-
нике, продукты которых вовлечены в 
метаболизм и элиминацию потенциаль-
но токсичных веществ. Ген PXR активи-
руется большим количеством различных 
веществ, включая ксенобиотики и та-

кие эндогенные метаболиты, как желч-
ные кислоты и стероиды. PXR-рецептор 
является сенсором широкого спектра 
веществ. Несмотря на то, что данный 
белок является в некотором смысле «не-
разборчивым» рецептором, существуют 
интересные различия в механизме его 
индукции у различных видов живот-
ных. Поскольку основная функция PXR-
рецептора – защита организма от дей-
ствия широкого спектра ксенобиотиков, 
он является причиной осложнений при 
одновременном применении нескольких 
лекарственных средств. Установлено, 
что активация PXR-рецептора вызывает 
целый класс опасных для жизни лекар-
ственных взаимодействий, при которых 
одно вещество усиливает метаболизм 
другого. Дальнейшее изучение лигандов 
данного рецептора позволит открывать 
новые ЛС, не вызывающие лекарствен-
ные взаимодействия. Детальный ана-
лиз пространственной структуры LBD-
домена PXR-рецептора может позволить 
в ближайшем будущем описывать свой-
ства того или иного лекарственного 
средства еще до того, как оно будет син-
тезировано и испытано. Это приведет к 
значительному повышению безопасно-
сти в процессе начальных стадий кли-
нических исследований. Изучение го-
мологичных рецепторов и профилей их 
активации у различных видов животных 
позволит выявить наиболее релевант-
ные модели для изучения лекарственных 
средств in vivo.
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divergence. This divergence explains the species differences observed in P450 induction by different drugs.
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Мобилизация стволовых клеток пегилированным 
с помощью нанотехнологии гранулоцитарным 
колониестимулирующим фактором как модель изучения 
процессов миграции прогениторных элементов

А. М. Дыгай, Г. Н. Зюзьков, В. В. Жданов, Е. В. Удут, Е. В. Симанина, 
Т. Ю. Хричкова, Л. А. Ставрова, Т. В. Андреева, А. В. Чайковский, 
Е. И. Верещагин*, П. Г. Мадонов*

НИИ фармакологии СО РАМН,  г. Томск 
* ООО «Саентифик фьючер менеджмент»,  г. Новосибирск 

Предложена новая модель изучения процессов миграции циркулирующих в периферической кро-
ви стволовых клеток. Исследована мобилизующая предшественники активность гранулоцитарного 
колониестимулирующего фактора (Г-КСФ), иммобилизированного (имм) на полиэтиленоксиде с по-
мощью нанотехнологии электронно-лучевого синтеза. Выявлена выраженная способность иммГ-КСФ 
вызывать выход в кровь костно-мозговых мезенхимальных и кроветворных прогениторных клеток 
различной степени зрелости. Установлено, что иммГ-КСФ по своей активности превосходит действие 
неконъюгированного Г-КСФ. Показано наличие специфической активности иммГ-КСФ при его при-
еме внутрь. 

Ключевые слова: стволовые клетки, мобилизация, миграция, иммобилизированный гранулоци-
тарный колониестимулирующий фактор, нанотехнологии.

Широкое применение в практической 
медицине получили препараты рекомби-
нантного гранулоцитарного колониести-
мулирующего фактора (Г-КСФ). Основ-
ными показаниями к его применению 
являются как самостоятельные заболева-
ния, связанные с нарушением процессов 
кроветворения, так и миелосуппрессив-
ные состояния различного генеза [9, 10]. 
Кроме того, известно, что Г-КСФ является 

эффективным модификатором функций 
эндогенных стволовых клеток, что опреде-
ляет его высокую терапевтическую актив-
ность при различных распространенных 
заболеваниях в эксперименте [1, 5, 6, 7]. 
При этом его эффективность обусловлена 
способностью вызывать выход прогени-
торных клеток в кровь, сопровождающу-
юся, как предполагается, их дальнейшей 
миграцией и хомингом в органы-мишени. 
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Тем не менее, применение стандартных 
форм препаратов Г-КСФ в клинике зача-
стую ограничено вследствие ряда при-
чин: его токсичности, иммуногенности и 
др. [8, 16]. В связи с этим представляется 
актуальным разработка и создание новых 
препаратов, обладающих специфической 
активностью в отношении прогенитор-
ных клеток различных классов, а также 
моделей изучения процессов их миграции 
и перераспределения в организме. 

Целью настоящей работы явилось ис-
следование способности препарата Г-КСФ, 
иммобилизированного (имм) (пегили-
рованного) с помощью нанотехнологии 
электронно-лучевого синтеза, вызывать 
выход в кровь мезенхимальных и кровет-
ворных предшественников костного мозга 
как основа для разработки новой модели 
изучения миграционных процессов проге-
ниторных элементов. 

Методика исследования

Эксперименты были выполнены на 
267 мышах линии CBA/CaLac в возрасте 
2-х месяцев, массой 22–24 гр. Животные 
1 категории, получены из питомника  
ГУ НИИ фармакологии ТНЦ СО РАМН 
(сертификат имеется). Стандартный (не-
конъюгированный) негликозилирован-
ный Г-КСФ – аналог филграстима (получен 
из «ЗАО Сибирский центр фармакологии 
и биотехнологий», г. Новосибирск) вводи-
ли подкожно в дозе по 100 мкг/кг в течение 
5 дней. ИммГ-КСФ вводили также в дозе 
по 100 мкг/кг подкожно в течение 5 дней, 
и per os в течение 10 дней. Контрольным 
мышам в аналогичных режимах в эквива-
лентном объеме (0,2 мл) вводили физио-
логический раствор.

Препарат иммГ-КСФ был разработан 
совместно «ЗАО Сибирский центр фар-
макологии и биотехнологий», ГУ НИИ 
фармакологии ТНЦ СО РАМН, НИИ 

ядерной физики им. Г. И. Будкера СО 
РАН и НИИ цитологии и генетики СО 
РАН. При этом иммобилизация молекул 
негликозилированного Г-КСФ («ЗАО 
«Сибирский центр фармакологии и био-
технологий», г. Новосибирск) на низко-
молекулярном полиэтиленоксиде осу-
ществлялась с помощью нанотехнологии 
электронно-лучевого синтеза с примене-
нием направленного потока ускоренных 
электронов [15]. 

На 2, 3, 4, 5, 7, 10-е сут. эксперимента 
в костном мозге и периферической кро-
ви методом клонирования в полувязкой 
культуральной среде определяли содер-
жание грануломоноцитарных (ГМ), эри-
троидных (Э) и фибробластных (Ф) ко-
лониеобразующих единиц (КОЕ) [4]. С 
помощью метода лимитирующих разве-
дений [11] на 3-и сутки опыта в костном 
мозге и периферической крови изучали 
количество мезенхимальных стволовых 
клеток (МСК). 

Обработку результатов проводи-
ли методом вариационной статистики 
с использованием t-критерия Стьюден-
та и непараметрического U-критерия 
Манна–Уитни. Частоту встречаемости 
МСК в костном мозге и периферической 
крови определяли с помощью обобщен-
ной линейной модели для распределения 
Пуассона [11]. 

Результаты исследования

В ходе эксперимента у контрольных 
животных (при курсовом введение фи-
зиологического раствора) наблюдалось 
незначительное увеличение количества 
КОЕ-ГМ (10-е сут.), КОЕ-Э (7, 10-е) и 
КОЕ-Ф (7-е сут.) в костном мозге и мало 
выраженное изменение их содержания в 
периферической крови (рис. 1, 2). Указан-
ные реакции, очевидно, являлись след-
ствием невротизирующего воздействия 
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регулярно проводимой проце-дуры зон-
дирования и были связаны с активацией 
стресс-реализующих систем организма 
[1, 3]. 

Введение препаратов выявило их зна-
чительное влияние на состояние пула ро-
доначальных клеток. Г-КСФ как активное 
вещество исследуемых средств во всех 
случаях закономерно [9, 10] приводил к 
увеличению содержания грануломоноци-
тарных прекурсоров в гемопоэтической 
ткани. Так, при использовании неконъю-
гированного Г-КСФ и при внутрижелудоч-
ном применении иммобилизированного 
цитокина отмечалось возрастание коли-
чества КОЕ-ГМ на 3, 5, 7-е сут. исследо-

вания. Вместе с тем введение иммГ-КСФ 
подкожно приводило к более длительно-
му (3, 7, 10-е сут.) и максимально выра-
женному (до 372,1% на 3-и сут. опыта от 
аналогичного параметра у контрольных 
мышей) увеличению числа кроветвор-
ных клеток в костном мозге (рис. 1). 

В то же время во всех опытных груп-
пах имело место развитие феномена мо-
билизации КОЕ-ГМ. Увеличение числа 
данных предшественников в перифери-
ческой крови при парентеральном спо-
собе введения препаратов Г-КСФ относи-
тельно фона наблюдалось уже на 2-е сут. 
опыта. Однако повышение их количества, 
достигающее статистической значимости 

Рис. 1. Содержание КОЕ-ГМ (А) и КОЕ-Э (Б) в костном мозге (индекс-1) и в периферической крови 
(индекс-2) у мышей линии СВА/Саlас при введении физиологического раствора (белые столбики), под-
кожного введения иммГ-КСФ (заштрихованные столбики), энтерального введения иммГ-КСФ (серые 
столбики) и при подкожном введении неконъюгированного Г-КСФ (черные столбики).

По оси абсцисс – сроки исследования (сутки), по оси ординат – значения показателя: А – на 105 мие-
локариоцитов; Б – на 105 мононуклеаров. Доверительные интервалы при p<0,05. Область межпунктир-
ного пространства – область доверительного интервала значения показателя у интактных мышей при 
р<0,05
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по сравнению с контролем, регистриро-
валось на 4, 5-е и на 4, 5, 10-е сут. при ис-
пользовании стандартной и конъюгиро-
ванной формы Г-КСФ соответственно. 
Причем на 10-е сут. опыта содержание 
КОЕ-ГМ в крови при применении иммо-
билизированного Г-КСФ было в 1,7 раза 
выше, чем при назначении неконъюги-
рованного Г-КСФ. Однако у животных, 
получавших препарат иммГ-КСФ вну-
трижелудочно, мобилизация КОЕ-ГМ 
развивалась в более поздние сроки (5-е 
сут.) и была менее выражена (рис. 1).

Несколько иные эффекты Г-КСФ на-
блюдались в отношении эритроидных 

прекурсоров. Во всех опытных группах 
имело место в разной мере выраженное 
снижение их количества в костном моз-
ге, но только относительно контрольных 
значений (у животных с достаточно вы-
раженной реакцией стресс-реализующих 
систем [1, 3]). В то же время наблюдалась 
значительная стимуляция инфлюкса 
КОЕ-Э в кровь. Причем, если в началь-
ные сроки (2, 3, 4-е сут.) наибольшее ко-
личество циркулирующих КОЕ-Э отме-
чалось при использовании стандартного 
Г-КСФ, то в более позднем периоде – при 
парентеральном введении иммГ-КСФ 
(5-е сут.) (рис. 1). 

Рис. 2. Содержание КОЕ-Ф (А1) и МСК (А2) в костном мозге и КОЕ-Ф (Б1) и МСК (Б2) в перифери-
ческой крови у мышей линии СВА/Саlас при введении физиологического раствора (белые столбики), 
подкожного введения иммГ-КСФ (заштрихованные столбики), энтерального введения иммГ-КСФ (се-
рые столбики) и при подкожном введении неконъюгированного Г-КСФ (черные столбики).

По оси абсцисс – сроки исследования (сутки), по оси ординат – значения показателя: А1 – на 2,5 × 
105 миелокариоцитов; Б1 – на 2,5 × 105 мононуклеаров; А2 – на 106 миелокариоцитов; Б2 – на 106 моно-
нуклеаров. Доверительные интервалы при p<0,05. Область межпунктирного пространства – область 
доверительного интервала значения показателя у интактных мышей при р<0,05
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Полученные результаты полностью 
согласуются со сведениями литературы 
[1, 2, 12, 13], свидетельствующими о сти-
муляции под влиянием Г-КСФ выхода 
кроветворных предшественников в пе-
риферическую кровь на фоне повышения 
функциональной активности КОЕ-ГМ. 

Во многом схожие изменения имели 
место со стороны пула фибробластных ко-
лониеобразующих единиц, содержа-щих в 
своем составе как коммитированные стро-
мальные элементы, так и мезенхимальные 
стволовые клетки [7]. Введение неконъ-
югированного и иммобилизированно-
го препаратов Г-КСФ (в обоих режимах) 
приводило к увеличению числа КОЕ-Ф 
в гемопоэтической ткани на 3, 4, 7-е и 4,  
7-е сут. опыта соответственно. При этом 
прием иммобилизированного с помощью 
нанотехнологии препарата внутрь оказы-
вал менее выраженный эффект (7-е сут.) 
по сравнению с парентеральным путем на-
значения стандартного Г-КСФ. Указанные 
изменения функциональной активности 
КОЕ-Ф костного мозга сопровождались 
усилением их выхода в периферическую 
кровь. Причем наиболее существенной 
данная реакция была в группе животных, 
получавших иммГ-КСФ подкожно, а менее 
значимая – у мышей при внутрижелудоч-
ном применении иммобилизированной 
формы цитокина (рис. 2).

Изучение содержания истинных родо-
начальных элементов – мезенхимальных 
стволовых клеток (МСК) в костном моз-
ге [1], подтвердило сведения об их низкой 
способности реагировать на воздействия 
гуморальных факторов [1, 3]. Назначение 
исследуемых средств практически не вли-
яло на количественные характеристики 

костномозговой популяции МСК. Вместе 
с тем парентеральное введение различ-
ных форм Г-КСФ сопровождалось моби-
лизацией МСК в периферическую кровь  
(рис. 2), которая была более выраженной 
(как и во всех предыдущих случаях) при 
введении цитокина, связанного с молеку-
лой низкомолекулярного полимера, и ре-
ализовывалась, очевидно, опосредованно 
через активацию элементов микроокру-
жения [1, 2]. 

Таким образом, Г-КСФ, иммобилизи-
рованный с помощью нанотехнологии 
на полиэтиленоксиде, обладает выра-
женной способностью вызывать выход 
прогениторных клеток различных клас-
сов в кровь на фоне увеличения попу-
ляции грануломоноцитарных и стро-
мальных прекурсоров костного мозга. 
Причем при парентеральном введении 
его эффект по ряду показателей, в пер-
вую очередь по длительности действия, 
значительно превосходит аналогичные 
свойства неконъюгированного Г-КСФ. 
Полученные результаты соответствуют 
сведениям литературы о модификации 
мобилизующего влияния Г-КСФ на ство-
ловые клетки при его пегилировании 
[12, 13, 14]. В то же время следует отме-
тить впервые в мире выявленную прин-
ципиальную возможность энтерального 
применения препарата на основе коло-
ниестимулирующего фактора. 

В целом, представленные данные по-
зволяют говорить о перспективности 
использования иммобилизированного с 
помощью нанотехнологии электронно-
лучевого синтеза Г-КСФ с целью изуче-
ния процессов перераспределения ство-
ловых клеток в организме.
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It has been offered a new model of study of migration processes of stem cells circulating in the peripheral 
blood. It has been investigated mobilizing of stem cells activity of granulocyte colonystimulating factor 
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(G-CSF) immobilizated (imm) on polyethylenoxide with the help of electon-beam synthesis nanotechnology. 
Expressed capacity of immG-CSF to induce migra-tion of mesenchymal and hemopoietic progenitor cells 
of different maturity degree from the bone marrow in the peripheral blood has been revealed. It has been 
established, that immG-CSF is more active than unconjugated G-CSF. It has been shown the presence of 
specific activity of immG-CSF under its ingestion.

Key words: stem cells, mobilization, migration processes, granulocyte colonystimulating factor 
immobilizated, nanotechnologies.

Мобилизация стволовых клеток  пегилированным с помощью нанотехнологии гранулоцитарным 
колониестимулирующим фактором как модель изучения процессов миграции прогениторных элементов
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Анализ когерентности ЭЭГ крыс после 
интраперитонеального введения фторсодержащих 
производных фуллерена-60
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Фуллерены и их соединения с другими веществами (фуллеренилы) в будущем могут стать распро-
страненным продуктом нанотехнологии. Поэтому необходимо определить безопасность углеродных 
наночастиц для человека и окружающей среды. В данной работе мы изучили изменение когерентности 
электрической активности мозга (Ког ЭАМ) крыс после интраперитонеальной инъекции растворов 
одного из фуллеренилов: C60F24, C60F48, C60F(NO2), C60F36(NH2)12 и C60[FNC5H5]

+F– в дозе 100 мг/кг. Из-
менение Ког ЭАМ наблюдалось уже через 3 минуты после инъекции. Главным образом, перестройка 
когерентных связей происходила в Δ- и θ-диапазонах, реже в полосе 8–45 Гц. После инъекции C60F24, 
C60F48, C60F36(NH2)12 и C60[FNC5H5]

+F– отмечалось снижение Ког ЭАМ в Δ- и θ-диапазонах между различ-
ными корковыми областями, во второй половине опыта количество случаев со снижением станови-
лось больше по всем частотным диапазонам. При действии C60F(NO2) сначала отмечалось небольшое 
увеличение количества пар с повышением Ког ЭАМ в Δ-диапазоне, в θ-диапазоне Ког ЭАМ снижалась; 
во второй половине эксперимента наблюдалось снижение Ког ЭАМ в полосе 1-4 Гц, в других частотных 
диапазонах паттерны ЭЭГ были устойчивы на протяжении часа. Полученные данные еще раз убежда-
ют нас в том, что фуллеренилы проходят через гематоэнцефалический барьер, вызывая быструю реак-
цию центральной нервной системы, при этом индуцированные эффекты могут сохраняться в течение 
часа.

Ключевые слова: когерентность электрической активности мозга, интраперитонеальное введение, 
фторсодержащие производные фуллерена-60, фуллеренилы. 

По определению, нанотехнология – 
это разработка, производство и приме-
нение структур, устройств и систем при 
помощи контроля их формы и размера 
в интервале диаметров от 1 до 100 нм. 
Соответственно, наночастицами счи-
тают частицы, у которых по крайней 
мере один размер менее 100 нм по диа-
метру и которые обладают новыми или 
улучшенными, зависимыми от размера, 
свойствами по сравнению с частицами 
бóльших размеров из того же материа-
ла [12]. Открытая в 1985 г. аллотропная 
форма углерода – молекула фуллерена C60 
– имеет форму усеченного икосаэдра диа-

метром около 0,7 нм [5] и также относится 
к наночастицам. В будущем из-за физико-
химических свойств углеродных наноча-
стиц и известных в литературе биологи-
ческих эффектов, которые они вызывают 
[6, 8, 13, 14], предполагается применять 
фуллерены, их соединения с другими ато-
мами или молекулами (фуллеренилы), 
нанотрубки довольно широко.

В связи с этим необходимо опреде-
лить степень биобезопасности углерод-
ных наночастиц для человека и окру-
жающей среды. Согласно литературным 
и нашим данным, центральная нервная 
система чувствительна к экспозиции 
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углеродных наночастиц [1, 9, 14], кото-
рые могут проникать через клеточную 
и ядерную мембрану, обнаруживаясь в 
различных субклеточных структурах, 
включая ядро [10]. Указывается и на их 
способность пересекать гематоэнцефа-
лический барьер [13, 15]. В связи с этим 
необходимо сказать, что существует ряд 
работ, в которых приводится негативное 
действие фуллеренов и их производных 
на ткани живых организмов [2, 11]. До 
сих пор нам не встретилось исследова-
ний, направленных на изучение функ-
ционального состояния головного мозга 
после введения углеродных наночастиц 
с применением метода электроэнцефа-
лографии (ЭЭГ).

Предыдущая работа [1] была посвя-
щена изучению влияния фторсодер-
жащих производных фуллерена-60 на 
спектральную мощность электрической 
активности мозга. В данной работе нам 
хотелось бы в тех же условиях рассмо-
треть изменение когерентности ЭЭГ.

Материалы и методы

В наших экспериментах мы применя-
ли следующие фуллеренилы: C60F24, C60F48, 
C60F(NO2), растворимые в диметилсуль-
фоксиде (ДМСО) и водорастворимые 
C60F36(NH2)12  и C60[FNC5H5]

+F–. Фуллеренил 
C60F24 получали по реакции С60Вr24 с XeF2 в 
безводном НF при комнатной температуре. 
В этих условиях атомы брома в полибром-
фуллерене замещаются на атомы фтора [4]. 
C60F48 синтезировался по реакции KrF2 с 
фуллереном C60 в безводном НF в течение 
48 часов [3]. Синтез фуллеренила C60F(NO2) 
осуществляли путем свободнорадикаль-
ного присоединения к раствору C60F24 в 
неполярных растворителях двуокиси азо-
та; перемешивание осуществляли при по-
ниженной температуре. За ходом реакции 
следили по прекращению выпадения осад-

ка желтого цвета, который отфильтровыва-
ли на бумажном фильтре. Остатки раство-
рителя и непрореагировавшего диоксида 
азота удаляли в вакууме.

Водорастворимый C60F36(NH2)12 син-
тезировали по реакции электрофильно-
го замещения атомов фтора в C60F48. К 
суспензии C60F48 в абсолютном бензоле 
при комнатной температуре добавляли 
сухой аммиак до полного насыщения, 
затем фильтровали полученный амин, 
промывали спиртом, эфиром и высу-
шивали в вакууме. Фторфуллеренпири-
динийфторид C60[FNC5H5]

+F– получали 
по реакции замещения атомов фтора в 
C60F24 пиридином в воде при повышен-
ной температуре в течение 6–8 часов. По 
окончании реакции полученный раствор 
фильтровали, жидкую фазу упаривали. 
Полученную таким образом четвертич-
ную аммониевую соль промывали спир-
том, эфиром и сушили в вакууме.

Эксперименты по влиянию фуллере-
нилов на пространственно-временную 
организацию потенциалов мозга про-
водили на 8 бодрствующих 3-месячных 
белых крысах линии WAG/GY в хрони-
ческом эксперименте. Животных обое-
го пола, полученных из НЦ БМТ РАМН 
(Светлые горы), содержали по барьер-
ной системе, в клетках по 3 крысы в каж-
дой со свободным доступом к питью и 
пище (комбинированный корм, фирма 
ООО «Лабораторкорм»), микробиоло-
гический статус крыс – SPF. Процедура 
вживления электродов более подробно 
описана в нашей предыдущей статье [1]. 
Электроды располагали эпидурально в 
симметричных точках обоих полуша-
рий, соответствующих корковым зонам: 
фронтальная (Fp1, Fp2, F3, F4); моторная 
(C3, C4); теменная (P3, P4). Регистрацию 
ЭЭГ осуществляли монополярно, рефе-
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рентный электрод (Ref) располагали в 
носовых костях (рис. 1).

Через неделю после вживления элек-
тродов животное помещали в экспери-
ментальную камеру, к электродной ша-
почке на черепе присоединяли контакты 
и наблюдали за нативной ЭЭГ в течение 
15 минут, при этом крыса могла свобод-
но передвигаться по камере. На следую-
щий день эту процедуру повторяли, но 
15 минут регистрировали фоновую ЭЭГ. 
Далее внутрибрюшинно вводили рас-
твор фуллеренила в дозе 100 мг/кг, спу-
стя 3 минуты регистрировали ЭЭГ в те-
чение 1 часа. В каждом опыте применяли 
раствор только одного из фторсодержа-
щих производных фуллерена-60. Объем 
растворителя составлял 2 мл/кг. Опыты 
с одним и тем же животным проводили 
с интервалом в 5–7 дней. Все манипуля-
ции осуществлялись в соответствии с 
международными нормами этическо-
го обращения с животными. На каждом 
животном был проведен контрольный 
опыт, когда вместо раствора фуллерени-

ла вводили только ДМСО необходимого 
объема.

ЭЭГ регистрировали на электроэнце-
фалографе-анализаторе ЭЭГА-21/26 «Эн-         
цефалан-31-03» (фирма «Медиком МТД», 
Таганрог). Фильтры высоких частот уста-
навливали на 70 Гц, постоянная вре-
мени составляла 0,3 с, режекторный 
фильтр устранял колебания частотой  
50 Гц. Частота опроса составляла 250 Гц. 
ЭЭГ после удаления артефактов делили 
на 32-секундные файлы, таким образом 
получали число n для каждого опыта. Ко-
герентность электрической активности 
мозга (Ког ЭАМ) анализировали с помо-
щью пакета программ MatLab-5 в следу-
ющих частотных диапазонах: 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 составля-
ла 4 с. Ког ЭАМ была рассмотрена между 
12 (6+6) внутриполушарными и 16 меж-
полушарными парами отведений. Исхо-
дя из результатов предыдущей работы 
[1], изменения Ког ЭАМ при действии 
фуллерена для каждого опыта нормиро-
вались либо к фоновым значениям (если 
фуллеренил водорастворимый), либо к 
изменениям, полученным после введе-
ния ДМСО (если фуллеренил раство-
ряли в ДМСО). Достоверность отличий 
между выборками для одного опыта по 
каждому диапазону и отведению оцени-
вали по критерию Вилкоксона–Манна–
Уитни, для группы экспериментов с ис-
пытанием одного и того же фуллеренила 
(при этом суммировали число n для каж-
дого опыта) – по критерию Стьюдента. 
Принимали во внимание только досто-
верные изменения Ког ЭАМ (p<0,05), 
когда среднее значение когерентности 
было не ниже 0,55 хотя бы в одной из 
сравниваемых выборок.

Рис. 1. Схема расположения электродов на че-
репе крысы, используемая для построения графи-
ческих карт
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Результаты

Инъекция растворов фуллеренилов 
вызывала различные изменения Ког 
ЭАМ у животных, эти эффекты хотя и 
имели некоторые индивидуальные осо-
бенности, статистически достоверно 
образовывали паттерны когерентных 
связей, характерные для воздействия 
каждого из веществ. 

Так как введение лишь одного ДМСО 
приводило к значительному сниже-
нию Ког ЭАМ между различными зо-
нами коры в полосе 1–8 Гц, данные при 
действии фуллеренилов, растворенных в 
ДМСО, нормировали к действию ДМСО 
(о чем мы упоминали выше). Перестрой-
ка когерентных связей при действии 
фуллеренилов в основном наблюдалась 
в низкочастотных диапазонах (1–13 Гц), 
максимум изменений приходился на 
Δ-диапазон. 

Так, фуллеренил C60F24 (n=105 записей 
по группе) (рис. 2) в полосе частот 1–4 Гц 
вызывал снижение Ког ЭАМ преимуще-
ственно в правом полушарии, спустя 30 
минут число пар отведений с уменьше-

нием когерентности возросло, особо вы-
раженным стало уменьшение электри-
ческих связей различных областей коры 
с правой моторной зоной (точка C4). В 
меньшей степени снижение Ког ЭАМ 
было представлено в θ-диапазоне, во 
второй половине опыта отмечалось даже 
повышение сочетанности потенциалов 
между моторной и фронтальной корой 
левого полушария (F3-C3). В частотной 
полосе 8–45 Гц имело место локальное 
снижение внутриполушарной Ког ЭАМ, 
это изменение было устойчивым в тече-
ние всего эксперимента.

Снижение внутри- и межполушар-
ной Ког ЭАМ в Δ-диапазоне происхо-
дило и после инъекции раствора C60F48 
(n=80 записей по группе) (рис. 3). При 
этом по сравнению с влиянием C60F24 
количество пар со снижением было 
больше сразу после инъекции; спустя  
30 минут электрические связи посте-
пенно возвращались к исходному со-
стоянию. В θ- и β-диапазонах (F3-C3), 
а также в γ-полосе (C4-P4) отмечалось 
повышение Ког ЭАМ, имелось неболь-
шое количество пар со снижением соче-

Рис. 2. Изменение Ког ЭАМ после инъекции фуллеренила C60F24 (n=105 записей по группе). Верхняя 
строка – изменения в первые 30 минут после введения вещества, нижняя строка – изменения Ког ЭАМ 
во второй половине эксперимента. По горизонтали представлены диапазоны частот. Сплошные линии – 
достоверное повышение Ког ЭАМ, пунктирные – достоверное снижение
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танности потенциалов. Во второй поло-
вине эксперимента количество случаев 
с достоверным изменением Ког ЭАМ 
уменьшается.

Как и в предыдущей работе [1], когда 
после введения фуллеренила C60F(NO2), 
(n=98 записей по группе) отмеча-
лось повышение спектра мощности в 
Δ-диапазоне в правом полушарии, из-
менение Ког ЭАМ происходило в полосе 
1–4 Гц в сторону повышения этого энце-
фалографического показателя (рис. 4), име-
лись случаи и со снижением когерентно-
сти. Больше всего снижалась Ког ЭАМ 
в θ-диапазоне, в полосе 13–45 Гц число 
случаев со снижением сочетанности по-
тенциалов невелико и наблюдается толь-
ко внутри каждого полушария. Ког ЭАМ 
во второй половине эксперимента отно-
сительно устойчива в полосе 4–45 Гц, а в 
Δ-диапазоне отмечалось снижение коге-
рентности между многими точками нео-
кортекса, и наиболее выражено это было 
между моторной зоной правого полуша-
рия и другими областями неокортекса 
(как и во время действия C60F48, особен-
но – C60F24).

Влияние водорастворимого (n=131 
запись по группе) C60F36(NH2)12 отража-

лось в снижении Ког ЭАМ в Δ-диапазоне 
(рис. 5). В полосе 4–8 Гц снижение коге-
рентности происходило во фронтальных 
областях неокортекса. Спустя полчаса 
число случаев со снижением Ког ЭАМ в 
Δ-диапазоне значительно увеличилось – 
дезинтеграция охватывала весь неокор-
текс. В других диапазонах число случаев 
со снижением сочетанности потенциа-
лов незначительно увеличилось.

Наконец, при действии фторфулле-
ренпиридинийфторида C60[FNC5H5]

+F– 
(n=73 записи по группе) на протяже-
нии часа относительно устойчивыми 
были снижение Ког ЭАМ по всей коре в 
Δ-диапазоне, в θ- и σ-диапазонах также 
наблюдалось снижение когерентности, 
главным образом во фронтальных обла-
стях (рис. 6).

Обсуждение результатов

При введении растворов фуллере-
нилов перестройка когерентных свя-
зей главным образом происходила в Δ- 
и θ-диапазонах, реже в полосе 8–13 Гц. 
Изменения при действии C60F24, C60F48, 
C60F36(NH2)12 и C60[FNC5H5]

+F– были в 
сторону снижения Ког ЭАМ между раз-
личными корковыми областями, что, 

Рис. 3. Ког ЭАМ после введения C60F48 (n=80 записей по группе). Остальные обозначения, как на рис. 2
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возможно, говорит об образовании мно-
жества разных источников осцилляций в 
мозге. При этом в двух последних случа-
ях степень дезинтеграции между корко-
выми зонами была более выраженной. 

Известно, что распространение по 
коре Δ-активности у крыс, в частности, 
происходит во время медленноволнового 
сна [7], а поскольку эксперименты с кры-
сами проходили в дневное время, ког-
да активность животных снижена (они 
спят или дремлют), снижение Ког ЭАМ 
в полосе 1–4 Гц можно рассматривать 
именно как показатель повышения уров-
ня функционального состояния. Вместе 
с тем, снижение Ког ЭАМ в θ-диапазоне 
не позволяет нам говорить о наличии в 
этом случае исследовательского пове-
дения, так как такую форму активно-
сти сопровождает распространенное по 
коре увеличение количества связей в по-
лосе 4–8 Гц, что в свою очередь связано 
с активацией гиппокампа, который уча-
ствует в познавательной деятельности 
[16]. Пробуждение животного, переход 
его в состояние возбуждения, активация 
когнитивной сферы отражается в увели-
чении связей в высокочастотных диапа-

зонах [7], чего в наших экспериментах не 
наблюдалось. Поэтому, вероятно, в от-
вет на действие фуллеренилов возникает 
особое функциональное состояние, свя-
занное с повышением уровня бодрство-
вания, но одновременно с подавлением 
целенаправленного, исследовательского 
поведения. И это состояние было устой-
чивым на протяжении 60 минут.

Остается не совсем понятной смена 
функциональных состояний после инъ-
екции фуллеренила C60F(NO2): сначала 
отмечалось небольшое увеличение ко-
личества пар с повышением Ког ЭАМ 
в Δ-диапазоне, случаев со снижением 
было мало, однако во второй половине 
эксперимента наблюдались типичные 
для влияния фуллеренилов изменения 
– широко представленное по коре сни-
жение сочетанности биопотенциалов. 
Учитывая то, что мы сравниваем изме-
нения по отношению к влиянию ДМСО, 
характеризующееся само по себе сниже-
нием Ког ЭАМ в полосе 1–4 Гц, можно 
утверждать, что по сравнению с фоновы-
ми значениями усиление церебрального 
взаимодействия незначительно. В этом 
случае имеет место или длительное сдер-

Рис. 4. Изменение Ког ЭАМ после введения C60F(NO2), (n=98 записей по группе). Остальные обо-
значения, как на рис. 2
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живание эффекта, вызванное C60F(NO2), 
при котором наличное состояние жи-
вотных (например, дремота) сохраняет-
ся в первой половине эксперимента, по-
сле чего наступает некоторая активация, 
или повышение уровня функционально-
го состояния наступает спустя несколько 
минут после инъекции, и тогда этот тип 
реакции специфичен для действия груп-
пы F(NO2), транспортируемой фуллере-

ном C-60. Напомним, что интересные 
данные при действии этого фуллеренила 
мы получили и при анализе спектраль-
ной мощности электрической активно-
сти мозга [1].

Результаты экспериментов еще раз 
убеждают нас в том, что фуллеренилы, 
вероятно, проходят гематоэнцефаличе-
ский барьер, вызывая быструю реакцию 

Рис. 5. Ког ЭАМ после инъекции водорастворимого фуллеренила C60F36(NH2)12 (n=131 запись по 
группе). Остальные обозначения, как на рис. 2

Рис. 6. Ког ЭАМ после введения фторфуллеренпиридинийфторида C60[FNC5H5]
+F– (n=73 записи по 

группе). Остальные обозначения, как на рис. 2
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центральной нервной системы, и этот 
эффект может сохраниться в течение 
часа, о чем нам позволяют судить наши 
экспериментальные данные.

Выводы

1. Не только спектральная мощ-
ность, но и Ког ЭАМ меняется при дей-
ствии фуллеренов, при этом измене-
ния наступают довольно быстро (через 
3 минуты после инъекции) и могут со-
храняться в течение часа; перестройка 
когерентных связей главным образом 
происходила в Δ- и θ-диапазонах, реже 
в полосе 8–13 Гц.

2. При введении фуллеренилов C60F24, 
C60F48, C60F36(NH2)12 и C60[FNC5H5]

+F– от-
мечалось снижение когерентных связей 
в Δ- и θ-диапазонах между различными 
корковыми областями, снижение соче-
танности потенциалов в полосе 8–45 Гц 
менее выражено; во второй половине 
опыта число случаев со снижением сум-

марно по всем частотным диапазонам 
становилось больше.

3. При действии C60F(NO2) сначала 
отмечалось небольшое увеличение ко-
личества пар с повышением Ког ЭАМ 
в Δ-диапазоне, в θ-диапазоне сочетан-
ность потенциалов снижалась, а в поло-
се 13–45 Гц число случаев со снижением 
сочетанности потенциалов невелико и 
наблюдается только внутри каждого по-
лушария; во второй половине экспери-
мента наблюдалось снижение сочетан-
ности биопотенциалов в полосе 1–4 Гц, 
в других частотных диапазонах паттер-
ны ЭЭГ были устойчивы на протяжении 
часа.

Авторы выражают благодарность за 
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ролевой и В. И. Давыдову (Учреждение 
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In the future fullerenes and their compound with other substances (fullerenyles) can become a widespread 
product of nanotechnology. Therefore it is necessary to evaluation safety of carbon nanoparticles for a person 
and environment. In this report we show changes of rats’ brain activity electrical coherence (Coh) after an 
intraperitoneal injection one of fullerenyles solutions: C60F24, C60F48, C60F(NO2), C60F36(NH2)12 , C60[FNC5H5]

+F– 
in a dose 100 mg/kg. In a three minutes after an injection the changes of Coh was observed. Mainly reorganization 
of Coh occurred in Δ and θ bands, in other ones (8–45 Hz) the changes were minor. After injection one of 
C60F24, C60F48, C60F36(NH2)12, C60[FNC5H5]

+F– Coh decreased in Δ and θ bands between various cortical areas, in 
second part of experiment number cases with Coh decrease was more for all frequency bands. After injection 
C60F(NO2) Coh increased in Δ frequency band at first, in θ band Coh decreased; in second part of experiment 
Coh decreased in 1–4 Hz frequency band, in other ones patterns of Coh were relative stable an hour. The 
obtained data convince us again fullerenyles cross the blood-brain barrier, evoking fast reaction of the central 
nervous system, thus the induced effects can be stable within an hour.

Key words: coherence of electrical activity of brain, intraperitoneal injection, fluorine-containing fullerene 
C60 derivatives, fullerenyles.
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Трансплантация аллогенных клеток костного мозга для 
коррекции нарушений при пародонтозе на генетических 
мышах линии BRSUNT

О. И. Степанова, О. В. Баранова

Научный центр биомедицинских технологий РАМН,  Москва

Изучен клиническими и морфологическими методами положительный терапевтический эффект 
клеток костного мозга на коррекцию патогенетических нарушений пародонтоза у генетических мы-
шей линии BRSUNT. 

Ключевые слова: пародонтоз, мыши BRSUNT, клетки костного мозга, трансплантация.

Заболевания пародонта – одна из наи-
более распространенных и сложных па-
тологий челюстно-лицевой области. По 
данным Всемирной организации здра-
воохранения (ВОЗ), функциональные 
расстройства зубочелюстной системы, 
обусловленные потерей зубов от забо-
леваний пародонта, развиваются в 5 раз 
чаще, чем при осложнениях кариеса [2]. 
Рост заболеваемости пародонтоза сви-
детельствует о том, что современная ме-
дикаментозная терапия не способна на-
дежно препятствовать возникновению 
и прогрессированию основных симпто-
мов проявлений пародонтоза. Поэтому 
разработка новых подходов к лечению 
пародонтоза остается актуальной про-
блемой современной медицины. 

Целью нашего исследования явилось 
изучение возможности коррекции пато-
генетических нарушений пародонтоза с 

помощью трансплантации аллогенных 
клеток костного мозга на эксперимен-
тальной генетической модели. 

Материалы и методы

Для коррекции основных клиниче-
ских и морфологических признаков па-
родонтоза использовали модель генети-
ческих мышей линии BRSUNT – опытная 
группа (n=30). Эти мыши склонны к 
ожирению, страдают от желудочных по-
ражений. Заболевание зубов и околозуб-
ного пространства (Periodontal disease) 
наблюдаются у 100% животных [1, 3, 4]. 
Контрольную группу составили мыши 
той же линии BRSUNT(n=30) без вве-
дения клеток костного мозга (ККМ). В 
опытной и контрольной группах исполь-
зовали мышей в возрасте 6 месяцев по-
сле рождения. Для коррекции нарушений 
пародонтоза у опытных мышей исполь-
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бИОМОДЕЛИрОВАНИЕ 
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зовали аллогенные клетки (гемопоэтиче-
ской и стромальной фракций) костного 
мозга (КМ) от здоровых доноров мышей 
линии С57BL10. Трансплантацию алло-
генных ККМ проводили шестикратно, 
сначала вводили трехкратно с интерва-
лом в 5 дней в количестве 600–750 тыс. 
гемопоэтических клеток костного моз-
га (ГПККМ) мононуклеарной фракции, 
культивированных в течение 5 суток; за-
тем трехкратно (с интервалом в 7 дней) в 
количестве 120–150 тыс. культивирован-
ных мультипотентных мезенхимальных 
стромальных (фибробластоподобных) 
ККМ (ММСК КМ). Введение ККМ про-
водили внутрибрюшинно, возраст доно-
ров соответствовал возрасту реципиен-
тов, сроки наблюдений составили 1, 3 и  
6 месяцев. В динамике проводили клини-

ческие и гистологические исследования 
ротовой полости больных животных.

Результаты исследования и обсуждение

После введения аллогенных ККМ у 
мышей BRSUNT наблюдали клиниче-
ское и функциональное состояние рото-
вой полости. У мышей опытной группы 
слизистая оболочка рта розового цвета, 
не кровоточит, плотно прилегает к зу-
бам. Десневые сосочки, образуя четкую 
фестончатость, занимают межзубные 
промежутки в области шеек зубов. Дес-
на плотная, пародонтальные карманы 
отсутствуют, а зубы плотно прилегают 
друг к другу (рис.1, а, в, г, д). Более выра-
женные положительные клинические ре-
зультаты были получены через 3 месяца по-
сле введения ККМ, что было подтверждено 

Рис.1. Клиническое состояние зубов и околозубного пространства у мышей BRSUNT после 
введения культивированных аллогенных клеток костного мозга (ККМ):

 а – норма; б – контроль без ККМ; в, г, д – опыт после введения ККМ (в – через 1 мес., г – через                    
3 мес.,  д – через  6 мес. после введения ККМ)
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нами гистологически. Позитивная динами-
ка коррекции пародонтоза также сохраня-
лась у животных и через 6 месяцев после 
введения клеток.

Гистологически у кон-
трольных мышей BRSUNT 
без ККМ в области кост-
ной ткани зубной лунки от-
мечаются дистрофические 
процессы в виде умеренно-
выраженной прогрессиру-
ющей гладкой резорбции 
костной ткани (рис. 2). Отме-
чается умеренно выраженное  
истончение костных пласти-
нок межальвеолярных пере-
городок, расширение кост-
номозговых пространств, 
так называемое широко-
петлистое строение кост-
ной ткани, ретракция десны 
с формированием патологи-
ческого зубнодесневого кар-
мана с расшатыванием зубов 
(клинически), без признаков 
воспаления (рис. 1, а). Так-
же отмечалось углубление дна 
десневой борозды. Более вы-
ражен процесс в области рез-

цов. Поражения твердых тка-
ней зуба в виде эрозии эмали 
и клиновидных дефектов не 
отмечалось.

При введении культи-
вированных аллогенных 
стволовых и прогенитор-
ных ККМ у опытных мы-
шей BRSUNT отмечались 
явления эпидермизации 
десны в области десневой 
борозды, дно которой у ряда 
особей определялось на 
уровне эмалево-цементного 
соединения, что соответ-
ствовало норме, отмечались 

признаки очагового ороговения эпите-
лия, что также соответствовало норме  
(рис. 3). Отмечалось сужение костно-

Рис. 3. Опытные мыши BRSUNT после введения ККМ; окраска ге-
матоксилин и эозин. 

а, б, в – явления эпидермизации десны в области десневой бороз-
ды через 1 мес. после введения ККМ, а, б – ув. 200; в – ув. 400; г – через 
3 мес. после введения ККМ, ув. 400
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мозговых пространств с частичным за-
мещением зубнодесневого канала про-
лиферирующими клетками эпителия, 
уменьшение признаков резорбции кост-
ной ткани, возможно связанное с акти-
вацией остеобластической функции ко-
сти.

Выводы

Мыши линии BRSUNT являют-
ся адекватной экспериментальной ге-
нетической моделью пародонтоза, так 
как воспроизводят функциональные и 
структурные изменения заболевания в 
челюстно-лицевой области.

Выявлено, что выраженность тера-
певтического эффекта клеток костного 

мозга у мышей с пародонтозом повы-
шается: при использовании культивиро-
ванных клеток; от кратности введения 
клеток костного мозга гемопоэтических 
и стромальных фракций, а сроки прояв-
ления терапевтического эффекта зави-
сят от способа введения клеток. 

Выраженные позитивные эффекты 
клеточной терапии у животных с паро-
донтозом на клинические и морфологи-
ческие проявления заболевания зубов 
и околозубного пространства связаны с 
длительными сроками сохранения жиз-
неспособности и функциональной ак-
тивности клеток костного мозга в орга-
низме после трансплантации.
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Моделирование системной анафилаксии 
на мышах линии BALb/c

Н. В. Бельская, М. Г. Данилец, Ю. П. Бельский, Е. С. Трофимова, 
Е. Г. Учасова, О. С. Борсук, В. И. Агафонов

Научно-исследовательский институт фармакологии Сибирского отделения 
Российской академии медицинских наук, Томск

В данной работе поставлена цель обосновать возможность и показать преимущества моделирова-
ния системной анафилаксии на мышах линии BALb/c с использованием овальбумина. Эксперименты 
были проведены на мышах линии BALb/c в сравнении с мышами C57BL/6. Использованы различные 
режимы и схемы иммунизации овальбумином и проведена оценка степени тяжести анафилактического 
шока в зависимости от линии животных и схемы иммунизации. Оценена продукция Т-лимфоцитами 
селезенки цитокинов Th1 и Th2-профиля, а также определено содержание иммуноглобулинов класса Е в 
сыворотке крови в зависимости от числа иммунизаций. Показано, что результаты анафилактического 
шока в случае использования лошадиной сыворотки ниже, чем в случае применения овальбумина в ка-
честве антигена. Авторы заключают, что индукция системной анафилаксии с использованием мышей 
линии BALB/c и овальбумина является добротной, адекватной и экономичной биологической моделью 
для исследования аллергических (иммуноглобулин-Е-зависимых) заболеваний.

Ключевые слова: анафилаксия; цитокины Th1 и Th2-профиля; иммуноглобулины класса Е.

Заболевания, связанные с патологи-
ей иммунной системы, являются важной 
медико-социальной проблемой совре-
менного общества. Наиболее интенсив-
ный рост наблюдается в следующих груп-
пах иммунных болезней: аллергические 
и онкологические заболевания, а также 
синдром пониженной сопротивляемо-
сти организма инфекциям. Несмотря на 
успехи в области иммунофармакологии 
и разработки в последние годы рекомби-
нантных препаратов на основе человече-
ских цитокинов, индукторов интерферо-
нов и др., проблема остается нерешенной, 
а указанные патологии, напротив, выхо-
дят на первое место в развитых странах 
и в мире.

Повышение распространенности ин-
фекций, утяжеление протекания неко-
торых из них (например, туберкулеза), 

возрастание лекарственно-устойчивых 
форм возбудителей, а также появление 
новых факторов, таких как глобализа-
ция, приводящих к усложнению эпи-
демиологической обстановки, – все это 
вынуждает мировое сообщество объеди-
нять усилия. Примером чего может слу-
жить проведение в Российской Федера-
ции программ ВОЗ, три из пяти которых 
связаны с борьбой с инфекциями [10].

Частота встречаемости онкологиче-
ских заболеваний неуклонно растет, при 
этом увеличивается и количество забо-
левших детей. Так, за последние 30 лет 
XX века ежегодный статистически зна-
чимый прирост данной патологии в стра-
нах Европы у детей в возрасте 1–14 лет со-
ставил 1%, у подростков 15–19 лет –1,5% 
[29].
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По данным Всемирной организации 
здравоохранения (ВОЗ), частота встре-
чаемости аллергических патологий за 
последние десятилетия возросла в 2–3 
раза; аллергическими заболеваниями 
страдают около 1–3% взрослого и 10–
20% детского населения планеты, а на 
протяжении жизни аллергические реак-
ции проявляются почти у каждого тре-
тьего человека планеты [15].

Известно, что центральное место в 
регуляции иммунологической реакции 
принадлежит цитокинам, которые выра-
батывают Т-хелперы (Th). Показано, что 
после дифференцировки и созревания в 
тимусе наивные Th-прекурсоры мигри-
руют в периферические органы иммун-
ной системы, где под действием антиге-
на необратимо дифференцируются в два 
разных типа Th1 или Th2 [27], которые 
различаются по набору секретируемых 
цитокинов [20]. Именно от качества по-
ляризации зависят характер течения и 
итог иммунного ответа. Клинические 
проявления дисбаланса Th1/Th2 разноо-
бразны и включают как инфекционные, 
так и неинфекционные патологии: хрони-
ческие инфекции, аллергические, онко-
логические, аутоиммунные заболевания. 
Аллергии и аутоиммунные заболевания 
связаны с патологически избыточным 
Th2 либо Th1-типом иммунного ответа 
соответственно, хронические инфекции 
и онкологические заболевания сопрово-
ждаются недостаточным Th1-типом [12, 
17, 21, 24, 25]. Характерными признака-
ми Th1 являются повышенная секреция 
интерферона-γ, интерлейкина-2, фак-
тора некроза опухоли β, индукция про-
дукции В-клетками антител IgG2a, уча-
стие в реакции гиперчувствительности 
замедленного типа, защита от внутри-
клеточных паразитов, противоопухо-
левая активность. Th2-клетки выраба-

тывают интерлейкин-4, интерлейкин-5, 
интерлейкин-10, преобладают при 
гельминтозах и аллергиях, способ-
ствуют генерации иммуноглобулин-E-
синтезирующих B-клеток, играют важ-
ную роль в гуморальном иммунном 
ответе [13, 20, 28]. Основным фенотипи-
ческим признаком Th1 является высо-
кая продукция интерферона-γ, а харак-
терным признаком Th2 – повышенная 
продукция интерлейкина-4 [5, 22, 26]. 
Если 1 тип поляризации обеспечивает 
протективный клеточный иммунитет, 
то клинические проявления Th2-ответа 
более разнородны. Это либо реакции 
гиперчувствительности немедленного 
типа (анафилактические реакции, брон-
хиальная астма, гельминтозы), харак-
терными признаками которых являют-
ся эозинофилия и повышенный синтез 
иммуноглобулинов класса Е (Ig Е), либо 
состояния толерантности (оральная то-
лерантность, беременность, опухолевый 
рост), для которых характерна гиперпро-
дукция Т-лимфоцитами трансформирую-
щего фактора роста ff и интерлейкина-10 
[11, 16].

Среди аллергических заболеваний 
наиболее распространенными являются 
иммуноглобулин-Е-зависимые болезни 
(такие, как бронхиальная астма, атопи-
ческий бронхит, аллергический ринит, 
поллиноз, атопическая экзема, атопиче-
ский конъюктивит, крапивница). В осно-
ве иммунопатогенеза этих заболеваний 
лежит активация Th2, что приводит к 
повышенной продукции ряда цитоки-
нов, основной из них – интерлейкин-4, 
который, в свою очередь, вызывает по-
явление и поддержание на повышен-
ном уровне синтеза иммуноглобулинов 
класса Е [6, 15]. Основными препарата-
ми, используемыми в настоящее вре-
мя для лечения иммуноглобулин-E-
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зависимых аллергических заболеваний, 
являются гистаминолитики, представ-
ленные блокаторами H1-рецепторов и 
стабилизаторами мембран тучных кле-
ток, а в угрожающих жизни ситуациях 
(при бронхиальной астме) использу-
ются глюкокортикоидные средства [4]. 
Необходимость в лекарственных сред-
ствах, подавляющих эту избыточную 
активность Th2, для использования в те-
рапии IgE-зависимых патологий доста-
точно очевидна и широко обсуждается 
в научной литературе (см., например, 
обзор [3]). Однако фармакологические 
средства, которые были бы направлены 
на основную причину иммуноглобулин-
Е-зависимых патологий – на коррекцию 
баланса Th1/Th2, пока не созданы, хотя 
поиск таких средств является актуаль-
ным.

Совершенно очевидно, что поиск и 
создание такого типа противоаллергиче-
ских препаратов нового класса невозмо-
жен без добротной, адекватной и эконо-
мичной биологической модели. С точки 
зрения целесообразности, наиболее под-
ходящей моделью является системная 
анафилаксия, поскольку она позволяет 
дать интегральную оценку аллергенспе-
цифическому Th2-типу иммунного от-
вета. Действительно, развитие и исход 
данной реакции охватывает все этапы 
и звенья патогенеза иммуноглобулин-Е-
зависимых заболеваний от поляризации 
иммунного ответа в Th2-тип с последу-
ющей гиперпродукцией интерлейкина-4 
и иммуноглобулинов класса Е, до этапа 
выброса медиаторов воспаления (таких, 
как гистамин, серотонин, брадикинин), 
повышения проницаемости кровенос-
ных сосудов, развития отеков тканей, 
бронхоспазма, гиперсекреции мокроты в 
дыхательных путях и других гистохими-
ческих изменений, приводящих к угрозе 

жизни организма. В методических реко-
мендациях по доклиническому изуче-
нию новых фармакологических веществ 
для моделирования системной анафи-
лаксии предлагаются морские свинки, а 
в качестве сенсибилизирующего агента 
– лошадиная сыворотка [2]. Однако та-
кой экспериментальный подход обла-
дает рядом существенных недостатков. 
Морские свинки, во-первых, не эконо-
мичны как по стоимости, так и по содер-
жанию. Кроме того, генетически контро-
лируемые морские свинки (линейные) в 
нашей стране практически не доступны 
экспериментаторам, а проведение работ 
на беспородных животных приводит к 
низкой воспроизводимости результатов 
и широкому диапазону реакции внутри 
исследуемых групп. В-третьих, лошади-
ная сыворотка практически не стандар-
тизуема, ее характеристики могут зна-
чительно отличаться партия от партии, 
что, соответственно, не может не влиять 
на воспроизводимость результатов ана-
филактического шока в разных сериях 
экспериментов.

Всех этих недостатков можно избе-
жать в случае использования линейных 
мышей и коммерчески стандартизиро-
ванного антигена. Целью данной работы 
было обосновать возможность и пока-
зать преимущества моделирования си-
стемной анафилаксии на мышах линии 
BALb/c с использованием овальбумина.

Материалы и методы

Эксперименты проведены на конвен-
циональных линейных мышах линий 
C57Bl/6Y (159 голов) и BALb/cY (210 голов). 
Использованы животные обоего пола в 
возрасте 8–9 недель, полученные из питом-
ника НИИ фармакологии СО РАМН (1 ка-
тегории согласно сертификату). Мыши со-
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держались в неполной барьерной системе 
(воздухообмен составлял 10–12 крат/ч, тем-
пература 22×2оС, влажность 65×10 %, свето-
вой режим 12:12 ч). Мыши размещались по 
4–5 особей в клетках (VELAZ) со стери-
лизованной мелкой стружкой в качестве 
подстила, имели постоянный доступ к 
пище (стерилизованный гранулирован-
ный корм) и воде (кипяченая питьевая 
вода, подкисленная соляной кислотой до  
рН 4–4,5).

Сенсибилизацию мышей осуществля-
ли подкожным (бедро) введением оваль-
бумина (100 мкг/мышь, «Sigma») с гидро-
окисью алюминия (5 мг/мышь, «Sigma») в 
качестве адъюванта в объеме 0,1 мл 1, 2 
или 3 раза с интервалом 1 или 2 недели 
между иммунизациями. Животным кон-
трольной группы вводили по 0,1 мл изо-
тонического раствора хлорида натрия.

Сенсибилизацию мышей линии 
BALb/cY лошадиной сывороткой прово-
дили, как описано ранее [1]. Разведенную 
изотоническим раствором хлорида натрия 
лошадиную сыворотку (1:10) вводили под-
кожно (в бедро) по 0,2 мл; контрольные 
животные получали только изотонический 
раствор хлорида натрия. Интервал между 
повторными инъекциями составлял 4 дня.

Для получения спленоцитов живот-
ных забивали дислокацией шейного от-
дела позвоночника под легким эфирным 
наркозом, выделяли селезенку, гомоге-
низировали ее. Полученную суспензию 
фильтровали через четырехслойный ка-
прон, трижды промывали холодным изо-
тоническим раствором хлорида натрия, 
ресуспендировали в культуральной сре-
де (RPMI 1640 («Sigma») с добавлением 
10% ЭТС («ICN», «Serva»), 20 мМ HEPES 
(«Sigma»), 0,05 мМ 2-меркаптоэтанола 
(«Sigma»), 50 мкг/мл гентамицина 
(«Sigma») и 2 мМ L-глютамина («Sigma»)). 
Жизнеспособность клеток суспензии 

оценивали в тесте с 0,1% трипановым 
синим. В экспериментах использовали 
суспензии, содержащие не менее 95% 
жизнеспособных клеток. Клетки куль-
тивировали в атмосфере с 5% СО2 и аб-
солютной влажности.

Получение супернатантов Т-лимфо-
цитов для определения продукции цито-
кинов получали, как описано ранее [30]. 
Для этого спленоциты культивировали 
24 ч в концентрации 5×106 клеток/мл 
в присутствии Т-клеточного митогена 
(конканавалин А, «Sigma», 4 мкг/мл). За-
тем клетки удаляли центрифугировани-
ем, надосадок разливали на аликвоты и 
хранили при -20оС.

Определение продукции интерферо-
на-γ Т-клетками в функциональном те-
сте осуществляли по способности их 
супернатанта индуцировать выработ-
ку оксида азота миелокариоцитами ин-
тактных сингенных животных [18]. Су-
пернатант (1/3 и 1/6 от общего объема) 
Т-лимфоцитов добавляли в 96-луночные 
круглодонные планшеты («Costar»), со-
держащие свежевыделенные клетки 
костного мозга (по 2–3×105 в лунке), 
культивировали 48 ч, собирали супер-
натант и измеряли в нем количество ни-
тритов при помощи реактива Грейса [7]. 
Реактив (0,1 мл) смешивали с эквива-
лентным объемом супернатанта и изме-
ряли абсорбцию при длине волны 550 нм. 
Концентрацию нитритов определяли по 
калибровочной кривой, построенной с 
использованием стандартных растворов 
нитрита натрия.

Определение продукции интер- 
лейкина-2 (ИЛ-2) Т-лимфоцитами осу-
ществляли в функциональном тесте по 
способности их супернатанта стимули-
ровать пролиферацию ИЛ-2-зависимых 
спленоцитов [18]. Для получения ИЛ-2-
зависимых спленоцитов клетки селезенки 
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культивировали в концентрации 4×106/мл 
с конканавалином А (4 мкг/мл) 36 ч, затем 
отмывали митоген центрифугированием 
и культивировали 48 ч в круглодонных  
96-луночных планшетах (5×104 кл/лун-
ку) с различными разведениями иссле-
дуемого супернатанта. Затем оценивали 
пролиферацию клеток радиоизотопным 
или колориметрическим методом и вы-
ражали соответственно в имп/мин или 
единицах оптической плотности. При ис-
пользовании радиоизотопного метода за 
16 ч до окончания культивирования кле-
ток в лунки вносили по 0,5 мкКю/лунку  
ЗН-тимидина. Затем содержимое лунок 
переносили на стекловолокнистые филь-
тры («Titertek»), промывали изотониче-
ским раствором хлорида натрия, высуши-
вали и переносили в сцинтилляционную 
жидкость, включение изотопа оценива-
ли на β-счетчике. Оценку пролиферации 
колориметрическим методом осущест-
вляли как описано ранее [19]. Клетки 
культивировали 4 суток в круглодонных 
96-луночных планшетах (2–5×104 кл/лун-
ку) в указанных выше условиях. За 4 ч 
до окончания культивирования в лун-
ки вносили 3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, 
«Serva»), концентрация которого в лун-
ках составляла 200 мкг/мл. Затем из лу-
нок удаляли надосадок, а осадок раство-
ряли диметилсульфоксидом (димексид, 
«Татхимфармпрепараты»). Абсорбцию 
полученных растворов замеряли при по-
мощи многоканального спектрофотоме-
тра («Titertek») при длине волны 550 нм.

Определение количества интерлей- 
кина-4 (ИЛ-4) в исследуемых суперна-
тантах осуществляли твердофазным им-
муноферментным методом при помощи 
тест-систем («Amersham Biosciences») 
согласно прилагаемым протоколам.

Содержание иммуноглобулинов Е в 
сыворотке крови определяли иммуно-
ферментным методом, для чего живот-
ных забивали через 7 дней после по-
следней иммунизации, забирали кровь 
из сердца, получали сыворотку, разли-
вали на аликвоты и хранили при -20°C. 
Содержание иммуноглобулинов в сыво-
ротках измеряли с использованием соот-
ветствующих тест-систем («Immunology 
Consultants Lab.», США) согласно прила-
гаемому протоколу.

Общую анафилаксию моделировали, 
используя иммунизированных овальбу-
мином или лошадиной сывороткой мы-
шей. В ответ на внутривенное введение 
овальбумина (по 100 мкг в 0,1 мл физио-
логического раствора хлорида натрия в 
ретроорбитальный синус) или лошади-
ной сыворотки (по 0,2 мл неразведенной 
лошадиной сыворотки в ретроорбиталь-
ный синус) у них развивалась анафилак-
тическая реакция. Выделяли следующие 
степени выраженности:

— 1 (слабая) степень – угнетенное со-
стояние, взъерошенность шерстного по-
крова,

— 2 (средняя) степень – угнетенное 
состояние, взъерошенность шерстного 
покрова, цианоз конечностей, дыхание 
поверхностное и учащенное, клониче-
ские судороги, парезы, параличи, 

— 3 (тяжелая) степень – гибель в те-
чение 2–4 ч. 

Полученные данные обрабатывали 
статистически с помощью программно-
го обеспечения Statistica 6.0. Для каж-
дой выборки вычисляли среднее зна-
чение величины признака X и ошибку 
средней величины m. Проверка гипо-
тезы о равенстве средних проводилась 
с использованием t-критерия Стьюден-
та. Вычисленное значение t сравнивали 
с табличным при заданном уровне зна-
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чимости p<0,05. Если расчетная t была 
больше табличной, то гипотеза о равен-
стве средних отвергалась.
Результаты

Введение разрешающей дозы антиге-
на животным через 7 дней после одно-
кратной иммунизации (табл. 1) вызва-
ло у всех мышей линии BALb/c слабую 
анафилактическую реакцию (1 степень), 
что проявлялось в изменении поведения 
животных (они выглядели угнетенны-
ми, вялыми, неподвижными). Указанные 
изменения появлялись через 5–10 минут 
после внутривенного введения антигена 
и наблюдались на протяжении 1–2 ч. Вве-
дение разрешающей дозы овальбумина 
мышам линии BALb/c через 7 дней по-
сле второй иммунизации, проведенной с 
интервалом 1 неделя, вызывало у боль-
шинства животных (у 26 из 27) анафи-
лактическую реакцию 1 степени. Анафи-
лактический шок, вызванный у мышей 
через 7 дней после второй иммунизации 

с интервалом 2 недели между инъекци-
ями, был более тяжелый. Все мыши вы-
глядели угнетенными, вялыми, теряли 
подвижность, их шерстяной покров был 
взъерошен, конечности цианозны, дыха-
ние поверхностное и учащенное, разви-
вались параличи конечностей, животные 
принимали боковое положение через 30–
40 минут после инъекции. У небольшо-
го количества животных наблюдались 
клонические судороги, 57% (у 42 из 74) 
животных погибли в течение 2–4 ч. Еще 
более тяжелым был анафилактический 
шок у трехкратно иммунизированных 
мышей. В этом случае смертность соста-
вила 93% (54 из 58 животных).

У мышей линии C57BL/6 при тех же 
режимах иммунизации выраженность 
анафилактической реакции была слабее. 
Если у всех мышей линии BALb/c по-
сле однократной иммунизации реакция 
была 1 степени, то у 40% животных ли-
нии C57BL/6 ее вообще не было. Отсут-
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ствовала реакция и у 37,5% дважды им-
мунизированных мышей линии C57BL/6 
(интервал между иммунизациями 1 неде-
ля), в то время как у всех мышей линии 
BALb/c при аналогичной схеме иммуни-
зации реакция была. У значительной ча-
сти (76,8%) двукратно иммунизирован-
ных животных линии C57BL/6 (интервал 
между инъекциями овальбумина 2 неде-
ли) наблюдался анафилактический шок 
средней степени, и только 8,7% мышей 
погибли (среди мышей линии BALb/c 
смертность составила 56,8%). Среди 

трижды иммунизированных мышей ли-
нии C57BL/6 смертность от шока соста-
вила 41,2%, а у аналогично подготовлен-
ных мышей линии BALb/c – 93,1%.

Результаты исследования продукции 
основных цитокинов Th1-профиля пред-
ставлены в табл. 2. После однократной 
иммунизации овальбумином с гидрооки-
сью алюминия мышей линии BALb/c как 
через 7, так и через 14 дней после введе-
ния достоверных изменений в количестве 
продуцируемого интерферона-γ (ИФ-γ) 
и ИЛ-2 не наблюдалось. Двукратная им-
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мунизация овальбумином приводила 
к снижению выработки ИФ-γ: через  
7 дней после второй иммунизации до 
69,7% и 74,9% от контроля при раз-
ведениях исследуемого супернатанта 
1/3 и 1/6 (p<0,05) и через 14 дней по-
сле второго введения овальбумина 
– до 62,0% и 72,4% от контроля при 
разведениях исследуемого суперна-
танта 1/3 и 1/6 (p<0,05). Так же досто-
верно (p<0,05) снижалась продукция 
ИЛ-2: до 85,3% и 79,4% от контроль-
ного уровня через 7 дней после по-
следней инъекции; до 70,5% и 74,8% 
от контроля через 14 дней. Через  
7 дней после третьей иммунизации 
при использовании супернатанта в 
разведении 1/6 уровень нитритов был 
не детектабелен, что свидетельство-
вало о незначительном содержании 
в супернатанте ИФ-γ. При разведе-
нии 1/3 некоторое количество данно-
го цитокина определялось и состав-
ляло 24% от контроля (p<0,05). В эти 
же сроки (7 дней после третьей имму-
низации) наблюдалось падение выра-
ботки ИЛ-2: до 32,6% и 54,8% от кон-
трольных значений (в разведениях 
супернатанта 1/6 и 1/3 соответственно; 
p<0,05). Через 14 дней после третьей 
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сенсибилизирующей инъекции супер-
натант в разведении 1/6 не стимулировал 
продукцию оксида азота, что говорит о 
незначительном содержании в нем ИФ-γ. 
При разведении 1/3 ИФ-γ определялся, 
его количество составляло 35,7% от кон-
трольного уровня (p<0,05). В эти же сро-
ки содержание ИЛ-2 составляло около 
60% от контрольных значений в обоих 
разведениях супернатанта (p<0,05).

Определение содержания ИЛ-4 в су-
пернатантах, полученных от трижды им-
мунизированных мышей линии BALb/c 
(7 дней после последнего введения оваль-
бумина), показало (табл. 3) значительное 
увеличение содержания данного цито-
кина – 173% от контрольного уровня.

Содержание иммуноглобулинов класса Е 
в сыворотке крови мышей линии BALb/c, 
иммунизированных овальбумином, зако-
номерно увеличивалось (табл. 4). Так, у од-
нократно иммунизированных животных 

его количество в 1,8 раза превышало кон-
трольный уровень, у двукратно иммуни-
зированных содержание иммуноглобули-
нов Е в 2,7 раза превосходило показатели 
интактных мышей.

Многократные сенсибилизирующие 
введения лошадиной сыворотки мы-
шам линии BALb/c приводили к сниже-
нию продукции Т-лимфоцитами селе-
зенки цитокинов Th1 профиля (табл. 5). 
При этом показатели, полученные че-
рез 3 и 7 дней после последней иммуни-
зации, мало различались между собой: 
снижение вырабатываемого лимфоци-
тами ИФ-γ составляло 41,8% и 35,8% от 
контроля (3 и 7 сутки соответственно), 
а уровень ИЛ-2 достигал 39,8% и 49,8% 
от контроля (3 и 7 сутки соответствен-
но). Однократная инъекция лошадиной 
сыворотки не вызывала какого-либо из-
менения в количестве вырабатываемых 
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Т-лимфоцитами исследуемых цитоки-
нов.

Смертность мышей линии BALb/c от 
анафилактического шока при пятикрат-
ном введении лошадиной сыворотки со-
ставляла в разных серия 17, 42, 50, 91, 
100%, что сопоставимо с показателями 
в группах двукратно иммунизирован-
ных овальбумином мышей с интервалом 
между иммунизациями 2 недели – 33, 
40, 50, 50, 58% (в таблице 6 приведены 
результаты 5 серий экспериментов для 
каждой из сенсибилизирующих схем). 
Доля животных, погибших после введе-
ния разрешающей дозы лошадиной сы-
воротки, колебалась от 17% до 100% в 
зависимости от серии экспериментов, в 
то время как процент смертности среди 
мышей, получавших овальбумин, нахо-
дился в диапазоне 33–58%.

Обсуждение результатов

Анафилаксия представляет собой 
одну из типичных иммунологических 
реакций, обусловленных поляризацией 
2 типа. В качестве стандартного антиге-
на, вызывающего данный вид поляриза-
ции, общепринятым является овальбу-
мин, который используется чаще всего с 
гидроокисью алюминия в качестве адъ-
юванта [23]. В своей работе мы сравнили 
тяжесть анафилактического шока, вы-
званного у мышей линии BALb/c, после 
одно-, двух- и трехкратной иммуниза-
ции (см. табл. 1). Кроме того, сравнили 
выраженность реакции при разных схе-
мах в случае двукратной иммунизации: 
одна из них проводилась с интервалом  
1 неделя между инъекциями, а другая – с 
двухнедельным интервалом. Оказалось, 
что анафилактический шок происхо-
дил даже после однократного введения 
овальбумина, однако при увеличении 
количества сенсибилизирующих инъ-

екций тяжесть шока нарастала, дости-
гая максимальных значений у трехкрат-
но иммунизированных животных – 93% 
погибших мышей. Интересно, что вы-
раженность анафилактического шока у 
двукратно иммунизированных живот-
ных значительно зависела от интервала 
между сенсибилизирующими введения-
ми овальбумина: практически все мыши 
(96%), иммунизированные с однонедель-
ным интервалом, имели 1 степень тяже-
сти шока, в то время как животные, им-
мунизированные с интервалом 2 недели, 
проявляли вторую (43%) и третью (57%) 
степень тяжести. Если при первой схе-
ме гибели не наблюдалось, то при удли-
ненном интервале между инъекциями 
от шока погибали около половины мы-
шей. Полученные результаты позволяют 
заключить, что оптимальной схемой под-
готовки животных к анафилактическому 
шоку является двух- или трехкратные им-
мунизации с интервалом 2 недели между 
инъекциями. Причем, двукратная схема 
пригодна для выявления веществ, спо-
собных как повышать, так и снижать вы-
раженность Th2-зависимого иммунного 
ответа. Трехкратная схема, на наш взгляд, 
лучше соответствует цели выявить веще-
ства с противоаллергическим действием.

Хорошо известно, что направление 
поляризации может зависеть не только 
от антигена, способа его попадания в ор-
ганизм, но и от генотипа. Показано, что 
линии мышей B10.D2, C57BL/6 и BALB/c 
в ответ на один и тот же стимул разви-
вают разные типы иммунного ответа:  
B10.D2 и C57BL/6 склонны развивать Th1-
зависимый клеточный ответ, связанный с 
высоким уровнем ИФ-γ, низким ИЛ-4, в 
то время как BALB/c – Th2-зависимый с 
высокой продукцией ИЛ-4 и низкой се-
крецией ИФ-γ [8, 9, 14]. Нам было инте-
ресно, возможно ли вызвать системную 
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анафилаксию у мышей линии C57BL/6, а 
также сравнить степень тяжести анафи-
лактического шока у животных линий 
C57BL/6 и BALB/c (табл. 1). У почти поло-
вины (40%) однократно иммунизирован-
ных мышей линии C57BL/6, в отличие от 
BALB/c, анафилактическая реакция не 
выявлялась. У 63% двукратно сенсибили-
зированных мышей линии C57BL/6 реак-
ция была 1 степени, в то время как поч-
ти у всех (96%) мышей линии BALB/c эта 
степень наблюдалась. Также значитель-
но слабее реагировали мыши C57BL/6 
на разрешающее введение антигена при 
двукратной схеме иммунизации с двух-
недельным интервалом – только 8,7% из 
них погибли (по сравнению с 56,8% жи-
вотных BALB/c). Также вдвое меньше 
погибли мышей линии C57BL/6, имму-
низированных трижды – 41,2%, в то вре-
мя как почти все мыши линии BALB/c 
при данной схеме иммунизации поги-
бали. Таким образом, можно заключить, 
что системную анафилаксию можно вы-
звать у мышей линии C57BL/6, имеющих 
склонность развивать Th1-зависимый 
иммунный ответ, однако для достижения 
степени тяжести, аналогичной наблюда-
емой у линии мышей BALB/c, требуется 
большее количество сенсибилизирую-
щих инъекций овальбумина. Как и для 
мышей линии BALB/c, оптимальным ре-
жимом иммунизации для мышей линии 
C57BL/6 является двухнедельный интер-
вал между повторными введениями ан-
тигена (овальбумина).

Как было сказано выше, развитие ана-
филаксии связано с Th2-типом поляри-
зации иммунного ответа, для которого 
характерно снижение уровня цитокинов 
Th1-профиля (прежде всего, ИФ-γ) и уве-
личение выработки Т-лимфоцитами ци-
токинов Th2-типа (ИЛ-4), а также гипер-
продукция иммуноглобулинов класса Е. 

Однократная иммунизация мышей ли-
нии BALB/c вызывала значительное уве-
личение концентрации иммуноглобули-
нов класса Е в сыворотке крови (табл. 4), 
при этом продукция ИФ-γ и ИЛ-2 не из-
менялась (табл. 2). Двукратная имму-
низация вызывала снижение выработ-
ки Т-лимфоцитами данных цитокинов, 
при этом концентрация иммуноглобу-
линов класса Е в сыворотке крови еще 
больше повышалась. При трехкратной 
иммунизации происходило значитель-
ное подавление продукции лимфоци-
тами цитокинов Th1-профиля (ИФ-γ и 
ИЛ-2) и повышение выработки основ-
ного Th2-цитокина – ИЛ-4 (табл. 3). Эти 
данные свидетельствуют о том, что при 
введении мышам линии BALB/c оваль-
бумина по выбранной нами схеме баланс  
Th1/Th2 сдвигается в сторону Th2 с раз-
витием поляризации Th2-типа.

Известно, что парентеральное введе-
ние мышам лошадиной сыворотки при-
водит к анафилаксии [1]. Мы оценили 
признаки Th2-зависимого иммунного 
ответа (по продукции ИФ-γ и ИЛ-2) при 
иммунизации мышей линии BALB/c ло-
шадиной сывороткой по схеме, рекомен-
дованной вышеуказанными авторами. 
Как и в случае с овальбумином, одно-
кратное введение лошадиной сыворот-
ки не вызывало изменений продукции 
цитокинов Th1-профиля (табл. 5). Пя-
тикратная иммунизация с интервалом  
4 дня приводила к значительному сниже-
нию уровня продукции данных цитоки-
нов, по выраженности снижения сопо-
ставимого с трехкратной иммунизацией 
овальбумином. Снижение продукции 
ИФ-γ и ИЛ-2 лимфоцитами селезенок 
при многократном введении лошадиной 
сыворотки следует рассматривать как 
свидетельство активации иммунной си-
стемы, происходящей по второму типу 
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поляризации (Th2), для которого харак-
терно понижение продукции этих цито-
кинов [20].

Подтверждением того, что при мно-
гократных инъекциях лошадиной сы-
воротки развивается Th2-зависимый 
иммунный ответ, служат и данные ана-
филактического шока, наблюдавшегося 
после внутривенного введения лошади-
ной сыворотки иммунизированным жи-
вотным (табл. 6). Количество погибших 
в результате анафилактического шока 
мышей колебалось от 17% до 100% в за-
висимости от серии эксперимента. Доля 
погибших животных при использовании 
для их иммунизации овальбумина так-
же колебалась в разных сериях, но диа-
пазон все же был гораздо уже, чем при 
иммунизации мышей лошадиной сыво-
роткой. Поскольку все представленные 
серии проведены в аналогичное время 
года с использованием генетически кон-
тролируемых животных, то единствен-
ной причиной такого значительного раз-
броса данных является качество самого 
антигена (лошадиной сыворотки), ис-
пользованного для индукции системной 
анафилаксии. Экспериментаторы, име-
ющие дело с сывороткой, полученной 
из крови животных, и использующие ее 
для содержания клеточных культур, зна-
ют, что каждая партия сыворотки (при-
чем любого производителя) может силь-
но отличаться от предыдущей. Поэтому 
каждую партию тестируют на клеточных 
культурах.

Следует заметить, что пятикратная 
иммунизация лошадиной сывороткой и 
двукратная овальбумином вызывают в 
среднем гибель половины животных от 
анафилактического шока. Хорошо из-
вестно, что стресс лабораторных живот-
ных, вызванный экспериментальными 
манипуляциями, может в значительной 

мере влиять на результаты эксперимен-
та. Поэтому задачей экспериментатора 
является снижение до минимума стрес-
сорных влияний. С такой точки зрения 
двукратные инъекции предпочтитель-
ней пятикратных. Приведенные нами 
данные показывают, что иммунологиче-
ские характеристики системной анафи-
лаксии, вызванной лошадиной сыворот-
кой или овальбумином, свидетельствуют 
об аналогичном типе поляризации. При 
этом воспроизводимость результатов в 
случае овальбумина несравнимо выше, 
чем при использовании лошадиной сы-
воротки.

Выводы

1. Двукратная и трехкратная имму-
низация овальбумином мышей линии 
BALB/c с интервалом 2 недели между 
инъекциями позволяет получить модель 
системной анафилаксии с выраженным 
сдвигом баланса цитокинов Th1/Th2 в 
сторону Th2 и гиперпродукцией имму-
ноглобулинов класса Е.

2. Использование лошадиной сыво-
ротки для моделирования системной 
анафилаксии на мышах линии BALB/c 
вызывает развитие Th2-зависимого им-
мунного ответа, однако воспроизводи-
мость результатов анафилактического 
шока значительно уступает модели, ис-
пользующей овальбумин в качестве ан-
тигена.

3. Индукция системной анафилаксии 
с использованием мышей линии BALB/c 
и овальбумина является добротной, адек-
ватной и экономичной биологической 
моделью для исследования аллергиче-
ских (иммуноглобулин-Е-зависимых) за-
болеваний.
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The aim of the research was to substantiate a possibility and to demonstrate an advantage of an 
anaphylaxis model using mice BALb/c and ovalbumin as antigen. Study had been carried out with mice 
BALb/c for comparison mice C57BL/6. Various procedures and plans of immunization by ovalbumin had 
been used; also, extent of anaphylactic shock weight had been evaluated in dependence of mice strains and 
immunization procedure. Th1/Th2 cytokine production by spleen-derived T cells and immunoglobulin E 
content in serum blood had been measured. It had been shown, that repeatability data of anaphylactic shock 
induced by a horse serum were lower than ones induced by ovalbumin. Authors concluded, that model of 
anaphylaxis in mice BALb/c induced by ovalbumin is a good, adequate and economical biological model for 
an investigation of allergic immunoglobulin E-dependent diseases. 

Key words: anaphylaxis; Th1 and Th2 cytokines; immunoglobulin E.
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Цитотоксическое действие биорага и аммиачной 
селитры на лабораторных мышей

Р. А. Гахокидзе, А. Г. Пирцхелани, Н. А. Пирцхелани, 
Н. Богверадзе, Г. Д. Капанадзе

Тбилисский Государственный Университет, Тбилиси, Грузия
Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Москва

На лабораторных мышах изучено мутагенное и цитотоксическое действие биоактивных веществ 
– биорага и аммиачной селитры. Пероральное введение животным аммиачной селитры (доза 1/2, 

1/5, 
ЛД50) вызывает достоверное повышение (р<0,001) количества структурных аберраций хромосом, ге-
номных мутаций патологических митозов и нарушение интерфазных ядер. Биораг характеризуется 
выраженным антимутагенным и антицитотоксическим действием. Цитогенетический анализ клеток 
мышей, получающих кукурузу, выращенную на почве обработанной биорагом и аммиачной селитрой, 
показали, что цитогенетические нарушения не отличаются от контроля.

Ключевые слова: биораг, аммиачная селитра, митоз, хромосомы, мыши.

Деятельность человечества вызвала из-
менение природных ландшафтов: загряз-
нение рек, морей, океанов, атмосферы и 
почвы [2]. Быстрое развитие химической 
промышленности способствовало образо-
ванию огромного количества химических 
соединений, которые ранее в природе не 
встречались. Большинство этих веществ 
вызывают повреждение генетического ап-
парата живых организмов и в особенно-
сти человека, с чем впоследствии связано 
образование не только наследственных 
болезней, врожденных аномалий и злока-
чественных образований, но и болезней 
сердечно-сосудистой, нервной, пищевари-
тельной систем и др. [1].

Исходя из вышесказанного, представ-
ляется необходимым проведение ряда 
мероприятий, направленных против не-
гативного воздействия повреждающих 
агентов с целью защиты генетическо-
го аппарата и здоровья человека. Среди 
них можно выделить следующие. 

1. Выявление и изъятие из использо-
вания вредных веществ или их замену 
неопасными аналогами. 

2. Определение безопасных доз хими-
ческих препаратов. 

3. Выявление и использование эффек-
тивных антимутагенов, которые макси-
мально уменьшат повреждение генети-
ческого аппарата [3]. 

МуТАГЕНЕз
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Целью настоящего исследования яви-
лось изучение хромосомных аномалий 
и патологических митозов при воздей-
ствии аммиачной селитры отдельно и на 
фоне биоактивных веществ – биорага.

Материалы и методы

Работа выполнена на взрослых нели-
нейных белых мышах. Из химических 
соединений было использовано азотное 
удобрение – аммиачная селитра. В каче-
стве антимутагена было использовано 
биоактивное соединение – биораг. Ис-
следования были проведены на 40 белых 
мышах весом 20–25 г в 5 сериях. 

I серия – цитогенетическое изучение 
действия аммиачной селитры при одно-
кратном пероральном введении живот-
ным в дозе 175 мг/кг (1/2 ЛД50) и 70 мг/кг 
(1/5 ЛД50).

II серия – цитогенетическое исследо-
вание клеток костного мозга мышей при 
предварительном введении биорага (в 
течение пяти дней) с последующим од-
нократным (на 6-й день) введением ам-
миачной селитры в дозе 175 мг/кг.

III серия – цитогенетическое исследо-
вание клеток костного мозга мышей при 
предварительном введении биорага (в 
течение пяти дней) с последующим од-
нократным (на 6-й день) введением ам-
миачной селитры в дозе 70 мг/кг.

IV серия – цитогенетическое исследо-
вание животных, вскормленных кукуру-
зой, выращенной на почве, обработан-
ной биорагом и аммиачной селитрой.

V серия – контроль.
Хромосомные препараты из костного 

мозга животных готовились по методу 
Форда и Воллама [8]. Изучение нарушен-
ных интерфазных ядер проводилось по 
модифицированному методу А. Пирцхе-
лани [5]. Токсичность вещества опреде-
лялась по методу И. Саноцкого [6].

Все цифровые данные обработаны 
методом вариационной статистики Фи-
шера, t-критерий определяли по таблице 
Стьюдента.

Результаты и обсуждение

Результаты исследования показали, 
что аммиачная селитра характеризуется 
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выраженным мутагенным действием. В 
частности, число аномальных метафаз и 
патологических митозов при применен-
ной дозе препарата 1/2 от ЛД50 увеличива-
ется до 30,2% (в контроле 3,5%). Наиболее 
часто наблюдаются патологические мито-
зы, из которых характерными являются 
полые метафазы, К-метафазы и слипа-
ние хромосом. Из структурных наруше-
ний хромосом наблюдаются одиночные 
и парные фрагменты и лизис хромосом, а 
из геномных мутаций характерными яв-
ляются триплоидние клетки (табл. 1).

Анализ полученного нами материала 
также показал, что аммиачная селитра 
вызывает нарастание нарушения интер-
фазных ядер, при которых плотнокон-
денсированный хроматин располагается 
в виде кольца по периферии клетки, а се-
редина остается пустой [5].

При воздействии на животных бо-
лее малыми концентрациями амми-
ачной селитры (1/5 ЛД50) был выражен 
«доза-эффект». При использовании ам-
миачной селитры 1/5 от ЛД50, цитогене-
тический эффект по сравнению с более 
высокой концентрацией (1/2 от ЛД50) ча-
стично уменьшается и составляет 5,73% 
для структурных нарушений хромосом 
и геномных мутаций и 15,3% – для пато-
логических митозов.

Известно, что генетический аппа-
рат клетки, который подвергается тяже-
лым нарушениям (фрагментация, лизис 
хромосом, К-метафаза, полая метафаза, 
полая интерфаза), в дальнейшем эли-
минируется [4], то есть имеет место ци-
тотоксическое действие, что является 
показателем как мутагенного, так и об-
щетоксического действия.

Как показали результаты исследования, 
введение биорага до внесения минераль-
ных удобрений в 3 раза снижает цитоге-
нетический эффект, вызваный аммиачной 
селитрой, так как число аномальных мета-
фаз и патологических митозов при изоли-
рованном воздействии аммиачной селитры 
повышается до 30,12%, а в случае предвари-
тельного введения в организме биорага эти 
показатели снижались до 11,6% (p<0,001). 
Данные, полученные нами, совпадают с дан-
ными других авторов, которые изучили ан-
тимутагенное действие разных витаминов и 
других биоактивных веществ [7, 9, 10, 11].

В последней серии исследования про-
вели цитогенетический анализ клеток 
мышей, которых кормили кукурузой, 
выращенной на почве, обработанной 
биорагом и аммиачной селитрой. Уста-
новлено, что в этом случае цитогенети-
ческие нарушения не отличаются от кон-
троля (табл. 2). 
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Выводы
1. Аммиачная селитра характеризу-

ется мутагенным и цитотоксическим 
действием. Пероральное введение жи-
вотным аммиачной селитры (доза 1/2, 

1/5 
ЛД50) вызывает достоверное повышение 
(p<0,001) количества структурных нару-
шений хромосом (одиночные и парные 
фрагменты, лизис хромосом) и геном-
ных мутаций (анеуплоидия, триплои-
дия), патологических митозов (полая 
метафаза, К-метафаза, слипание хро-
мосом) и нарушение интерфазных ядер 
(полое ядро).

2. Биораг обладает выраженным анти-
мутагенным и антицитотоксическим дей-
ствием и в среднем в три раза уменьшает 
количество цитогенетических наруше-
ний, вызываемых аммиачной селитрой.

3. Анализ клеток мышей, вскормлен-
ных кукурузой, выращенной на почве, 
обработанной биорагом и аммиачной 
селитрой, показал, что в этом случае ци-
тогенетические нарушения не отличают-
ся от контроля.

Работа выполнена при финансовой 
поддержке Государственного научного 
гранта № GNSF/STO 6/8-065 (Грузия).
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The present study investigates antimutagenic and anticytotoxic effects of biorag in laboratory mice. 
Mutation in mice was indused by ammonium nitrate, wich is characterizes by the mutagenic and cytotoxic 
effect. The ten-day administration of ammonium nitrate (1/2, 

1/5 LD50 dose) per or to animals induces strong 
increase (p<0,001) of frequency of chromosomal aberrations (deletions, multiple fragments, lyses) genomic 
mutations (triploidy, tetraploidy), pathological mitosis (hollow metaphase, K-mitosis, chromosomal adhesion) 
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and destruction of interphase nucleuses (hollow nucleus). Experiments showed that biorag exerted highly 
effective antimutagenic and anticytotoxic actions. Biorag decreased the incidence of the mutagenic and cytotxic 
effects of the ammonium nitrate about 3 times. Analysis of the cells of mice, eatening corn grown on ground 
fertilized with ammonium nitrate and biorag showed that in this case cytogenetic disorders are the same as in 
control group. 

Key words: biorag, ammonium nitrate, mitosis, chromosome, mouses.
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Исследование эффективности и безопасности биологической активной добавки, содержащей 
индол-3-карбинол, в составе стандартной терапии в лечении и преодолении рецидивирования эпи-
дермальных проявлений папилломавирусной инфекции показало, что БАД с И-3-К достоверно умень-
шает прогрессирование и появление новых элементов аногенитального кондиломатоза, а также спо-
собствует более быстрой элиминации вируса папилломы человека (ВПЧ).

Ключевые слова: индол-3-карбинол, эпидермальная папилломавирусная инфекция, вирус папил-
ломы человека, интерферон.

Последние годы папилломавирусная 
инфекция (ПВИ) находится под при-
стальным вниманием врачей многих 
специальностей. Это обусловлено не 
только порой непредсказуемым течени-
ем ПВИ, но и проблемами, связанными 
с проведением  эффективного и надеж-
ного лечения этой патологии. Другой 
важный вопрос для врачей и пациентов 
– это угроза развития онкозаболеваний, 
связанных с вирусом папилломы чело-
века (ВПЧ). Выбор тактики ведения: на-
блюдение или активная терапия, оценка 
эффективности проводимого лечения, 
возможность рецидивов, угроза онко-
генности по-прежнему остаются важны-

ми вопросами для врачей,  сталкиваю-
щихся с лечением ПВИ [4, 5, 6, 8]. 

В большинстве случаев эпидермаль-
ные проявления ПВИ не вызывают он-
когенной настороженности, но могут  
доставлять пациентам массу неудобств. 
Особенно остро стоит проблема преодо-
ления рецидивирования папилломатоза.  
Клинические проявления эпидермаль-
ной ПВИ чрезвычайно многообразны. 
На сегодняшний день наибольшей по-
пулярностью пользуется классификация  
на основании внешнего вида и локализа-
ции бородавок. Эта таксономия выделя-
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ет четыре различных группы. Наиболее 
распространены 4 из них. 

1. Вульгарные бородавки  («verruca 
vulgaris»), которые составляют 70% от все-
го количества ПВИ, преимущественные 
места локализации – руки, хотя они могут 
появляться на любых частях тела, вклю-
чая слизистые оболочки. 

2. Плантарные бородавки («verruca 
plantaris») также широко распространены. 
Подошвенные бородавки локализуются на 
пятках и плюсневой области, т.е. местах, 
подвергающихся наибольшему давлению. 
По мере роста они подвергаются постоян-
ному воздействию давления при ходьбе, 
что приводит к росту бородавок внутрь 
(эндофитному росту) в отличие от экзо-
фитного роста генитальных бородавок. 

3. Плоские бородавки («verruca plana») 
наиболее часто обнаруживаются на лице, 
шее и конечностях, они не выступают над 
поверхностью кожи и варьируют по раз-
мерам, обычно от 2 до 5 мм в диаметре, 
различаются по цвету: от телесного до  
красного и коричневого. 

4. Генитальные бородавки («condyloma 
acuminata»), на долю которых приходит-
ся наименьший процент от общего коли-
чества ПВИ. Остроконечные кондиломы 
чаще всего появляются в аногенитальной 
области, но могут быть локализованы и в 
других местах. Размер колеблется от со-
всем маленьких до достаточно объем-
ных. Наиболее редко встре-
чающиеся бовеноидный 
папуллез и болезнь Боуэна 
проявляются видимыми по-
ражениями кожи, связанны-
ми с онкогенными типами 
ВПЧ. Гигантская кондилома 
Бушке–Левенштайна – очень 
редкий вариант ПВИ, кото-
рый характеризуется агрес-
сивным ростом вглубь в 

подлежащие структуры дермы, редко 
озлокачествляется. ВПЧ является эпите-
лиотропным и обнаруживается в кожном 
покрове, слизистой оболочке рта, трахее, 
конъюнктиве, пищеводе, бронхах, пря-
мой кишке, влагалище, шейке матки. Ин-
кубационный период ПВИ составляет от 
3–4 месяцев до 3 лет [18]. При отсутствии 
терапии существуют три варианта разви-
тия событий: очаги ВПЧ-инфекции могут 
разрешаться самостоятельно, оставаться 
без изменений или прогрессировать. При 
этом всегда нужно принимать во внима-
ние возможность персистенции вируса 
при отсутствии каких-либо клинических 
проявлений (рис. 1).

В литературе имеются сведения о том, 
что внедрение ВПЧ-инфекции происхо-
дит на уровне незрелых клеток эпителия 
кожи и слизистых оболочек (базальный 
слой). В результате запускается выражен-
ная клеточная пролиферация, но без про-
дукции вирусных частиц. На месте вне-
дрения вируса образуется разрастание 
клеток эпителия в виде разнообразных по 
форме и величине бородавок, папиллом, 
кондилом. Сам вирус в глубоких слоях не 
размножается, его интенсивное размно-
жение происходит в поверхностных сло-
ях — в чешуйчатых клетках, которые по 
мере оттеснения к поверхности перестают 
делиться и становятся более пригодными 
для размножения вируса. Для различных 
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Рис.2. Проявления ПВИ в зависимости от типа 
ВПЧ

типов ВПЧ характерна определенная тка-
не- и видоспецифичность (рис. 2) [1].

ВПЧ обоснованно считается при-
чиной кожных и генитальных боро-
давок, и лишь относительно недавно 
были обнаружены онкогенные свойства 
папиллома-вирусов. Широкое внедрение 
молекулярно-биологических методов 
(например, полимеразной цепной реак-
ции) сделало возможным скрининг, вы-
явление групп риска, в частности рака 
шейки матки, и позволило осуществлять 
контроль эффективности лечения. Типы 
ВПЧ с высоким онкогенным потенциа-
лом могут вызывать плоскоклеточный 
рак промежности, вульвы, шейки матки, 
полового члена, заднепроходного кана-
ла, кожи. Особенно опасны эти типы па-
пиллом для женщин – по данным иссле-

дований, ВПЧ высокоонкогенного риска 
значительно повышает опасность разви-
тия рака шейки матки. Однако наличие 
ВПЧ «необходимо», но не «достаточно» 
для развития этого онкозаболевания [6]. 
Считается, что факторами, способными 
привести к любым клиническим прояв-
лениям ПВИ, являются: снижение имму-
нитета, длительное использование гор-



59                          Biomedicine N 1, 2010

Новые клинико-фармакологические подходы к лечению эпидермальных проявлений папилломавирусной инфекции 

мональных противозачаточных средств, 
наличие других урогенитальных ин-
фекций, таких как хламидии, а именно 
Chlamydia trachomatis, вирус простого 
герпеса 2-го типа, авитаминоз, в частно-
сти дефицит витамина А, генетическая 
предрасположенность, контакт с партне-
ром, имевшим контакты с женщиной, 
болеющей раком шейки матки или ано-
генитальными кондиломами, курение, 
алкоголь, беременность, эндометриоз. 
стресс, большие хирургические вмеша-
тельства. Такие факторы, как высокая 
сексуальная активность (раннее нача-
ло половой жизни, большое количество 
партнеров, частые половые контакты) 
приводят скорее к повышению вероят-
ности  инфицирования, чем  относятся к 
истинным факторам риска. Риск появле-
ния злокачественных новообразований 
вызывают остроконечные кондиломы 
на шейке матки у женщин или на голов-
ке полового члена у мужчин. Кондило-
мы, локализованные в остальных местах 
(в том числе и в области половых орга-
нов), редко представляют онкогенную 
опасность и вызывают по большей части 
косметические неудобства, чувство тре-
воги, снижают самооценку.

Для выявления ВПЧ и определения 
его типа обычно используют метод ПЦР 
– классическую ДНК-диагностику виру-
са папилломы. Это необходимо для того, 
чтобы определить риск онкогенности 
ВПЧ в каждом конкретном случае.  По-
ложительный результат анализа при от-
сутствии проявлений заболевания не 
означает необходимость проведения ле-
чения или профилактики развития ви-
руса, в данном случае возможна и на-
блюдательная тактика [9, 19].

Современные методы терапии ПВИ де-
лятся в основном на две группы: деструк-
тивная терапия, направленная на удаление 
измененной ткани, и терапия иммуноло-

гическими препаратами. Цель деструк-
тивного лечения – удаление пролифе-
ративной ткани, однако на элиминацию 
ВПЧ эти методы не влияют. К иммуно-
логическим методам лечения ПВИ, отно-
сится терапия такими препаратами, как 
интерферон-виферон, кипферон, реафе-
рон, роферон-А, интрон А, реальдирон, а 
также иммуномодуляторами, среди кото-
рых наибольшей популярностью в нашей 
стране пользуются полудан, амиксин, им-
мунал, циклоферон, иммуномакс, полиок-
сидоний [2, 8, 9, 10]. Представляет интерес 
местное использование имиквимода, кото-
рый является индуктором цитокинов. На-
конец, имеются  препараты для местного 
применения – кремы, гели, спреи, которые 
повышают иммунитет и снижают концен-
трацию вируса в тканях местно. В связи с 
этим традиционно вместе с деструкцией 
используют противовирусные препараты: 
интерфероны и иммуномодуляторы. Од-
нако ни один из указанных способов лече-
ния не может быть признан панацеей, так 
как частота рецидивов, являющаяся глав-
ным показателем любого способа лечения, 
остается достаточно высокой. Эффектив-
ность применяемых методов варьирует от 
50% до 94%, а частота рецидивирования 
составляет в среднем 25–30% в течение 
трех месяцев после лечения [6, 9]. Извест-
но, что рецидивы ПВИ чаще всего связа-
ны с реактивацией инфекции, а не с ре-
инфекцией. 

Таким образом, на сегодняшний день 
по-прежнему остается открытым вопрос 
о повышении эффективности лечения 
ПВИ, особенно в случаях высокоонко-
генных типов ВПЧ, и преодоление реци-
дивирования. Во многих странах сегодня 
для профилактики и лечения ПВИ ис-
пользуется пищевой индол-3-карбинол. 
В нашей стране имеются  различные 
фармакологические средства, содержа-



Н. Г. Бердникова, Д. А. Фартух, В. Н. Иванова, В. Г. Сорокин

60Биомедицина № 1, 2010                         

щие индол-3-карбинол, который облада-
ет целым спектром уникальных способ-
ностей.

1.  Индуцирует активность изофермента 
1А1 цитохрома Р450, смещая метаболизм  
эстрадиола в пользу 2-гидроксиэстрона 
(2-ОНЕ1), препятствуя образованию кан-
церогенного 16α-гидроксиэстрона (16α-
ОНЕ1), способного поддерживать проли-
ферацию [4, 5, 11, 12, 14]. 

2. Блокирует онкобелки Е6 и Е7, пре-
пятствуя дальнейшей пролиферации 
инфицированных ВПЧ клеток, а также 
делая их доступными для действия эн-
догенного и экзогенного интерферона 
[4, 5, 12]. 

3. Индуцирует апоптоз вирус-инфи-
цированных клеток [2, 3, 4, 8]. 

В зарубежной и отечественной лите-
ратуре имеются многочисленные и не-
сколько противоречивые сообщения об 
эффективности лечения ПВИ при при-
соединении индол-3-карбинола [3, 7, 13, 
15, 16, 17, 20].

Целью нашего исследования было из-
учение эффективности, безопасности и 
противорецидивной активности отече-
ственного БАД с индол-3-карбинолом 
при лечении ПВИ в дерматовенерологи-
ческой и урологической практике.

Дизайн исследования

К исследованию были привлечены 
врачи-дерматологи и урологи. 

В исследование включались пациен-
ты, имеющие остроконечные кондиломы, 
вульгарные, плоские и/или подошвенные 
бородавки (впервые выявленные и/или 
рецидивирующие) любой локализации, 
независимо от результатов ПЦР-теста 
на ВПЧ. 

Цель исследования: сравнить эффек-
тивность и безопасность БАД с индол-3-
карбинолом (не менее 300 мг в сутки) в 

комбинации с препаратами интерферо-
на и/или иммуностимуляторами и стан-
дартной терапии препаратами интер-
ферона и/или иммуностимуляторами. 
Выбор препаратов интерферона и/или 
иммуностимуляторов проводился на 
усмотрение врачей-исследователей. При 
необходимости проводилась антибакте-
риальная  (АБ) и/или противогерпетиче-
ская терапии (ацикловир).

Исследование было открытым пи-
лотным рандомизированным и прово-
дилось независимыми исследователями, 
не имеющими возможности делиться 
опытом использования БАД с индол-
3-карбинолом друг с другом, что, несо-
мненно, повысило качество исследова-
ния. 

Несмотря на общие цель и критерии 
включения, исследование было подраз-
делено на 2 блока.

В блок I были включены 20 пациен-
тов (19 мужчин и 1 женщина) с диагно-
зом остроконечные кондиломы аноге-
нитальной области, возраст пациентов 
составил 41,4±5,12 лет. У всех пациентов 
исключались эпидермальные проявле-
ния ПВИ любой другой локализации. 

В блок II были включены 36 пациентов 
(15 мужчин и 21 женщина) с диагнозом 
вульгарные, плоские и/или подошвен-
ные бородавки, возраст 26,6±3,5 лет, ПВИ 
аногенитальной области исключались.

Обработка результатов проводилась 
с помощью непараметрических методов 
статистики (Mann–Whitney test).

Исследование продолжалось 6 меся-
цев и включало 3 визита: визит 1 – исход, 
на котором в зависимости от тактики ле-
чения проводилось распределение паци-
ентов на группы; визит 2 – через 3 месяца; 
визит 3 – через 6 месяцев. На усмотрение 
врача-исследователя проводились про-
межуточные визиты для дополнительной 



61                          Biomedicine N 1, 2010

Новые клинико-фармакологические подходы к лечению эпидермальных проявлений папилломавирусной инфекции 

оценки и возможной коррекции прово-
димого лечения. Для пациентов II блока 
проводился телефонный контакт каждые 
2 недели в течение 2-х месяцев от начала 
лечения. Обязательным в исследовании 
были: сбор анамнеза; на каждом визите 
– осмотр, ПЦР-исследование (соскоб/ма-
зок из уретры или шейки матки в случае 
кондилом аногенитальной области), уре-
троскопия, кольпоскопия, выявление со-
путствующей бактериальной флоры, де-
структивные или хирургические методы 
лечения, проводившиеся на разных визи-
тах на усмотрение врача-исследователя. 
При выявлении сопутствующей бактери-
альной инфекции, передающейся поло-
вым путем (ИППП), или вируса простого 
герпеса пациентам назначались антибак-
териальные препараты или ацикловир. 

Характеристики исследования блока I 
у пациентов с проявлениями 
ПВИ аногенитальной области

Материалы и методы исследования 

У пациентов этого блока распределе-
ние на группы в зависимости от исполь-
зуемых схем лечения происходило сле-
дующим образом:

1 группа – группа «БАД с индол-3-
карбинолом» – 12 пациентов (мужчины) 
с кондиломами аногенитальной обла-
сти, шесть из них имели сопутствующие 
ИППП, двое были носителями ПВИ. 

2 группа – группа «Стандартная те-
рапия» – 8 пациентов (7 мужчин, 1 жен-
щина) с кондиломами аногенитальной 
области, у троих обнаружены сопут-
ствующие ИППП. В группе «Стандарт-
ная терапия» врачи отдавали предпочте-
ние следующим препаратам: валтрекс, 
циклоферон, гепон, аллокин-альфа, им-
муномакс, изоприназин. Пути введения 
– пероральный, внутримышечный, вну-

тривенный, вагинальный, инстилляции 
или орошения. Препараты были назна-
чены в рекомендуемых для лечения ПВИ 
дозах и схемах.  

Всем пациентам на визите 1 прово-
дилась деструкция кондилом, с даль-
нейшим повтором в случаях необходи-
мости. Методы для удаления кондилом 
были следующие: хирургическая экс-
цизия, химическая деструкция трихло-
руксусной кислотой, цитотоксическая 
деструкция (солкодерм). Выбор метода 
зависел от размера, количества, характе-
ра роста и типа кондиломатозных высы-
паний. Была проведена уретроскопия и 
кольпоскопия для исключения  пораже-
ний слизистой. 

Результаты исследования

При анализе анамнеза выяснилось, 
что продолжительность заболевания 
составляет 1,53±0,4 года; все пациенты 
отмечали рост и/или подсыпание но-
вых элементов в период от 4-х месяцев 
до 2-х недель перед включением в ис-
следование. 25% пациентов ранее обра-
щались по поводу кондилом (1 пациент 
получал иммуностимуляторы, 1 – фито-
препараты, 3 пациентам была проведена 
деструкция). На визите 1 у 19 пациентов 
были выявлены остроконечные конди-
ломы аногенитальной области, у одного 
пациента отмечались высыпания еще и 
в подмышечных впадинах. Количество 
и локализация были весьма разнообраз-
ными: от единичных мелких высыпаний 
до множественных крупных кондилом. 
У всех пациентов на визите 1 выявлены 
при проведении ПЦР-анализа (соскоб/
мазок из уретры или шейки матки) сле-
дующие типы ВПЧ – 6, 11, 16, 18, 31 и 33. 
При этом у 70% пациентов были выяв-
лены ВПЧ 16, 18, 31 типов, один паци-
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ент являлся носителем ВПЧ 6 типа. Ра-
нее никому из пациентов ПЦР-анализ на 
ВПЧ не проводился.

Через две недели для контроля эф-
фективности был проведен промежуточ-
ный визит, на котором у 37,5% больных 
из 2-й группы обнаружилось подсыпа-
ние новых элементов, что потребовало 
деструктивного вмешательства. Через 3 
месяца у других 25% пациентов из вто-
рой группы отмечалось подсыпание но-
вых элементов, потребовавшее повтор-
ных деструктивных методов лечения. 
Таким образом, у 62,5% из группы «Стан-
дартная терапия» отмечалось в разные 
сроки (на протяжении 4-х месяцев) под-
сыпание новых элементов несмотря на 
активно проводимую терапию, что по-
требовало повторного проведения де-
струкции другим способом. Рецидивов у 
этих пациентов не было. 

В 1 группе 83,3% пациентов получа-
ли БАД с индол-3-карбинолом в качестве 
единственного средства и 16,6% – в ком-
бинации с препаратами интерферона или 
иммуномодулятором. В этой группе к по-
вторным деструктивным методам при-
шлось прибегнуть через 3 месяца только 
одному пациенту, что было связано не с 
появлением новых элементов, а с невоз-
можностью удаления поражений за один 
прием. Ни рецидивов, ни подсыпания но-
вых элементов у пациентов 1 группы за-
регистрировано не было. 

При оценке динамики ПЦР-
исследования на ВПЧ ситуация выгля-
дела по-разному. Так, в 1 группе через  
3 месяца лечения ВПЧ определялся лишь 
у 33% пациентов, в отличие от пациен-
тов 2 группы, продемонстрировавших 
100% положительный ПЦР-анализ на 
ВПЧ. Через 3 месяца ни у одного из па-
циентов 1 группы ВПЧ в соскобах/маз-
ках не обнаруживался, а 50% пациентов 
второй группы продемонстрировали со-
храняющуюся ВПЧ-инфекцию (табл. 2). 
Следует отметить, что через 3 месяца в 
первой группе было выявлено ВПЧ толь-
ко 16 типа, других типов ВПЧ обнаруже-
но не было.

66,7% пациентов 1 группы закончили 
прием БАД уже через 3 месяца, и толь-
ко 33,3% пациентов (2 пациента прини-
мали индол-3-карбинол, 2 – иммуномо-
дуляторы) понадобилось продолжить 
лечение до 6 месяцев, что было связа-
но не с рецидивами или подсыпания-
ми новых папилломатозных элементов, 
а с сохраняющимися положительны-
ми ПЦР-анализами. Лечение пациентов  
2 группы растянулось до 6 месяцев, при 
этом врачи-исследователи вынуждены 
были менять схемы и количество ис-
пользуемых препаратов на каждом ви-
зите. Однако несмотря на это, у 50% 
пациентов не удалось добиться эли-
минации ВПЧ, подтвержденной ПЦР-
исследованием (табл. 2). В дальнейшем 
эти пациенты были отслежены уже вне 
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рамок проводимого исследования и вы-
яснилось, что отрицательный резуль-
тат ПЦР-анализа на определение ВПЧ-
инфекции был достигнут в период от 2 
до 4-х месяцев после окончания исследо-
вания без лечения у двух больных, одна-
ко еще у двух  ПЦР-анализ оставался по-
ложительным.

Таким образом, можно считать, что 
индол-3-карбинол предотвращает ре-
цидивы, прогрессирование и появление 
новых элементов кондиломатоза, а так-
же способствует более быстрой и эф-
фективной элиминации ВПЧ, подтверж-
денной ПЦР-исследованием.

При оценке переносимости лечения 
были отмечены гриппоподобные явле-
ния при использовании препаратов ин-
терферона у 2 пациентов. У пациентов, 
получающих БАД с индол-3-карбинолом, 
нежелательных явлений выявлено не 
было. При опросе пациентов об удоб-
стве приема препаратов выяснилось, что 
практически все тяготились необходи-
мостью использовать лекарства паренте-
рально, особенно в случаях назначения 
повторных курсов препаратов, а также 
необходимостью проведения повторных 
деструкций, что явно снижало качество 
жизни пациентов и их социальную ак-
тивность. Все пациенты отдавали пред-

почтение пероральному приему препа-
рата. 

Характеристики исследования блока II 
у пациентов с вульгарными, плоскими 
и/или подошвеныыми бородавками

Материалы и методы

Все пациенты блока II были разделе-
ны на 3 группы, каждая группа состояла 
из 12 пациентов. Проведены следующие 
виды лечения.

1 группа – БАД с индол-3-карбинолом, 
не менее 300 мг в сутки. 

2 группа – БАД с индол-3-карбинолом, 
не менее 300 мг в сутки + циклоферон 
(линимент местно 35,2±1,2 дня) + реа-
ферон п/к в крупные очаги, общая доза  
1 млн (курс 12–14 дней).

3 группа – циклоферон (линимент 
местно 36,5 ± 0,9 дня) + реаферон 1 млн 
п/к в крупные очаги (курс 12–14 дней).

Результаты исследования

При осмотре на визите 1 у 84% паци-
ентов были выявлены вульгарные и/или 
плоские бородавки с преимуществен-
ным поражением кистей и пальцев рук, 
из всех пациентов поражение стоп на-
блюдалось у шести человек, из них двое 
имели только плоские подошвенные бо-
родавки без заинтересованности кистей 
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(рис. 3). Большинство пациентов беспо-
коили эстетические проблемы, у восьми 
пациентов (22,2%) (шесть пациентов с 
бородавками стоп и два пациента с меж-
пальцевыми поражениями) наличие бо-
родавок сопровождалось субъективной 
симптоматикой, преимущественно бо-
лью. Ранее проводилась криодеструкция 
бородавок с помощью лазера 16,6% па-
циентам, и повторное обращение связа-
но с рецидивами. В 22,2% наблюдениях 
имелись анамнестические указания на 
подсыпание новых элементов за послед-
ние 1,5–3 месяца перед включением в ис-
следование; 66,6% пациентов обратились 
впервые. Общая продолжительность за-
болевания составила 17,7±1,8 месяцев.

При анализе эффективности прово-
димого лечения были получены следую-
щие результаты. 1 группа: через 2 неде-
ли клиническая картина оставалась без 
изменений, два пациента на визит не 
пришли. На этом визите клинически зна-
чимых изменений нет, однако ни у одно-
го пациента не зарегистрировано но-

вых элементов или увеличения размеров 
уже существующих поражений кожи. 
На промежуточном визите (через 2 не-
дели от начала приема БАД с индол-3-
карбинолом) всем пациентам этой груп-
пы проведена криодеструкция. К визиту 
2 рецидивов и появления новых элемен-
тов не выявлено, однако у четырех боль-
ных оставались единичные бородавки, 
размер которых не увеличился. Таким 
образом, не отмечено влияния БАД с 
индол-3-карбинолом на уже существую-
щие бородавки, однако и возникновение 
новых элементов не было выявлено.

Во второй группе пациентов уже че-
рез 2 недели оставались розовые застой-
ные пятна в местах наибольшего пора-
жения, отмечалось полное исчезновение 
мелких элементов; резкий регресс при 
наиболее выраженных поражениях от-
метили у 33,3% пациентов, из них по-
ловине (16,6%) была проведена криоде-
струкция. Не пришли через 2 недели в 
связи с полным исчезновением борода-
вок 25% пациентов. Через 3 месяца ни-
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кто из пациентов жалоб на поражения 
кожи не предъявлял, однако у одного па-
циента остались единичные высыпания, 
а у одного – застойное бледно-розовое 
пятно. Через 6 месяцев рецидивов или 
новых элементов не выявлено (рис. 2). 

В 3 группе через 2 недели у 50% па-
циентов сохранялись выраженные пят-
на сине-багрового цвета, корочки и 
остаточные высыпания, которые разре-
шились лишь к 46,3±6,3 дню, к визиту  
3 бородавки у них полностью исчезли, у 
одного пациента осталось розовое пят-
но. Через 6 месяцев рецидивов или под-
сыпания новых элементов не наблюда-
лось (рис. 4, иллюстрации 1, 2, 3).

При телефонном контакте с паци-
ентами, проводившемся раз в 2 недели, 
выяснилось, что при комбинированном 
использовании  (БАД   с индол-3-карбино-
лом +циклоферон+реаферон) срок разре-
шения папилломатозных очагов составил 
1–1,2 месяца в отличие от пациентов, в ле-
чении которых использовалась комбина-
ция (циклоферон+реаферон). У них сро-
ки разрешения составили 2,5–3 месяца 

Оценка эффективности и удобства 
лечения самими пациентами была такой 
же, как и у пациентов блока I.

Таким образом, было показано, что 
комбинация (БАД с индол-3-карбинолом 
+реаферон+циклоферон) более эффек-
тивна, чем терапия реафероном и цикло-
фероном. Комбинация (БАД с индол-3-
карбинолом+реаферон+циклоферон) 
достоверно сокращает сроки разре-
шения ВПЧ-инфекции кожи (почти в  
2,5 раза) по сравнению с терапией реафе-
роном в комбинации с циклофероном. 
Назначение БАД с индол-3-карбинолом 
в качестве единственного средства при 
папиллома-вирусной инфекции кожи 
не привело к выраженным клинически 
значимым улучшениям, однако через 

6 месяцев ни у одного из пациентов не 
отметилось рецидива заболевания. Ком-
бинированное лечение (БАД с индол-3-
карбинолом+реаферон+циклоферон) 
сокращает частоту проведения крио-
деструкции. Нежелательных явлений 
при применении как интерферонов и 
их индукторов, так и БАД с индол-3-
карбинолом выявлено не было.

Обсуждение результатов

Несмотря на то, что в исследовании 
участвовали пациенты с различными про-
явлениями папилломатоза, идея исследо-
вания  была общей – оценить влияние 
БАД с индол-3-карбинолом на течение 
различных вариантов ПВИ, определить 
его эффективность и безопасность, а так-
же оценить его противорецидивное вли-
яние. В исследованиях блока I и II пока-
зано, что сроки разрешения проявлений 
ПВИ достоверно сокращаются при при-
соединении БАД с индол-3-карбинолом. 
Мы намеренно не стали объединять всех 
пациентов в одну группу по причине раз-
личной тактики лечения папилломатоза, 
которую выбрали врачи-исследователи. 

Было отмечено, что после проведения 
деструкции кондилом с дальнейшим ис-
пользованием индол-3-карбинола в ка-
честве единственного средства не отме-
чалось появления новых элементов на 
протяжении 10 месяцев, что, разуме-
ется, не потребовало повторного про-
ведения деструкции. Также было от-
мечено, что при ПЦР-исследовании у 
пациентов, получавших БАД с индол-
3-карбинолом, ВПЧ не обнаруживался 
в сроки достоверно гораздо более ран-
ние по сравнению с лечением без БАД 
с индол-3-карбинолом, где в 50% случа-
ев добиться отрицательных результатов 
ПЦР-анализа не удалось. 
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Насколько же существует необходи-
мость в элиминации ВПЧ? 

При выявлении высокоонкоген-
ных типов ВПЧ при проведении ПЦР-
анализа пациенту придется регулярно 
проходить подобные обследования, воз-
можны рецидивы болезни, а также су-
ществует риск заражения партнеров. 
Подобная ситуация вызывает психоло-
гический дискомфорт у больных (регу-
лярные визиты к врачу, страх онкозабо-
левания, опасность заразить партнера). 
Несмотря на то, что аногенитальные 
кондиломы и результаты ПЦР на ВПЧ в 
мазках, вероятно, имеют различные суб-
типы ВПЧ, БАД с индол-3-карбинолом 
продемонстрировал сравнимую эффек-
тивность в обоих случаях. Не исключе-
но, что разные субтипы ВПЧ по-разному 
поддаются лечению.

На фоне проведения стандартной им-
мунотерапии было отмечено возникно-
вение новых элементов, потребовавших 
деструкции. Частая смена препаратов 
интерферона и иммуномодуляторов на 
протяжении исследования, к сожале-
нию, не гарантировала от появления но-
вых высыпаний и элиминации ВПЧ по 
результатам ПЦР, при этом необходи-
мость в парентеральном использовании 
препаратов и повторные деструктивные 
мероприятия были обременительны для 
больных.

Несколько другие результаты были 
получены при лечении вульгарных, пло-
ских и подошвенных бородавок. Ис-
пользование БАД с индол-3-карбинолом 
в качестве единственного препарата не 
повлияло на эти проявления ПВИ, хотя 
не отмечено и появления новых элемен-
тов на протяжении 6 месяцев наблюде-
ния, в связи с чем всем пациентам этой 
группы была проведена криодеструк-
ция. При комбинированном использо-

вании индол-3-карбинола с препаратами 
интерферона отмечено более быстрое 
исчезновение папилломатозных прояв-
лений по сравнению с использованием 
препаратов интерферона без индол-3-
карбинола. При использовании препара-
тов интерферона отмечено значительно 
более медленное исчезновение папил-
ломатозных проявлений по сравнению 
с лечением комбинацией препаратов 
интерферона вместе с БАД с индол-3-
карбинолом, к тому же этим пациентам 
реже проводилась криодеструкция.

Что касается исследования противоре-
цидивной активности, то после окончания 
исследования пациенты находились под 
наблюдением еще от 3 до 5 месяцев. За это 
время были эпизоды рецидива у 3-х паци-
ентов. Это были случаи, когда пациенты не 
использовали БАД с индол-3-карбинолом: 
1 случай  – появления новых элементов,  
2 случая – обнаружения ВПЧ при ПЦР-
исследовании. По мнению одного из ис-
следователей, обнаружение ВПЧ в мазках 
из мочеиспускательного тракта у одного 
из этих пациентов было не рецидивом, а 
повторным заражением, так как сопрово-
ждалось выявлением ИППП, ранее не вы-
являемых. 

Учитывая специфические клиниче-
ские проявления ПВИ, следует считать, 
что субтипы ВПЧ, их вызвавшие, обла-
дали низким онкогенным потенциалом. 
Обнаружение высокоонкогенных суб-
типов было подтверждено только ПЦР-
исследованием без клинических прояв-
лений. В данном аспекте одним из путей 
реализации эффектов индол-3-карбинола 
следует считать его способность индуци-
ровать апоптоз и препятствовать размно-
жению вирусов. Другие механизмы, та-
кие как блокирование онкобелков Е6 и Е7 
и смещение метаболизма эстрадиола, не 
имели клинического значения в связи с 
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отсутствием точки приложения для реа-
лизации этих эффектов.

Авторы делают вывод, что комбина-
ция индол-3-карбинола с иммунными 
препаратами является наиболее предпо-
чтительной и эффективной, чем исполь-
зование препаратов интерферона с имму-
номодуляторами. Присоединение БАД с 
индол-3-карбинолом к иммунным препа-
ратам следует рекомендовать после про-
ведения деструкции папилломатозных 
очагов независимо от способа ее прове-
дения. Исследователям не удалось отдать 
предпочтение в эффективном преиму-
ществе того или иного иммунного пре-
парата, назначенного вместе с индол-3-
карбинолом. БАД с индол-3-карбинолом 
может быть использован в качестве един-
ственного средства, если у пациента име-
ются указания на выявление ВПЧ при 
ПЦР при отсутствии каких-либо других 
проявлений папилломатоза. 

Несмотря на яркие положительные 
стороны этого исследования, подтвержда-

ющие эффективность индол-3-карбинола, 
был отмечен и ряд недостатков, таких как:  
небольшое количество пациентов в груп-
пах, короткий период наблюдения (5– 
10 месяцев), отсутствие исследования им-
мунного статуса пациентов.

Выводы

БАД с индол-3-карбинолом может 
быть рекомендован в комплексе с им-
мунными препаратами при лечении 
остроконечных кондилом, вульгар-
ных, плоских, подошвенных бородавок 
после проведения деструктивных ме-
роприятий. Локальное введение  пре-
паратов интерферона в очаги пораже-
ния совместно с пероральным приемом 
индол-3-карбинола позволяет избежать 
деструктивных мероприятий. Исполь-
зование БАД с индол-3-карбинолом в 
качестве единственного средства воз-
можно при обнаружении ВПЧ при про-
ведении ПЦР-исследования без клини-
ческих проявлений ПВИ.
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Оценка клинической эффективности рабепразола 
в зависимости от индивидуального типа рецепции 
париетальных клеток при различных кислотозависимых 
заболеваниях желудка и двенадцатиперстной кишки

А. К. Стародубцев, С. П. Федоров, С. Ю. Сереброва, 
С. Н. Кондратенко, Г. А. Белякова 

Институт клинической фармакологии ФГУ «НЦ ЭСМП» Росздравнадзора, Москва

Влияние 20 мг рабепразола на желудочную кислотопродукцию изучено у 40 больных с гиперацид-
ным гастритом (12 женщин и 28 мужчин; 33,3±6,7 лет) и у 20 больных, перенесших резекцию желудка 
и нуждающихся в антисекреторной терапии (15 мужчин и 5 женщин; 51,6±5,4 лет). Назначение рани-
тидина (или фамотидина) в течение недели в стандартной дозе было неэффективным у всех больных. 
6 пациентам с неуточненным типом рецепции в течение недели без эффекта назначался пирензепин. 
После начала применения рабепразола по 20 мг в сутки жалобы исчезли у всех больных через 1–2 дня. Та-
ким образом, рабепразол обладает большим по сравнению с другими ингибиторами протонной помпы 
антисекреторным эффектом, его действие не зависит от индивидуального типа рецепции обкладоч-
ных клеток желудка.

Ключевые слова: рабепразол, ингибиторы протонной помпы, тип рецепции обкладочных клеток 
желудка, рН-метрия, резекция желудка.

Проблема диагностики и лечения кис-
лотозависимых заболеваний пищевода, 
желудка и двенадцатиперстной кишки 
как никогда становится актуальной в на-
стоящее время. К данной группе относят-
ся заболевания, при которых имеется до-
казанная связь с агрессивным влиянием 
эндогенной соляной кислоты. Язвенная 
болезнь, прежде всего при дуоденальной 
локализации, гастроэзофагеальная реф-
люксная болезнь, функциональная дис-
пепсия язвенноподобного типа, симпто-
матические эндокринные язвы (синдром 
Золлингера–Эллисона, язвы при гипер-
паратиреозе) являются кислотозависи-
мыми состояниями, поскольку их объ-
единяет общее патогенетическое звено 
– кислотная агрессия желудочного сока, 
и в основе их лечения лежит антисекре-
торная терапия [2, 9, 11].

В последние десятилетия наблюда-
лось появление и бурное развитие новых 
методов фармакологической блокады 
внутрижелудочной кислотопродукции. 
Благодаря клиническим исследовани-
ям установлено, что между заживлени-
ем язвы и способностью лекарственных 
препаратов подавлять кислотность су-
ществует прямая зависимость. Поэтому 
при заболеваниях, в патогенезе которых 
повышение желудочной секреции со-
ляной кислоты является пусковым ме-
ханизмом повреждения слизистой обо-
лочки, управление кислотопродукцией 
является важной задачей лекарственной 
терапии. Заживление язвы детермини-
ровано не только продолжительностью 
назначения того или иного антисекре-
торного средства, но и его способно-
стью удерживать интрагастральный рН 
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выше 3 в течение заданного времени. 
Язва двенадцатиперстной кишки зажи-
вет за 4 недели в 100% (!) случаев, если 
поддерживать интрагастральный рН 
выше 3 на протяжении 18–20 часов в те-
чение суток. Язва желудка характери-
зуется более медленным заживлением, 
чем дуоденальная, поэтому применение 
антисекреторных препаратов должно 
быть более продолжительным. Предпо-
лагается, что мы вправе ожидать рубце-
вания язвы желудка в 100% случаев, если 
интрагастральный рН поддерживается 
выше 3 на протяжении 18 часов в сутки 
в течение около 8 недель [8, 10].

Многолетние исследования возмож-
ностей фармакологического воздействия 
на секрецию соляной кислоты привели 
к эволюции лекарственных средств, ре-
зультатом чего стало повышение их эф-
фективности, селективности, а следова-
тельно, и безопасности.

Длительное время задачу снижения 
внутрижелудочной гиперацидности вы-
полняли М-холинолитики и Н2-блокаторы 
гистаминовых рецепторов [13].

Холинолитики снижают кислотную 
продукцию, тормозят освобождение га-
стрина, уменьшают выработку пепси-
на, пролонгируют эффект антацидных 
средств, усиливают буферные свойства 
пищи, уменьшают двигательную актив-
ность желудка и 12-перстной кишки. В 
то же время применение при лечении 
язвенной болезни таких препаратов, как 
атропин, платифиллин и метацин, яв-
ляется ограниченным из-за системно-
сти их холиноблокирующего действия 
и, как следствие этого, высокой часто-
ты нежелательных реакций. Атропин и 
атропиноподобные препараты противо-
показаны при глаукоме, аденоме пред-
стательной железы, сердечной недоста-
точности. Их прием нежелателен при 

недостаточности кардии и гастроэзофа-
геальных рефлюксах, которые часто со-
путствуют язвенной болезни, поскольку 
в таких случаях может усиливаться об-
ратный заброс кислого желудочного со-
держимого из желудка в пищевод. Кроме 
того, в последние годы было установле-
но, что противоязвенная активность 
традиционных (неселективных) холино-
литиков является недостаточной и не-
продолжительной [1, 7, 20].

Итак «краеугольный камень» лечения 
всех кислотозависимых заболеваний – 
кислотоснижающая терапия современ-
ными антисекреторными препаратами. 
Достаточно долгое время (около 20 лет) 
с середины 70-х годов золотым стандар-
том лечения кислотозависимых заболе-
ваний по праву считались Н2-блокаторы 
гистаминовых рецепторов, за синтез ко-
торых Г. Дэйлу в 1988 году была присуж-
дена Нобелевская премия. В свое время 
это привело к революционному проры-
ву в лечении. Однако в настоящее время 
они ушли на второй план. К основным 
факторам, ограничивающим клиниче-
ское применение Н2-блокаторов гиста-
миновых рецепторов в настоящее время 
относят недостаточный и непродолжи-
тельный антисекреторный эффект, тор-
можение в основном базальной и ноч-
ной секреции, резистентность к лечению 
у 5–20% популяции, быстрое развитие 
толерантности и утрату антисекретор-
ного эффекта, достаточно высокий уро-
вень побочных эффектов при длитель-
ном применении [15, 16, 17].

Представители названных групп пре-
паратов, воздействуя на соответствую-
щие рецепторы, делают недоступным 
только один из путей передачи сигнала 
ферменту, транспортирующему ионы 
водорода в просвет желудка, что пре-
допределяет возможность функциони-
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рования иных, «запасных», механизмов 
стимуляции кислотообразования [3, 4]. 
Этим можно объяснить не только слу-
чаи неэффективности применения бло-
каторов того или иного типа рецепторов, 
но отчасти и сохранение у ряда пациен-
тов высокой интенсивности внутриже-
лудочной кислотопродукции после ре-
зекции желудка и различных вариантов 
ваготомии. 

Была выдвинута идея об индиви-
дуальном типе рецепции обкладочных 
клеток желудка, согласно которой чув-
ствительность одного из видов рецеп-
торов обычно преобладает над другими, 
определяя ведущий механизм стимули-
рования кислотопродукции у каждого 
пациента. Доказана возможность изме-
нения типа рецепции в течение года у 
одного и того же индивидуума [3, 4, 12]. 
Таким образом, назначение блокаторов 
того или иного типа рецепторов должно 
быть обоснованным предварительным 
проведением фармакологических проб 
с этими препаратами. Необходимость 
применения медикаментозных тестов 
подтверждается и другими исследовате-
лями [5].

С появлением ингибиторов протон-
ной помпы («proton pump inhibitors», 
PPIs) данная проблема потеряла акту-
альность, так как мишенью этих лекар-
ственных средств является последнее, 
единое, интегральное при любом спосо-
бе стимулирования кислотопродукции, 
звено в цепи рецептор – метаболизм 
– генерация Н+ – проход через ионный 
канал в просвет желудка. Прототипом 
данного класса является дериват бен-
зимидазола – омепразол, который был 
синтезирован в 1979 г., а применяться 
стал с 1988 года. Ингибиторы протонной 
помпы обладают выраженным угнетаю-
щим действием на базальную, ночную, 

стимулированную секрецию [14, 18, 20, 
21], у пациентов раньше исчезают жа-
лобы, быстрее протекают репаративные 
процессы на слизистой оболочке, число 
осложненных форм существенно умень-
шается [22]. Высокая безопасность пред-
ставителей данной фармакологической 
группы связана с их способностью ак-
тивироваться только в средах с низкими 
цифрами рН, в основном в секреторных 
канальцах париетальных клеток [6, 23]. 

Среди препаратов рассматриваемой 
фармакологической группы наиболь-
ший интерес представляет рабепразол. 
На примере рабепразола – наиболее со-
временного препарата-представителя 
самой эффективной группы антисекре-
торных средств мы хотели продемон-
стрировать блестящие возможности 
применения ингибиторов Н+/К+-АТФ-
азы в случаях, когда использование бло-
каторов того или иного типа рецепторов 
нерезультативно из-за игнорирования 
необходимости предварительного те-
стирования чувствительности к ним со-
ответствующих рецепторов, а также в 
ситуациях, когда выбор препарата огра-
ничивается хирургическим устранением 
одного из механизмов стимуляции кис-
лотообразования в желудке. 

Цель и задачи исследования: срав-
нительное изучение антисекреторной 
активности и клинической эффектив-
ности рабепразола у пациентов с гипе-
рацидным гастритом при различных 
вариантах преобладающей чувствитель-
ности рецепторов слизистой оболочки 
и у больных язвенной болезнью двенад-
цатиперстной кишки с сохраняющейся 
после резекции желудка или ваготомии 
высокой интенсивностью кислотообра-
зования.
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Материалы и методы

Определение антисекреторной актив-
ности рабепразола у больных с гастри-
том, протекающим на фоне повышенной 
внутрижелудочной кислотопродукции и 
с различным индивидуальным преобла-
дающим типом рецепции обкладочных 
клеток слизистой оболочки желудка, 
проводилось с помощью внутрижелу-
дочной телерадио-рН-метрии на фоне 
однократного приема 20 мг рабепразо-
ла. Исследование проведено у 40 боль-
ных (12 женщин и 28 мужчин в возрасте 
33,3±6,7 лет) с выявленным при эндоско-
пическом (эндоскопические признаки 
гастрита даны в соответствии с номен-
клатурой OMED) и гистологическом ис-
следовании гастритом. Дополнительным 
условием проведения изучения типа ре-
цепции обкладочных клеток желудка и 
продолжительности антисекреторного 
эффекта рабепразола была высокая ин-
тенсивность кислотопродукции, выявля-
емая при внутрижелудочной рН-метрии 
(40 человек из 67 обследованных). Опре-
деление индивидуального типа рецеп-
ции обкладочных клеток слизистой обо-
лочки желудка проводилась по методике 
Е. В. Селиной [6], основанной на изуче-
нии динамики рН при последовательном 
применении Н2-гистаминоблокаторов и 
М-холиноблокаторов. Применялись ме-
дикаментозные тесты для четкой диффе-
ренциации работы основных рецепторов 
обкладочных клеток слизистой оболоч-
ки желудка, определяющих образование 
соляной кислоты – М-холинергических 
и Н2-гистаминергических.

Пристеночный рН в желудке и 
ИТРОКЖ определялся с помощью 
телерадио-рН-метра фирмы «Телефун-
кен», (Германия) с использованием ради-
окапсулы «Heidelberger», Сименс-Элема, 

(Швеция). Больному натощак предла-
галось проглотить, запивая 30 мл воды, 
откалиброванную радиокапсулу, фик-
сированную на нити, свернутой пред-
варительно в комочек и помещенной в 
полость рта вместе с капсулой. Длина 
нити равна измеренной при ЭГДС дли-
не пищевода пациента + 5 см. Уровень 
пристеночного рН в базальных услови-
ях записывается в течение 15 минут. Ин-
тенсивность базального кислотообразо-
вания определялась как:

высокая – рН ≤ 2,0 (гиперацидность);
средняя – рН 2,0–3,0 (нормацид-

ность);
низкая – рН 3,0–6,0 (гипоацидность);
анацидность – рН 6,0–7,0;
ахилия – рН больше 7,0.
Далее больным вводился ранитидин 

– 150 мг. Через 2 часа измерялся уро-
вень рН. Если за это время уровень рН 
повышался самостоятельно или при 
использовании стандартного содово-
го теста (сода нейтрализует адсорби-
рованные на слизистой оболочке ионы 
водорода) и в дальнейшем длительно 
(более 30 минут) не снижался даже при 
дополнительном стимулировании кис-
лотопродукции (мясной бульон), то та-
кой тип рецепции соответствовал Н2-
гистаминергическому индивидуальному 
типу рецепции обкладочных клеток же-
лудка. В случае если не происходило ста-
бильного повышения пристеночного рН 
больше 3,0, и значения рН после прове-
дения содового теста в течение несколь-
ких минут возвращались к исходному 
уровню, это говорило о том, что у боль-
ного негистаминергический тип рецеп-
ции. 

На следующий день телерадио-рН-
метрия повторялась на фоне приема  
50 мг пирензепина. Уровень рН измерял-
ся через 3 часа после приема препарата. 
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Если в течение этого времени рН повы-
шался самостоятельно или при использо-
вании содового теста и в дальнейшем дли-
тельно (более 30 минут) не снижался даже 
при дополнительном стимулировании 
кислотообразования, то такой тип рецеп-
ции соответствовал М-холинергическому 
индивидуальному типу рецепции обкла-
дочных клеток желудка. 

В тех же случаях, когда на фоне те-
стов с Н2-гистаминоблокаторами и 
М-холиноблокаторами не происходило 
стабильного повышения уровня при-
стеночного рН больше 3,0, то такой тип 
рецепции расценивался как вариант ре-
цепции неуточненного характера в свя-
зи с тем, что мы пока не имеем возмож-
ности с помощью фармакологических 
проб тестировать все виды рецепторов, 
находящихся на мембране обкладочных 
клеток (в частности, гастриновые рецеп-
торы). Таким образом, варианты индиви-
дуального типа рецепции обкладочных 
клеток желудка:

Н2-гистаминергический тип,
М-холинергический тип,
Неуточненный тип.
Через 2 дня внутрижелудочная рН-

метрия повторялась. Определялся ба-
зальный уровень рН, затем пациент при-
нимал 1 таблетку (20 мг) рабепразола. 
Измерения рН проводились через каж-
дые 0,5 ч в течение 12 часов. Во время ис-
следования все пациенты дважды при-
нимали пищу не раньше 4 и не позднее 

8 часов после приема препарата (через 
1 час после достижения максимального 
рН). Через 24 часа оценивали базальный 
уровень рН24 и стимулированный (мяс-
ной бульон) рНстимулир.24. 

Аналогичное исследование (суточ-
ная внутрижелудочная рН-метрия 
без фармакологического тестирова-
ния блокаторами Н2-гистаминовых и 
М-холинергических рецепторов) прово-
дилось у пациентов с гастродуоденитом 
на фоне приема стандартных доз оме-
празола и лансопразола. Характеристика 
этих групп представлена в таблице 1.

Определение клинической эффектив-
ности рабепразола у больных, нуждаю-
щихся в антисекреторной терапии, пе-
ренесших резекцию желудка, проведено 
у 20 больных (15 мужчин и 5 женщин в 
возрасте 51,6±5,4). Сроки после перене-
сенной операции составили 5,7±3,5 лет. 

Показанием к исследованию были 
жалобы больных, характерные для со-
стояния гиперацидности. У всех боль-
ных при ЭГДС выявлен подтвержден-
ный морфологически диагноз гастрит 
культи желудка и высокая интенсив-
ность внутрижелудочной кислотопро-
дукции в базальных условиях. Выпол-
нялась внутрижелудочная рН-метрия 
с определением индивидуального типа 
рецепции обкладочных клеток желуд-
ка по вышеописанной методике. В по-
следующем для обоснования важности 
проведения фармакологических проб с 
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блокаторами Н2-гистаминергических и 
М-холинергических рецепторов до нача-
ла их курсового приема больным с преоб-
ладающим Н2-гистаминергическим или 
М-холинергическим типом рецепции 
в течение недели в I случае назначался 
пирензепин по 50 мг 2 раза в сутки, а во 
II случае – ранитидин по 150 мг 2 раза 
в сутки (или фамотидин 40 мг в сутки) 
соответственно. Затем всем пациентам 
назначался рабепразол по 20 мг в сутки. 
Больным с неуточненным преобладаю-
щим типом рецепции назначались ра-
нитидин по 150 мг (или фамотидин 40 мг в 
сутки) в течение недели, затем пирензе-
пин по 50 мг 2 раза в сутки также в те-
чение недели. В последующем больные 
принимали рабепразол по 20 мг в сутки. 

Эффективность терапии оценивалась 
через неделю от начала приема всех пе-
речисленных препаратов по динамике 
жалоб и изменению самочувствия, ко-
торое больной оценивал по 10-балльной 
визуально-аналоговой шкале по оконча-
нии 1-недельного курса терапии каждым 
из перечисленных препаратов.

Результаты исследования

Определение антисекреторной ак-
тивности рабепразола у больных с га-
стритом, протекающим с повышени-
ем внутрижелудочной 
кислотопродукции. 

Результаты изучения 
индивидуального типа 
рецепции обкладочных 
клеток слизистой оболоч-
ки желудка у включенных 
в исследование лиц пред-
ставлены на рис. 1.

Таким образом, преоб-
ладание чувствительно-
сти Н2-гистаминовых ре-
цепторов определено у 32 

больных, М-холинорецепторов у 6 боль-
ных, у 2 больных тип рецепции расценен 
как неуточненный.

Результаты 24-часового мониториро-
вания внутрижелудочного рН на фоне 
приема рабепразола 20 мг в сопостав-
лении с аналогичным исследованием у 
больных с гастродуоденитом на фоне одно-
кратного приема омепразола 20 мг и лансо-
празола 30 мг представлены в табл. 2. 

Проводился сравнительный анализ 
латентного периода (время от момента 
приема препарата до повышения вну-
трижелудочного рН > 3,0), максималь-
ного рН и рН (базального и стимули-
рованного) через 24 часа после приема 
препарата. 

В группе пациентов, принявших рабе-
празол 20 мг, оцениваемые показатели (ла-
тентный период, рНmax, pH24ч, рНстимулир.24ч) не 
зависели от преобладающей чувствитель-
ности того или иного вида рецепторов, на-
блюдалось длительное защелачивание вну-
трижелудочного содержимого (повышение 
рН>3), сохранявшееся более 24 часов от мо-
мента приема препарата. Величины рНmax, 
pH24ч, рНстимулир.24ч, характеризующие вы-
раженность и продолжительность анти-
секреторного эффекта рабепразола, были 
достоверно выше, чем на фоне приема стан-
дартных доз омепразола и лансопразола.
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Определение клинической эффектив-
ности рабепразола у больных язвенной 
болезнью двенадцатиперстной кишки, 
нуждающихся в антисекреторной тера-
пии, перенесших резекцию желудка.

При выполнении внутрижелудочной 
рН-метрии из 20 человек ни у одного 
больного, перенесшего резекцию желуд-
ка, не выявлено преобладание актив-
ности Н2-рецепторов. У 14 пациентов 
выявлена преобладающая чувствитель-
ность М-холинорецепторов, у 6 пациен-
тов тип рецепции оце-
нен как неуточненный 
(рис. 2).

Всем 20 пациентам 
назначался ранитидин 
(или фамотидин) в те-
чение недели, однако 
динамики жалоб не на-
блюдалось ни у одно-
го больного. Изменения 
субъективной оценки 
самочувствия представ-
лены на рис. 3. Следует 

отметить, что у 3 пациентов субъектив-
ная оценка самочувствия на фоне при-
менения Н2-гистаминоблокаторов была 
ниже, чем до начала лечения, однако при 
расспросе эти пациенты никаких допол-
нительных жалоб не предъявляли. Это 
могло быть связано с эмоциональной ре-
акцией в связи с неоправдавшимся ожи-
данием улучшения.

Пациентам с неуточненным типом 
рецепции (6 человек) еще в течение 1 не-
дели назначался гастроцепин. Статисти-
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* – гастроцепин назначался только пациентам с неуточненным типом рецепции

Рис. 3. Оценка самочувствия у пациентов, перенесших резекцию желудка

чески значимой динамики оценки само-
чувствия также не наблюдалось.

После начала приема рабепразола 
по 20 мг в сутки жалобы у всех пациен-
тов исчезали через 1–2 дня после нача-
ла применения ингибитора протонной 
помпы. 

Таким образом, у изучаемой кате-
гории пациентов продемонстрирована 
неэффективность Н2-блокаторов. У па-
циентов с неуточненным типом рецеп-
ции неэффективно также применение 
М-холиноблокаторов. Рабепразол ока-
зался высокоэффективным антисекре-
торным средством для лечения больных 
с интенсивной внутрижелудочной кис-
лотопродукцией, перенесших резекцию 
желудка. 

Выводы

1) Рабепразол, назначаемый в стан-
дартной дозе (20 мг), обладает более вы-
раженным и продолжительным антисе-
креторным эффектом, чем стандартные 
дозы омепразола (20 мг) и лансопразола 
(30 мг).

2) Продолжительность и выражен-
ность антисекреторного эффекта рабе-
празола не зависит от индивидуальной 
преобладающей чувствительности того 
или иного типа рецепторов обкладочных 
клеток слизистой оболочки желудка.

3) Рабепразол – высокоэффективный 
препарат для лечения нуждающихся в 
антисекреторной терапии пациентов, 
перенесших резекцию желудка.
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Качественная лабораторная практика (GLP): здания и 
сооружения Научного центра биомедицинских 
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Научный центр биомедицинских технологий РАМН,  Москва

На примере НЦБМТ РАМН рассмотрены требования к помещениям для содержания животных и 
проведения экспериментов на основе требований GLP.

Ключевые слова: качественная лабораторная практика (GLP), здания и сооружения, оборудова-
ние, эксперимент.

НОрМАТИВНыЕ ДОКуМЕНТы

В мае 2002 г. был организован Научный 
центр биомедицинских технологий РАМН 
(Центр) в поселке Светлые горы. Еще в 
1930-х годах в поселке существовал совхоз 
«Светлые горы», который прошел сложный 
путь от конного завода рысистых лошадей 
до питомника лабораторных животных, 
обеспечивающего нужды медицинской на-
уки и здравоохранения. Работа по разведе-
нию и поддержанию племенных ядер лабо-
раторных животных не прекращалась даже 
в годы Великой Отечественной войны. В 
1961 г. на базе питомника была организо-
вана лаборатория экспериментальных жи-
вотных, получившая в 1967 г. статус само-
стоятельного учреждения. Этот год можно 
считать датой создания первой в СССР са-
мостоятельной специализированной ор-
ганизации, занимающейся лабораторным 
животноводством.

В настоящее время фонд животных Цен-
тра насчитывает более 100 линий и стоков 

мышей и крыс, которые внесены в междуна-
родный каталог, популяции морских свинок, 
сирийских хомячков, кроликов, миниатюр-
ных свиней. Все животные сертифицирова-
ны в соответствии с Положением о контроле 
качества лабораторных животных, питом-
ников и экспериментально-биологических 
клиник (вивариев). С филиалами сотруд-
ничают более 100 потребителей лабо-
раторных животных из России и стран 
СНГ. Основными потребителями являют-
ся научно-исследовательские учреждения 
РАМН, РАН, Минздравсоцразвития, Ми-
нистерства обороны РФ, учебные заведе-
ния медико-биологического и сельскохо-
зяйственного профиля.

Для соблюдения требований, предъ-
являемых к качеству животных, и обеспе-
чения условий повторяемости результа-
тов экспериментов, проводимых на них, 
всех животных необходимо выращивать 
с учетом фундаментальных основ GLP.  

Биомедицина • № 1. 2010. C. 78–87                        

Контактная информация: Матвеенко Елена Леонидовна, e-mail: matveyenkoel@mail.ru 



Качественная лабораторная практика (GLP): здания и сооружения Научного центра биомедицинских 
технологий РАМН

79                           Biomedicine N 1, 2010

В частности, в Руководстве по GLP, подго-
товленном Всемирной организацией здра-
воохранения в 2000 г., указаны требования, 
предъявляемые к зданиям и сооружениям, 
в которых содержат животных.

Из фундаментальных основ GLP

ПОМЕЩЕНИЯ ДЛЯ 
СОДЕРЖАНИЯ ЖИВОТНЫХ

Помещения для животных должны быть 
спроектированы таким образом, чтобы ми-
нимизировать воздействие внешних усло-
вий на животных, ограничить их контакт 
друг с другом и предотвратить распростра-
нение болезнетворных организмов. 

Требования к помещениям различают-
ся в зависимости от характера и длительно-
сти исследования. Риски контаминации мо-
гут быть снижены использованием системы 
барьеров, через которую должны проходить 
научный и обслуживающий персонал, корма 
и расходные материалы, предназначенные 
для локального использования. 

Стандартный корпус для содержания 
лабораторных животных должен иметь от-
дельные зоны для:

– содержания животных;
– проведения экспериментов;
– карантина (карантинный бокс);
– раздевалок;
– получения материалов;
– хранения: 1 – подстилки и кормов, 2 – 

тестов, 3 – клеток;
– приспособлений для мытья оборудова-

ния;
– некропсии;
– проведения лабораторных процедур;
– подсобных помещений (моечные, туа-

леты и т.п.);
– утилизации отходов.
Здание и комнаты должны иметь доста-

точные площади для размещения в них жи-
вотных и нормальной экспериментальной 
работы.

В помещениях должен проводиться по-
стоянный контроль за температурой, влаж-
ностью, движением воздуха и освещенно-

стью. Данные показатели нормируются для 
каждого вида животных. 

Поверхность стен, пола и потолка должна 
быть гладкой и удобной для мытья, без вы-
ступов и шероховатостей, в которых могут 
скапливаться грязь, вода и пыль.

Помимо внутренних условий необходи-
мо добиться снижения потенциальной опас-
ности влияния внешних воздействий. Этого 
можно достичь путем:

– сокращения численности персонала, 
имеющего доступ в данное здание;

– ограничения доступа входа к живот-
ным;

– организации работ таким образом, что-
бы перемещение чистых и грязных материа-
лов проводилось в разное время, с последу-
ющим мытьем коридоров, если конструкция 
здания не позволяет разделить их в про-
странстве;

– требований к персоналу выполнять 
различные операции в разной одежде;

– санитарной обработки помещений 
между экспериментами.

В Центре проводится постоянная рабо-
та по обеспечению выполнения этих тре-
бований. Существует система автономно-
го снабжения водой и электроэнергией. 
С 2002 г. капитально отремонтированы и 
реконструированы ряд зданий и сооруже-
ний Центра. Вводятся в строй модули ла-
бораторных животных. Все корпуса снаб-
жены системой пожарной сигнализации и 
средствами пожаротушения. Территория 
ограждена капитальным забором протяжен-
ностью 1228 м, заменено 4270 м инженер-
ных сетей, около 3000 м сетей и систем энер-
гообеспечения, реконструировано 8 зданий 
общей площадью 3024 м2, благоустроено  
2260 м2 территории. В перспективе дальней-
шего развития запланирована реконструк-
ция 5 зданий площадью более 2000 м2, бла-
гоустройство около 3000 м2 территории. 

Каждый вид животных содержат в от-
дельном корпусе. Доступ в корпус для 
разведения и содержания племенных 
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ядер мышей ограничен. Уборка помеще-
ний проводится регулярно. Отходы ути-
лизируются в соответствии с санитарно-
гигиеническими требованиями.

На рис. 1 дан общий вид модуля для со-
держания племенных ядер мышей. Модуль 
оснащен приточно-вытяжной вентиляцией 
и дополнительной системой кондициони-
рования (рис. 1, 2). Освещение помещения 
и сами стеллажи для размещения клеток с 
животными организованы таким образом, 
чтобы клетки освещались равномерно, не-
зависимо от их размещения на стеллаже 
(рис. 3). Каждая клетка снабжена специаль-
ной табличкой, содержащей всю информа-
цию о находящихся в ней животных. Осве-
щение, вентиляция и кондиционирование 
воздуха (температура, влажность) регу-
лируются автоматически. Модуль разде-

лен на зоны, которые включают зону для 
сотрудников (кабинеты сотрудников, бы-
товая комната, раздевалки, туалет, душ), 
«чистую» зону (помещения для содержа-
ния животных, карантин) и «грязную» зону 
(моечная, склад кормов, подстилки, клетки, 
подсобные помещения). Общий вид кори-
дора в модуле для содержания мышей по-
казан на рис. 4. Предварительная обработка 
клеток для содержания животных прово-
дится в специальном помещении (рис. 5).

Из фундаментальных основ GLP

ПОМЕЩЕНИЯ ДЛЯ ЭКСПЕРИМЕНТОВ
Помещения для экспериментов должны 

иметь подходящие для проведения экспе-
риментальной работы проектировку, разме-
ры и дизайн, чтобы возможные ошибки при 
проведении эксперимента были минималь-
ны. 

Данное требование направлено на дости-
жение того, чтобы данные эксперимента будут 
достоверны. Это касается не только строитель-
ства соответствующих корпусов, но в большей 
мере предполагает тщательное планирование 
эксперимента. 

Сведение к минимуму ошибок при про-
ведении эксперимента может быть сделано 
за счет разделения различных аспектов ис-
следования следующим образом.

– Физическое разделение, например разде-
ление стенами, дверями или фильтрами при 
строительстве или реконструкции зданий, 
физическое разделение помещений может 
быть частью проекта. С другой стороны, раз-
деления можно достичь, например, за счет 
использования изоляторов. 

– Организационное разделение, например 
выполнение различных видов деятельности 
в одном и том же помещении, но в разное 
время с последующей уборкой и подготов-
кой следующих операций специальным пер-
соналом, или за счет выделения специальных 
рабочих зон внутри лаборатории (вытяжные 
шкафы, ламинарные боксы).

Проиллюстрировать перечисленные 
принципы можно следующим образом. 
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В Центре в лабораторных корпусах вы-
делены отдельные зоны для выполнения 
различных операций. На рис. 6 показан 
общий вид лабораторного корпуса. Лабо-
раторные корпуса оснащены не только си-
стемой приточно-вытяжной вентиляции, 
но и бактерицидными ультрафиолетовы-
ми облучателями. Планируется приоб-
рести портативные озонаторы для лабо-
раторий, которые позволяют проводить 
качественную и быструю дезинфекцию 
помещений. За последние годы приобре-

тены и введены в строй оборудование и 
аппаратура для научно-исследовательских 
и вспомогательных работ, позволяющие 
проводить НИОКР на современном уров-
не и в соответствии с требованиями GLP 
(рис. 7–10). Эксперименты на животных 
проводятся под контролем ветеринарного 
врача, также создана специальная группа, 
состоящая из высококвалифицированных 
сотрудников, которая следит за биоэтикой 
экспериментальной работы. В лаборатор-
ных корпусах имеются специальные вива-
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рии для содержания животных, участвую-
щих в эксперименте (рис. 11).

Мониторинг здоровья животных про-
водит специально созданная лаборатория 
(рис. 12). В корпусе имеется виварий, в ко-
тором содержатся контрольные животные 
для проведения различных тестов, пока-
зывающих состояние здоровья животных 
коллекционного фонда. В этом же корпусе 
расположена лаборатория клеточных тех-
нологий (рис. 13).

В Центре имеется отдельный экспери-
ментальный корпус с виварием, в котором 
содержат мини-свиней светлогорской по-
пуляции и проводят экспериментальную 
работу. 

В помещениях для содержания мини-
свиней имеется система вентиляции, ги-
дросмыва, освещения и отопления с воз-
можностью регулировки. Карантинное 
помещение имеет отдельный вход. Все бок-
сы имеют таблички с информацией из пле-
менной карточки животных. Родильное от-
деление с четырьмя боксами отгорожено от 
общего помещения (рис. 14). Кормокухня 
и склад кормов расположены в специаль-
но оборудованных помещениях. За корпу-
сом находятся специальные отстойники, 
в которые попадают отходы после уборки 
помещений (гидросмыв). Вывоз отходов 
производится регулярно специальной тех-
никой. 

Корпус также имеет помещения для со-
трудников (бытовые комнаты, раздевалки, 
туалеты, душевые). Специально оборудо-
вана зона для проведения эксперименталь-
ной работы (рис. 15).

Лаборатория гнотобиологии оборудо-
вана специальными боксами. Вход в ла-
бораторию ограничен и осуществляется 
через специальные барьеры (рис. 16). По-
лученных гнотобиотических животных 
(мыши, крысы) помещают в специаль-
ные клетки, имеющие систему для пода-
чи стерильных кормов и воды и снабжен-
ные системой автономного обеспечения 

воздухом. В таких клетках животные мо-
гут транспортироваться в другие корпу-
са для проведения исследований, а также 
в другие города (клетки поддерживают 
SPF-статус животных до 4 часов без под-
ключения к системе).

Из фундаментальных основ GLP

ПОМЕЩЕНИЯ ДЛЯ ХРАНЕНИЯ 
И ВЫДАЧИ ЛЕКАРСТВ

Помещения для хранения и выдачи лекарств 
являются лабораторией, в которой работы про-
водятся в следующем порядке: прием − хранение 
– распределение – взвешивание – смешивание – 
доставка в помещения с животными – утилиза-
ция отходов.

Рис. 6. Общий вид лабораторного корпуса

Рис. 7. Общий вид «чистого коридора» лабо-
раторного корпуса



Качественная лабораторная практика (GLP): здания и сооружения Научного центра биомедицинских 
технологий РАМН

83                          Biomedicine N 1, 2010

Размеры помещений
Лаборатория должна быть достаточной 

по площади для размещения в ней персонала 
и выполнения им работ без риска помешать 
друг другу или нарушить условия приготов-
ления смеси.

Каждый сотрудник должен иметь подхо-
дящее по размерам рабочее место для пра-
вильного выполнения операций. Кроме того, 
должно быть предусмотрено достаточное фи-
зическое разделение рабочих мест для сни-
жения возможности случайного смешения 
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приготовляемых смесей или перекрестной 
контаминации. 

Конструкционные особенности
Лаборатория должна быть построена из 

материалов, которые легко моются и не дают 
возможности аккумуляции тестовых материа-
лов и перекрестной контаминации с другими 
материалами. Должна быть вентиляция, обе-
спечивающая движение воздуха от оператора 
через фильтры, которые защищают персонал и 
предотвращают перекрестную контаминацию. 
Большая часть современных смешанных поме-
щений для выдачи лекарств в настоящее вре-
мя проектируется как система боксов, каждый 
из которых имеет свою независимую систему 
кондиционирования воздуха.

Устройство помещений
Помещение должно иметь отдельные 

зоны для:
– хранения тестов в различных условиях;
– хранения контрольных материалов;
– работы с летучими веществами;
– взвешивания;
– смешивания различных комбинаций 

веществ, например в кормах или суспензии;
– хранения приготовленных смесей;
– приспособлений для уборки;
– офисов и для отдыха;
– раздевалок.

В НЦБМТ РАМН все лекарственные 
средства: ветеринарные препараты и вак-
цины, лекарственные вещества, предна-
значенные для доклинических и других 
исследований, хранятся в индивидуаль-
ных фармацевтических боксах и холодиль-
никах, которые имеют систему защиты от 
свободного доступа.

Подготовка и хранение лекарственных 
средств производится в специально отве-
денной и оборудованной комнате, соответ-
ствующей нормативам, предъявляемым к 
фармацевтическим помещениям.

Оборудование
В наличии должно быть подходящее обо-

рудование, соответствующее поставлен-
ным целям исследования. Все оборудование 
должно быть правильным образом отка-
либровано и позволять точно провести все 
исследования. Должны иметься записи всех 
проведенных ремонтов, стандартных и не-
стандартных настроек оборудования.

Данное требование GLP связано с тем, 
что полученные в результате эксперимента 
данные должны быть достоверны и не долж-
ны содержать ошибок, связанных с непра-
вильно работающим или неисправным обо-
рудованием.

Рис. 16. Лаборатория гнотобиологии
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Соответствие оборудования целям экс-
перимента

Оборудование, используемое в экспери-
менте, должно соответствовать поставлен-
ным целям. В частности, нет необходимости 
взвешивать до десятых долей миллиграмма 
вес крыс, чтобы измерить их еженедельный 
привес, такая точность измерений необходи-
ма для аналитической лаборатории. Адекват-
ность измерений касается и частоты их про-
ведений.

Калибровка оборудования
Периодически должна проводиться про-

верка оборудования на соответствие его 
стандартам. Проверки проводятся как для 
измерительного оборудования (например, 
аналитические или обычные весы), так и для 
оборудования, обеспечивающего условия ра-
боты и содержания животных (кондиционе-
ры, холодильники и т.п.).

Для калибровки измерительного оборудо-
вания необходимо использовать существую-
щие стандарты, например стандарты веса для 
весов. Для аналитического оборудования ис-
пользуют образцы с известной концентрацией 
веществ, для того, чтобы можно было досто-
верно убедиться в правильности получаемых 
результатов и расчетов, выполненных на их 
основе. Другие виды оборудования, такие как 
системы кондиционирования или поддержа-
ния температурного режима в помещениях 
для содержания животных, проверяют пе-
риодически, чтобы избежать нежелательных 
эффектов от неисправного оборудования.

Поддержка и техническое обслужива-
ние оборудования

Требования GLP к поддержке и техниче-
скому обслуживанию оборудования заклю-
чаются в том, что спецификации оборудова-
ния должны соответствовать целям и задачам 
эксперимента, а техническое обслуживание 
оборудования должно сводить к минимуму 
возможность поломки и потерю данных во 
время эксперимента.

Техническое обслуживание оборудования 
проводится двумя различными способами.

– Плановое обслуживание, когда прово-
дится проверка независимо от наличия по-
ломок оборудования, и ремонт, в ситуациях, 
когда калибровка или проверка показали, что 
работа оборудования не соответствует описа-
нию. Плановое обслуживание рекомендуется 
проводить для крупногабаритного оборудо-
вания или для оборудования, не полностью 
соответствующего требованиям или являю-
щегося альтернативным. Плановое обслужи-
вание снижает риск поломок.

– Для компьютеров, электронных анали-
заторов или весов, проверка которых обыч-
ными способами затруднена, оптимальным 
вариантом является регулярное обслужива-
ние и определение соответствия требовани-
ям эксперимента в случаях необходимости. 
Эти виды оборудования могут иметь дубли-
рующие экземпляры или должны ремонтиро-
ваться в случае поломки немедленно службой 
технической поддержки.

Для жизненно важного оборудования не-
обходимо предусмотреть систему поддержки, 
в частности от скачков напряжения в элек-
трической сети. Лаборатория должна иметь 
систему оповещения о возможных сбоях в ра-
боте для поддержки жизнеобеспечения жи-
вотных и сохранения полученных данных. 
Лаборатория, проводящая эксперименты на 
животных, должна как минимум иметь авто-
номную систему питания, так как потери жи-
вотных или потери данных в эксперименте 
могут быть невосполнимы. 

Поэтому требования регулярной провер-
ки оборудования должны соблюдаться не-
укоснительно. Система оповещения может 
помочь в решении этой проблемы, так как 
основная масса поломок, как правило, проис-
ходит в момент, когда персонал лаборатории 
отсутствует.

В лабораториях Центра установлено но-
вое современное оборудование, соответ-
ствующее международным требованиям, 
которое постоянно проходит все необходи-
мое обслуживание, техническую поддерж-
ку и калибровку. Ремонт производится в 
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