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Ультразвук по своим физическим 
свойствам не отличается от восприни-
маемого человеческим ухом слышимо-
го звука. Однако ультразвук является 
высокоэффективным методом исследо-

вания различных веществ и явлений во 
многих областях физики, химии, биоло-
гии и медицины. Квантовая акустика из-
учает взаимодействие упругих волн и их 
квантов (фононы) с электронами, маг-

Впервые обнаружено, что ультразвуковая вокализация в состоянии покоя характерна всем исследо-
ванным нами лабораторным животным (мыши, крысы, хомяки, морские свинки, кролики, мини-свиньи, 
обезьяны), а также человеку. У людей эти феномены УЗВ ярче проявляются при физической и пси-
хоэмоциональной нагрузке. Наиболее адекватными животными, используемыми в качестве биомоде-
лей в экспериментах по оценке функционального состояния методом анализа УЗВ, вероятно, являют-
ся хомяки и крысы. Ультразвук мышей характеризуется преобладанием частот в диапазонах 20-30 кГц 
и 45-60 кГц. Для кроликов, мини-свиней и хомяков характерна ультразвуковая вокализация частотой 
20-25 кГц, в меньшей степени – 35 кГц; также хомяки способны излучать ультразвук частотой прибли-
зительно 55 кГц. Основная частотная составляющая ультразвука макак резусов, крыс и морских свинок 
лежит в диапазоне 30-50 кГц с пиком в области 37-42 кГц. Спектральная плотность мощности ультра-
звука человека при физической нагрузке содержит пики небольшой амплитуды на частотах, приблизи-
тельно равных 20 кГц, 45, 55 кГц; также отмечается плато в диапазоне 60-80 кГц. Доминирование УЗВ 
в диапазоне 20-30 кГц отображает дистрессорное состояние, тогда как 50-55 кГц характеризуют, в за-
висимости от перераспределения характеристик спектральной плотности мощности, комфортное или 
дискомфортное состояние. Эти проявления характерны для всех исследованных нами животных и чело-
века. Общая тенденция спектрограммы УЗВ человека характеризуется плавным гиперболическим сни-
жением мощности сигнала по мере возрастания частоты. Способность человека и животных генериро-
вать ультразвуковые колебания в сопоставимых диапазонах частот позволяет использовать информа-
тивные параметры УЗВ для экстраполяции результатов исследований на лабораторных животных в от-
ношении человека.

Ключевые слова: ультразвуковая вокализация (УЗВ) у мышей, крыс, хомяков, морских свинок, кро-
ликов, мини-свиней, обезьян и человека, УЗВ-коммуникации, спектральная плотность мощности УЗВ, 
вероятность встречаемости УЗ-сигналов, информативные параметры для экстраполяции на человека.

Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Московская область
1 – Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт», Москва

Контактная информация: Каркищенко Николай Николаевич – академик РАРАН,
член-корреспондент РАМН, e-mail: niknik2808@yandex.ru.
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нонами и различными квазичастицами в 
твердых телах и жидкостях. Как и звук 
слышимого для человека диапазона, уль-
тразвук являет собой упругие волны с 
частотами от 15-20 кГц (1,5-2,0 × 104 Гц) 
до 1 ГГц (109 Гц). Ультразвуковые часто-
ты подразделяются на три поддиапазона: 
ультразвук низких частот (1,5 × 104-105 
Гц) – УНЧ, ультразвук средних частот 
(105-107 Гц) – УСЧ и область высоких 
частот ультразвука (107-109 Гц) – УВЧ.

Отражение ультразвуковых сигналов 
от препятствий используется в эхолотах, 
гидролокаторах и других устройствах, 
построенных на основе эффекта Допле-
ра. Наряду с применением в технике, ме-
тоды ультразвуковых исследований ши-
роко используются в биологии и меди-
цине. Физическая природа ультразвука 
включает в себя механические, тепло-
вые и физико-химические явления, ко-
торые, в свою очередь, вызывают разно-
образные и мощные биологические эф-
фекты. При интенсивностях до 1-2 Вт/
см2 ультразвук способен активизировать 
обменные процессы в органах и тканях, 
улучшать кровоснабжение. Более высо-
кие интенсивности могут приводить к 
разрушению белков, глюколипопротеи-
дов, что используется в хирургической 
практике и локальных воздействиях на 
ткани организма.

Диагностическое значение ультра-
звуковых методов широко известно. Оно 
позволяет более тонко и с меньшим по-
вреждением тканей, в сравнении, напри-
мер, с рентгеновским облучением, обе-
спечивать диагностические процедуры 
с высокой разрешающей способностью. 
Наряду с этим, в последние годы начали 
изучать феномены ультразвуковой вока-
лизации (УЗВ, УЗ-сигналы) лаборатор-

ных животных, но почти исключительно 
у мышей и крыс.

Биология ультразвука

Натуралисты прежних столетий опи-
сывали свойства эхолокации летучих 
мышей, не имея реальных данных о при-
роде этого явления. Ладзаро Спаллан-
цани и Шарль Жюрин еще в XVIII веке, 
на основании своих опытов, сделали вы-
вод, что летучие мыши ориентируются 
по слуху. Хайрем Максим в 1912 г. вы-
сказал идею об активной звуковой лока-
ции летучих мышей. В 1938 г. Г.Пирс, 
Д.Гриффин и Р. Галамбос расшифрова-
ли природу этого явления и зарегистри-
ровали залпы ультразвуковых импуль-
сов, позволяющие этим животным опре-
делять расстояние до различных предме-
тов и скорости передвигающихся в воз-
духе насекомых. В дальнейшем было по-
казано, что ультразвук распространя-
ется направленным пучком, и летучая 
мышь сканирует ультразвуковым сона-
ром окружающие ее предметы. 

Было установлено, что отражение 
ультразвуковых волн мало искажается, 
а шумы ветра, голоса других животных, 
техногенные ультразвуковые сигналы 
не влияют на эхолокацию летучих мы-
шей. Характерно, что посылаемые лету-
чими мышами ультразвуковые импуль-
сы, укорачиваются при приближении к 
объекту, что исключает перекрывание 
конца импульса с началом его эха. Весь-
ма важным является тот факт, что лету-
чие мыши чаще всего реагируют на зву-
ки, издаваемые особями того же вида, 
а меньше всего – на звуки, издаваемые 
особями другого вида. Это позволяет го-
ворить о том, что эхолокация у летучих 
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мышей служит не только для ориента-
ции в пространстве, но и в качестве пе-
редачи зоосоциальной информации.

Совершенно уникальным является 
аппарат эхолокации у дельфинов, кото-
рые издают звуки в крайне широком ди-
апазоне – от инфранизких частот до бо-
лее чем 200 кГц, охватывая 12 октав. Ни 
одно из живых существ на нашей пла-
нете не имеет такого диапазона. Как в 
дальнейшем выяснилось, ультразвуко-
вые сигналы используются дельфинами 
не только для эхолокации, но и для ком-
муникации в виде УЗВ. Важным параме-
тром УЗВ является интенсивность или 
громкость звука, которая служит мерой 
энергии звука. Акустическая коммуни-
кация по своим возможностям занима-
ет промежуточное место между оптиче-
ской и химической, но, в отличие от них, 
она может действовать на большом рас-
стоянии или в полной темноте, когда от-
сутствуют зрительные, тактильные и 
обонятельные контакты. Дальность пе-
редачи УЗВ определяется следующими 
факторами: интенсивностью и частотой 
сигнала, акустическими свойствами сре-
ды и порогами слуха животного или че-
ловека, принимающего этот сигнал.

Волны с частотой до 20 Гц ощуща-
ются человеком как вибрации, но не вос-
принимаются как звуки. УЗВ с частотой 
выше 20 кГц недоступна уху человека, 
но воспринимается разными животны-
ми. Имеются данные, что человек все же 
способен воспринимать звуки и более 20 
кГц, а, например, собаки прекрасно раз-
личают звук до 90 кГц. Другие авторы 
указывают, что собаки улавливают зву-
ковые колебания лишь до 44 кГц, кры-
сы – до 72 кГц, летучие мыши – до 115 
кГц, слоны – до 12 кГц [1]. Акустиче-

ская коммуникация широко использует-
ся самыми разными животными, вклю-
чая субприматов и приматов. Часто они 
используют характерный шумовой ри-
туал: барабанят руками по сухим вет-
кам, торчащим корням деревьев, сопро-
вождая эти действия криками, визгом 
и воем. Известно, что у дельфинов ап-
парат УЗВ имеет специальные воздуш-
ные мешки, которые используются ими 
для осуществления ультразвуковой ком-
муникации, поскольку у них отсутству-
ют голосовые связки. Другой механизм, 
но в своей основе имеющий ту же при-
роду, используется гориллами. Шлепки 
полусогнутыми ладонями по предвари-
тельно наполненной воздухом груди яв-
ляются возможным механизмом генера-
ции УЗВ.

УЗВ как инструмент исследования 
лабораторных животных

Первое свидетельство о наличии УЗВ 
у лабораторных крыс и зоосоциально 
изолированных новорожденных мышат 
были описаны в 1954-1956 гг. [23], когда 
впервые были зарегистрированы звуко-
вые сигналы на частотах 23-28 кГц. Ча-
стота и продолжительность УЗВ взрос-
лых крыс имеют три различных вида, 
которые определяются возрастом жи-
вотного, условиями окружающей сре-
ды и эмоциональным состоянием [13]. 
Взрослые крысы и подростки издают два 
основных вида ультразвуков, различаю-
щихся частотой пиковой энергии. Ти-
пичная или низкочастотная вокализация 
(22 кГц) имеет интервал частоты 18-32 
кГц и изменяется по частоте только в 
пределах 1-6 кГц у этих животных [18, 
19]. Звуки издаются в пределах 300-4000 
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мсек и дают шумовое давление 65-85 дБ 
[17, 19]. 

В отличие от взрослых крыс, ново-
рожденные крысята издают ультразву-
ки при отъеме у матери в диапазоне 30-
65 кГц [9, 12]. При этом график запи-
си вокализации имеет U-форму или из-
гиб [9, 10, 12]. Крысята имеют 4 различ-
ных типа УЗВ, 3 из которых содержат 
2 или 3 компоненты, которые делают 
их более сложными, чем простой свист 
[10]. Считается, что УЗВ крысят явля-
ется призывом матери к проявлению за-
боты о потомстве. При этом установле-
но, что крысята, которых матери в мла-
денчестве чаще вылизывали, проявляют 
меньше беспокойства при раздражении. 
Те же крысята, которых матери не вы-
лизывали совсем, чаще всего не выжи-
вали. Таким образом, УЗВ крысят мо-
жет быть использована для измерения 
эмоционального состояния животного, 
в том числе дистресса или страха. Изме-
рение числа писков в течение короткого 
периода времени (5 мин.) также может 
служить мерой дистресса (страха). УЗВ 
животных чувствительна к лекарствам 
с анксиолитическими свойствами. Воз-
можно, они также различаются по дру-
гим классам лекарств [4, 7].

В отличие от крыс мыши редко изда-
ют звуки в неблагоприятных условиях, 
даже тогда, когда их берут в руки, удер-
живают, тянут за хвост, подвергают воз-
действию электрического тока. У мы-
шей УЗВ проявляется в неагрессивных 
ситуациях или при спаривании [8, 13]. В 
отличие от крыс, УЗВ мышей не может 
быть использована для выявления поло-
жительного или отрицательного воздей-
ствия на животное. Функция УЗВ взрос-
лых мышей обеспечивает способство-

вание или сдерживание зоосоциального 
взаимодействия [13].

Новорожденные мышата издают 
УЗВ при изоляции от матери или гнезда. 
УЗВ мышат до конца еще не изучена и 
имеет несколько интерпретаций. Тради-
ционно считается, что УЗВ мышат вы-
звана дистрессом при отъеме у матери. В 
настоящее время выдвинута теория [6], 
что УЗВ мышат – это акустический по-
бочный продукт ларингеального разло-
ма, который является причиной абдоми-
нальной компрессионной реакции, что 
повышает поток крови, возвращаемой в 
сердце. Абдоминальная компрессионная 
реакция появляется в ответ на холод, или 
если мышонок выпал из гнезда или рук 
человека во время эксперимента. Таким 
образом, УЗВ является последователь-
ностью движений, связанных с внешним 
воздействием, и не связана со звуковой 
коммуникацией с матерью [6]. Однако, 
независимо от этого, мать слышит дете-
ныша, и УЗВ мышонка выполняет ком-
муникационные функции [13, 19]. Было 
найдено, что УЗВ мышонка обеспечива-
ет стимул для матери проверить его. При 
этом отклик матери на УЗВ мышон-
ка более быстрый, чем на другие звуки, 
издаваемые другими мышами, а отклик 
кормящей матери на УЗВ мышонка бо-
лее быстрый, чем просто самки мышей, 
имеющей детенышей [6, 13].

Цели, материалы и методы исследо-
ваний

Мелкие грызуны являются наиболее 
распространёнными лабораторными жи-
вотными, используемыми в биомедицин-
ских исследованиях, неврологии и экспе-
риментальной психологии для изучения 
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основных механизмов, определяющих 
эмоциональные и мотивационные функ-
ции. Их исследование обычно опирается 
на изученные поведенческие особенно-
сти. Кроме того, предполагающиеся мо-
тивационные и эмоциональные состоя-
ния, как правило, основываются на фи-
зиологических величинах – таких как ча-
стота сердечных сокращений, выделение 
кортикостерона или активность мозга. 

Помимо этих величин, информатив-
ные данные о животных могут быть полу-
чены путём измерения их вокализации, су-
щественная часть которой представлена в 
ультразвуковом диапазоне. Эта ультразву-
ковая вокализация является поведенчески 
важной, по крайней мере, по двум причи-
нам: во-первых, она может служить мерой 
оценки текущего состояния животных, 
а во-вторых, вероятно, является важной 
коммуникативной особенностью, которая 
должна приниматься во внимание при ана-
лизе различных зоосоциальных аспектов 
(спаривание, кормление, агрессия, защита 
и т.д.) [2, 17].

Цель исследования. Поскольку в до-
ступной нам литературе отсутствуют 
сообщения об установлении ультразву-
ковой вокализации у крупных лабора-
торных животных и человека, то целью 
настоящего исследования явилось изу-
чение возможности регистрации УЗВ 
у различных видов животных (мыши, 
крысы, хомяки, морские свинки, кроли-
ки, мини-свиньи, обезьяны) и человека, а 
также анализ этих колебаний для выде-
ления информативных и экстраполяци-
онных параметров.

Регулирующие стандарты. Иссле-
дования выполняются согласно Прави-
лам лабораторной практики в Россий-
ской Федерации (Национальный стан-

дарт Российской Федерации ГОСТ Р 
53434-2009 «Принципы надлежащей ла-
бораторной практики», Федеральный 
закон от 12.04.2010 N 61-ФЗ «Об обра-
щении лекарственных средств»). Экс-
перименты на животных проводились 
в соответствии с правилами, приняты-
ми Европейской Конвенцией по защите 
позвоночных животных, используемых 
для экспериментальных и иных науч-
ных целей (European Convention for the 
Protection of Vertebrate Animals Used for 
Experimental and other Scientific Purposes 
(ETS 123). Strasbourg, 1986). Исследо-
вания выполнялись согласно утверж-
денному письменному протоколу, в со-
ответствии со Стандартными опера-
ционными процедурами исследования 
(СОП), санитарными правилами по 
устройству, оборудованию и содержа-
нию экспериментально-биологических 
клиник (вивариев), а также с Руковод-
ством по лабораторным животным и 
альтернативным моделям в биомедицин-
ских исследованиях [3]. Протокол экс-
перимента был разработан при участии 
и одобрении биоэтической комиссии 
НЦБМТ РАМН.  

Дизайн и организация исследования 
направлены на определение индивиду-
альных УЗВ-параметров у животных и 
человека и выявление взаимосвязи с их 
видом, физиологическим и клиническим 
состоянием. Количество объектов, при-
нимающих участие в исследовании, до-
статочно для полной регистрации изуча-
емого эффекта. 

Мышей, крыс и хомяков содержа-
ли в микроизоляторной системе Rair 
IsoSystem по 10 голов, морских свинок 
– индивидуально. Животные соответ-
ствовали категории SPF. Кролики содер-
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жались в индивидуальных клетках ба-
тарейного типа на решетчатых полах. 
Мини-свиньи содержались в индивиду-
альных станках. В качестве подстила для 
всех видов животных использовали сте-
рильные древесные опилки. Обезьяны 
содержались в индивидуальных клетках-
вольерах из нержавеющей стали.

Для мелких лабораторных животных 
использовали стандартный комбикорм 
гранулированный полнорационный 
для лабораторных животных (экстру-
дированный) ПК-120 ГОСТ Р 51849-
2001 Р.5. Для мини-свиней использова-
ли комбикорм ПК-58, обезьян корми-
ли по рациону, принятому в НЦБМТ 
РАМН. Водопроводная очищенная вода 
всем животным давалась вволю в стан-
дартных поилках. Животные содер-
жались в контролируемых условиях 
окружающей среды: температура воз-
духа 18-22°С и относительная влаж-
ность 60-70%. Освещение в помещени-
ях – естественно-искусственное. Вновь 
прибывшие животные находились на ка-
рантине 7 дней в клетках.

В настоящем эксперименте, кото-
рый проводился на базе НЦБМТ РАМН, 
были использованы самцы и самки: крыс 
линии WAG/GY трёхмесячного возрас-
та; хомяков линии BSto шестимесячного 
возраста; генномодифицированных мы-
шей линии B10.GFP в возрасте 4-6 меся-
цев; морских свинок в возрасте 4-6 ме-
сяцев; кроликов породы Советская шин-
шилла в возрасте 6 месяцев; а также 
мини-свиньи светлогорской популяции 
трёхмесячного возраста (самцы); макаки 
резусы в возрасте 8-10 лет (самцы). На-
ряду с этим, исследованию подверглись 
клинически здоровые волонтеры в воз-
расте 20-25 лет.

Регистрация УЗВ. Ультразвуковые 
волны фиксировались с помощью специ-
альных микрофонов системы Sonotrack 
(Mertis B.V., Нидерланды). Микрофо-
ны устанавливались дистантно, на рас-
стоянии 20-25 см от головы животных 
или человека. Частота дискретизации 
составляла 200 кГц, сигнал записывал-
ся в цифровом формате. Регистрацию 
ультразвуковых колебаний у каждого 
животного в состоянии покоя осущест-
вляли в течение 30 минут. Регистрация 
ультразвука у человека была наиболее 
оптимальной при физической нагруз-
ке (серия приседаний или отжиманий от 
пола, циклическое поднятие и опускание 
гантелей на вытянутых руках). 

Обработка материалов. После 
удаления физических артефактов (мо-
нотонных шумов), осуществляли спек-
тральный анализ ультразвука с исполь-
зованием процедуры быстрого преобра-
зования Фурье в частотной полосе от 20 
до 100 кГц с помощью пакета программ 
MATLAB-5.5 методом Уэлча (функция 
pwelch). Эпоха анализа составляла 10 
мс, размерность быстрого преобразова-
ния Фурье (Nfft) – 2000 интервалов. По-
сле вычислений спектральной плотно-
сти мощности (СПМ) находились ме-
дианы по каждой частоте, учитывая 
все эпохи анализа в эксперименте для 
каждого животного и человека. Кроме 
того, отдельно вычислялись медианы 
значений спектра по всей частотной по-
лосе (20-100 кГц), и для каждой часто-
ты осуществлялось суммирование чис-
ла случаев, когда СПМ была выше этой 
«общей» медианы. При анализе СПМ 
УЗВ по группе животных одного вида, 
определялись медианы каждой частоты 
по всем записям у этих животных. Оце-
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нивалось число случаев (в процентах), 
когда каждая из анализируемых частот 
присутствовала в записи в течение экс-
перимента. В отдельных исследовани-
ях измерялась мощность интервалов 
УЗВ в логарифмической шкале в дБ/
Гц. В остальных случаях нам предста-
вилось более наглядным выражать зна-
чения спектральной плотности мощно-
сти (СПМ) в виде безразмерных коэф-
фициентов (КСПМ), рассчитанных как 
отношение СПМ к фону окружающей 
среды.

Информативные параметры УЗВ 
лабораторных животных

Оценивая количество эпизодов от 
общего времени каждого эксперимен-
та, в которых регистрировался уль-
тразвук, можно построить ряд, состоя-
щий из животных и человека. Поставив 
в данном ряду на первое место живот-
ных, у которых ультразвуковая вокали-
зация обнаруживалась наиболее часто, 
а остальных – расположив по убыванию 
вероятности регистрации ультразвука, 
получим следующую цепочку: хомяки 
→ крысы → мыши → морские свинки 
→ мини-свиньи → кролики → обезья-
ны → человек.

Анализ СПМ УЗВ мышей показал, 
что максимум значений СПМ (КСПМ = 
3,5) отмечался на частоте около 20 кГц 
(рис. 1А). Кроме того, имелись допол-
нительные пики СПМ в области 31-32 
кГц (КСПМ ≈ 2,6) и в полосе 50-58 кГц 
(КСПМ ≈ 2,3-2,6). Минимум значений 
СПМ приходился на частоту около 41 
кГц (КСПМ ≈ 1,8). По характеру распре-
деления числа случаев обнаружения 
ультразвука видно, что чаще всего ре-

гистрировались колебания 45-60 кГц, 
реже всего (18-19% случаев) – колеба-
ния около 42 кГц (рис. 1В). Мощность 
УЗ-сигнала прямо пропорциональна ча-
стоте его встречаемости.

У хомяков мощность основного пика 
СПМ (КСПМ ≈ 9) приходится на часто-
ту около 22 кГц, также пики мощно-
сти зафиксированы в диапазоне 40-60 
кГц (рис. 2А) с максимумом мощности 
в области 55 кГц (КСПМ ≈ 5,3-5,4). Далее 

Рис 1. Ультразвуковая вокализация мышей. 
А – график спектральной плотности мощности 
(СПМ) УЗВ. По оси абсцисс – частота (кГц), по 
оси ординат КСПМ. В – распределение числа случа-
ев обнаружения ультразвука. По оси абсцисс – ча-
стота, кГц; по оси ординат – число случаев, %.
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СПМ ультразвука снижалась с нараста-
нием частоты. Минимум значений СПМ 
приходится на 20 кГц (КСПМ < 2). Соглас-
но анализу числа случаев обнаружения 
ультразвука (рис. 2В), частотный диа-
пазон 53-57 кГц встречается с наиболь-
шей вероятностью (100% случаев), а об-
ласти 74-78 и 91-100 кГц – с наименьшей 
(≈ 32-33% случаев), т.е. данные показа-
тели также согласованы.

Анализ СПМ УЗВ крыс (рис. 3А) по-
казал, что основные пики мощности при-
ходятся на частотный диапазон 23-39 кГц, 

с максимумом значений в его конечной 
точке (КСПМ > 9). Дополнительные низко-
амплитудные пики встречаются в диапа-
зоне 53-75 кГц, после чего мощность сиг-
нала падает с нарастанием частоты. Ми-
нимальное значение мощности (КСПМ < 2) 
зафиксировано в районе 20 кГц. Согласно 
картине распределения числа случаев об-
наружения УЗВ, диапазон 35-41 кГц яв-
ляется наиболее встречаемым (100% слу-
чаев), в области 21 кГц ультразвук фик-
сируется примерно лишь с одним про-
центом вероятности (рис. 3В). Мощность 
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Рис 2. Ультразвуковая вокализация хомяков. 
А – график спектральной мощности.    В – распре-
деление числа случаев обнаружения ультразвука. 
Остальные обозначения см. рис.1.

Рис 3. Ультразвуковая вокализация крыс. А 
– график спектральной мощности. В – распреде-
ление числа случаев обнаружения ультразвука. 
Остальные обозначения см. рис.1.
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УЗ-сигнала прямо пропорциональна ча-
стоте его встречаемости.

Ширина пика СПМ морских свинок 
приходится на диапазон 21-42 кГц, т.е. 
также составляет около 20 кГц. Пик 
СПМ – в конце диапазона (КСПМ > 35). 
Низкоамплитудные пики СПМ встреча-
ются в области 62, 70-75 кГц, после чего 
мощность так же падает, как и в выше-
описанном случае (рис. 4А). Минимум 
значений СПМ (КСПМ < 2) приходится 
на частоту 20 и диапазон частот 92-100 
кГц. В 90% случаев в вокализации мор-

ских свинок встречается частота 48-49 
кГц (максимум), а 21 кГц – аналогично 
предыдущему описанию, лишь в 1-2% 
случаев (минимум). Данные показатели 
согласованы (рис. 4В).

Характерной особенностью уль-
тразвука кроликов было наличие в нем 
большой СПМ (КСПМ = 16) в области 23-
24 кГц (рис. 5А). Также отмечался пик 
в области 35 кГц, а далее СПМ ультра-
звука снижалась с нарастанием часто-
ты. Минимум значений СПМ отмечался 
около 20 кГц (КСПМ < 2), а также 42, 60, 

Рис 5. Ультразвуковая вокализация кроликов. 
А – график спектральной мощности. В – распре-
деление числа случаев обнаружения ультразвука. 
Остальные обозначения см. рис.1.

Рис 4. Ультразвуковая вокализация морских 
свинок. А – график спектральной мощности. В – 
распределение числа случаев обнаружения уль-
тразвука. Остальные обозначения см. рис.1.

Н.Н. Каркищенко, Ю.В. Фокин, Д.С. Сахаров, В.Н. Каркищенко, Г.Д. Капанадзе, Д.Б. Чайванов1
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73 и 100 кГц (КСПМ ≈ 2). Наиболее часто 
встречались колебания в районе 22-23 
кГц (примерно 98% случаев), не удава-
лось зарегистрировались частоты около 
67-68 кГц (рис. 5В). Соответствие мощ-
ности УЗ-сигнала частоте его встречае-
мости – частичное.

Анализ СПМ ультразвука мини-
свиней показал, что максимальные зна-
чения СПМ (КСПМ = 25-26) приходи-
лись на частоту около 21-22 кГц (рис. 
6А), также имелись дополнительные 
пики в области 27-28 кГц (КСПМ = 20) и 

35 кГц (КСПМ ≈ 16). Далее, как и у кро-
ликов, СПМ ультразвука снижалась с 
нарастанием частоты. Наиболее часто 
регистрируемый частотный диапазон 
– 21-37 кГц (100% случаев), а в обла-
стях 58-61, 62-65, 66-87, 89-96, 97-98 и 
99-100 кГц ультразвук вообще не встре-
чался (рис. 6В). Частота встречаемости 
УЗ-сигнала в данном случае напрямую 
связана с его мощностью.

Для ультразвука, излучаемого ма-
каками резусами, характерно наличие 
основных пиков СПМ в диапазоне ~ 20-

Ультразвуковая вокализация и ее информативные параметры у животных и человека

Рис 6. Ультразвуковая вокализация мини-
свиней. А – график спектральной мощности. В 
– распределение числа случаев обнаружения уль-
тразвука. Остальные обозначения см. рис.1.

Рис 7. Ультразвуковая вокализация обезьян. 
А – график спектральной мощности. В – распре-
деление числа случаев обнаружения ультразвука. 
Остальные обозначения см. рис.1.
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40 кГц, с максимумом (КСПМ > 12) в об-
ласти 37-38 кГц (рис. 7А). Имеются низ-
коамплитудные пики СПМ ультразву-
ка в диапазоне ~ 48-67 кГц, после чего 
мощность сигнала падает с возрастани-
ем частоты. Минимум значений СПМ за-
фиксирован в районе 20 кГц (КСПМ < 2). 
Распределение числа случаев обнаруже-
ния ультразвука (рис. 7В) показало, что 
чаще всего в вокализации данных живот-
ных встречаются частоты 22 и 35-41 кГц 
(100% случаев), реже всего – в области 
72-76 кГц (0%). Таким образом, просле-
живается частичная зависимость двух 
вышеописанных показателей.

Информативные параметры УЗВ 
человека

СПМ УЗВ человека при физической 
нагрузке характеризуется постепенным 
снижением этого показателя с нараста-
нием частоты (рис. 8А), однако отме-
чаются пики небольшой амплитуды на 
частотах в области 22 (максимальный 
КСПМ > 6), 45, 57 кГц, а также повыше-
ние мощности и возникновение плато в 
диапазоне 60-80 кГц. Минимум значе-
ний СПМ зафиксирован на частоте 20 
кГц (КСПМ ≈ 2). Пики на спектрограмме 
также соответствуют вероятности обна-
ружения ультразвука сопоставимых ча-
стот (рис. 8В), где области 46-48 кГц и 
56-58 кГц встречаются в 100% случаев, 
а 21 кГц – примерно в 8%.

При анализе графика СПМ УЗВ че-
ловека можно заметить определенное 
сходство с аналогичными картинами 
УЗВ у разных животных. В значитель-
ной степени профиль СПМ УЗВ челове-
ка совпадает в диапазоне 20-30 кГц с та-
ковыми изменениями у мышей, хомяков, 

кроликов и мини-свиней. В то же вре-
мя отдельные элементы графиков СПМ 
УЗВ крыс, морских свинок, обезьян со-
впадают с СПМ УЗВ человека в диапа-
зоне около 40 кГц. У человека и всех ис-
следованных животных имеются совпа-
дения в диапазоне около 60 кГц. Подоб-
ные совпадения УЗВ человека и живот-
ных создают экстраполяционную при-
влекательность, но требуют серьезно-
го анализа физических процессов, лежа-
щих в основе УЗВ, и их дальнейшей фи-
зиологической и психоэмоциональной 
интерпретации.

Рис 8. Ультразвуковая вокализация человека. 
А – график спектральной мощности. В – распре-
деление числа случаев обнаружения ультразвука. 
Остальные обозначения см. рис.1.

Н.Н. Каркищенко, Ю.В. Фокин, Д.С. Сахаров, В.Н. Каркищенко, Г.Д. Капанадзе, Д.Б. Чайванов1
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Ультразвуковая вокализация и ее информативные параметры у животных и человека

Изменение параметров УЗВ 
при стрессе

Нами были проведены исследования, 
целью которых являлось изучение вли-
яния иммобилизации, электрокожно-
го раздражения и физической нагруз-
ки как факторов стресса для лаборатор-
ных крыс на ультразвуковую вокализа-
цию животных и оценка длительности 
стресс-периода [5]. Были получены сле-
дующие результаты: при иммобилиза-
ции (создавалась путем помещения кры-
сы на 2 часа в узкий пластиковый пенал 
с отверстием для дыхания, исключаю-
щий возможность каких-либо движений 
туловища в нем) животным было харак-
терно преимущественное отсутствие во-
кализации (табл. 1). Данный эффект, 

связанный с замиранием животных, а 
также появление ультразвуковых ча-
стот в диапазоне 20-30 кГц свидетель-
ствуют о том, что они испытывают чув-
ства волнения и тревоги. 

Превышение в единичном случае 
уровня ультразвуковых колебаний в ди-

апазоне 30-60 кГц по сравнению с фо-
новыми значениями, видимо, являет-
ся следствием дискомфортного состоя-
ния, приближающегося к болевому по-
рогу. По истечении полутора часов, для 
крыс были характерны отсутствие вока-
лизации  в диапазонах 20-30 и 30-60 кГц, 
а также (в половине случаев) ультра-
звуковые колебания в последнем диапа-
зоне, значения которых приблизитель-
но соответствуют состоянию комфор-
та. На основании данного факта, можно 
сделать вывод о том, что в этот период 
времени у животных наблюдается осла-
бление дистресса, они постепенно при-
ходят в норму, но у них все еще отмеча-
ются остаточные эффекты психоэмоци-
онального шока.

Результаты, отражающие влияние 
физической нагрузки (передвижение 
животного на вращающемся вале со ско-
ростью 9-12 об/мин, поднятом на высоту 
15 см от пола, состоящего из стальных 
стержней, на которые подавалось по-
стоянное напряжение 25-35 В; длитель-

Таблица 1
Иммобилизация крыс (в течение 2 часов)

Группа
животных

Функциональное
состояние

Интервал нахождения медиан ультразвуковых 
частот, кГц

20-30 30-60 60-80

Самцы

Комфорт – 37,18 –

Иммобилизация 25,38 – –

Последействие че-
рез 1,5 часа

– 36,99 –

Самки

Комфорт – 39,85 –

Иммобилизация – – –

Последействие че-
рез 1,5 часа

– – –
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ность эксперимента составляла 40-50 
минут с момента научения животного, 
т.е. прекращения падений с вала, окон-
чание его определялось визуально, по 
снижению выносливости и физической 
усталости крысы, расслабляющей мыш-
цы и падающей на электрический пол ка-
меры), показали, что в данном функцио-
нальном состоянии у животных отмеча-
ется отсутствие ультразвука во всех диа-
пазонах, кроме 30-60 кГц (табл. 2). 

Усиление вокализации в данном 
интервале по сравнению с фоновыми 
значениями свидетельствовало о том, 
что интенсивная физическая нагруз-
ка (не характерная для обычной жиз-
ни исследуемых животных) являет-
ся для них стресс-фактором и вызыва-
ет дискомфорт. Через 1,5 часа после 
окончания эксперимента отмечалось 
уменьшение медиан частот в диапазо-
не 30-60 кГц и возвращение их к значе-
нием, характерным для состояния спо-
койного бодрствования, что позволи-
ло судить о том, что влияние данного 
стресса в это время, видимо, практиче-
ски прекращается.

Наиболее информативными, на наш 
взгляд, в данном эксперименте явились 
результаты изучения стрессового вли-
яния электрокожного раздражения, ко-
торое создавалось пульсирующим то-
ком такой величины, чтобы крыса не из-
давала звука в слышимом диапазоне (до 
15 кГц). Стимуляцию осуществляли 10 
минут, в течение которых крыса находи-
лась под постоянным наблюдением. Они 
показали появление у обеих групп жи-

вотных вокализации в диапазонах 20-30 и 
60-80 кГц (табл. 3). Значения медиан ча-
стот в диапазоне 30-60 кГц превысили та-
ковые в состоянии спокойного бодрство-
вания, что, видимо, свидетельствовало о 
дискомфорте у животных, а наличие дан-
ных в диапазоне от 60 кГц – о превыше-
нии болевого порога. Преимущественное 
отсутствие вокализации в послестрессо-
вый период и некоторое превышение зна-
чений медиан частот (в двух случаях) по 
сравнению с фоновыми числовыми зна-
чениями говорит, вероятно, о том, что 
животные, уже не испытывающие уда-
ров током, продолжали находиться в тре-
вожном и стрессовом состоянии.

Таблица 2
Физическая нагрузка (в среднем, 45 минут)

Группа
животных

Функциональное
состояние

Интервал нахождения медиан ультразвуковых 
частот, кГц

20-30 30-60 60-80

Самцы

Комфорт – 37,18 –

Физ. нагрузка – 52,08 –

Последействие че-
рез 1,5 часа

– 36,98 –

Самки

Комфорт – 39,85 –

Физ. нагрузка – 55,07 –

Последействие че-
рез 1,5 часа

– 38,17 –

Н.Н. Каркищенко, Ю.В. Фокин, Д.С. Сахаров, В.Н. Каркищенко, Г.Д. Капанадзе, Д.Б. Чайванов1
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Согласно результатам спектраль-
ного анализа (рис. 9) эксперимента по 
электрокожному раздражению, основ-
ные изменения в ультразвуке, излучае-
мом крысами в состоянии комфорта, не-
посредственно при раздражении и через 
1,5 ч после возвращения подопытных к 
обычным условиям, наблюдались в по-
лосе 20-80 кГц. В состоянии спокойно-
го бодрствования (комфор-
та) для крыс наиболее рас-
пространены были колеба-
ния 25-45 кГц, с пиком СПМ 
в области 38-39 кГц (-30 дБ/
Гц), минимальные значения 
СПМ отмечались в диапа-
зоне 80-100 кГц (> -36 дБ/
Гц). При действии электри-
ческого тока СПМ в диапа-
зоне 25-42 кГц снижалась, 
однако отмечалось повыше-
ние этого показателя в обла-
стях 25, 28 и 45-53 кГц, с пи-
ком около 25 кГц (< -26 дБ/
Гц). Анализ СПМ спустя 1,5 
часа после выключения тока 
показал отсутствие преобла-

дающих частот в спектрограмме ультра-
звука, кроме того, мощность сигнала в 
последействии тока характеризовалась 
низкими значениями (примерно -36 дБ/
Гц и более).

Статистически достоверных разли-
чий медиан и СПМ УЗВ у крыс при мо-
делировании и иммобилизации физиче-
ской нагрузки, электрокожного раздра-

Ультразвуковая вокализация и ее информативные параметры у животных и человека

Таблица 3
Электрокожное раздражение (до вокализации в слышимом диапазоне)

Группа
животных

Функциональное
состояние

Интервал нахождения медиан ультразвуковых 
частот, кГц

20-30 30-60 60-80

Самцы

Комфорт – 37,18 –

Эл. раздражение 25,68 43,33 63,30

Последействие 
через 1,5 часа

– 40,28 –

Самки

Комфорт – 39,85 –

Эл. раздражение 27,71 46,40 65,09

Последействие 
через 1,5 часа

– – –

Рис 9. График спектральной мощности ультразвука у крыс в 
различных условиях. По оси абсцисс – частота, кГц; по оси орди-
нат – спектральная плотность мощности в логарифмической шка-
ле, дБ/Гц. Синяя линяя – исходное состояние спокойного бодр-
ствования, красная – СПМ УЗВ при электрокожном раздражении, 
зеленая линия – изменение СПМ УЗВ спустя 1,5 часа после элек-
трокожного раздражения. 
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жения и иных видов стрессорного воз-
действия в диапазоне 80-100 кГц в срав-
нении со спокойным бодрствованием об-
наружено не было. Поэтому в табл. 1-3 
эти данные не приводятся. Для сравне-
ния см. график на рис. 9, с реальными 
значениями в дБ/Гц.

Изменение параметров УЗВ при 
агрессии и тревоге

Установив, что различные функци-
ональные, стрессовые и др. состояния 
оказывают влияние на вокализацию жи-
вотных в ультразвуковом диапазоне, 
нами был также проведен опыт по изу-
чению вокализации крыс в состоянии 
агрессии и тревоги (т.н. «бой самцов»). 
Эксперимент проводился на 2 пятиме-
сячных самцах крыс линии WAG/GY. 
Животные помещались в клетку с элек-
тризованным полом, и в течение 5 минут 
записывалась их вокализация в обычном 

(комфортном) состоянии. Затем, в этой 
же клетке, с помощью подачи тока (25-
35 В) добившись агрессивного поведения 
самцов по отношению друг к другу, запи-
сывали ультразвук (одним микрофоном 
у двух самцов одновременно).

СПМ ультразвука в состоянии «боя 
самцов» по сравнению с состоянием 
комфорта (рис. 6А) характеризовалась 
ростом этого показателя на несколько 
порядков в диапазонах 20-30 и 45-70 кГц 
(рис. 10), с пиком в области 22-23 кГц 
(СПМ = -10 дБ/Гц). Наименьшие значе-
ния СПМ в данном состоянии зафикси-
рованы около 97-100 кГц (> -35 дБ/Гц).

Интерпретация результатов и воз-
можные механизмы УЗВ

Охарактеризовав исследованные объ-
екты (животных и человека) по количе-
ству эпизодов, в которых регистриро-

вался ультразвук в экспери-
менте, и, выстроив убываю-
щий ряд, где на первом ме-
сте находятся хомяки, а на 
последнем – человек, можно 
сделать заключение о том, 
что для подобных исследова-
ний, опирающихся на анализ 
ультразвуковой вокализа-
ции, наиболее адекватными и 
информативными объектами 
изучения являются хомяки и 
крысы, т.к. эти животные из-
дают УЗВ чаще других.

Анализ СПМ ультразву-
ка показал, что данные экс-
перимента можно услов-
но разделить на 4 группы по 
графическому сходству из-

Рис 10. График изменения спектральной мощности ультра-
звука у крыс в состоянии «боя самцов». По оси абсцисс – часто-
та, кГц; по оси ординат – спектральная плотность мощности в ло-
гарифмической шкале, дБ/Гц. Синяя линяя – исходное состоя-
ние спокойного бодрствования, красная – спектральная плотность 
мощности во время «боя самцов».
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менений. Первая группа данных вклю-
чает результаты, полученные от мышей. 
Во вторую группу мы отнесли результа-
ты, зафиксированные у кроликов, мини-
свиней и хомяков. Общность изменений 
также характерна и для ультразвуков, 
излучаемых макаками резусами, крыса-
ми и морскими свинками (третья группа 
результатов). К четвертой группе нами 
был отнесен человек. 

Охарактеризовав животных и челове-
ка по мощности ультразвукового сигна-
ла и сгруппировав данные по убыванию 
этого признака, получим следующий 
ряд: морские свинки → мини-свиньи → 
кролики → обезьяны → крысы → хо-
мяки → человек → мыши. Таким обра-
зом, морские свинки, например, изда-
ют небольшое количество ультразву-
ковых сигналов в состоянии спокой-
ного бодрствования, но они – наиболее 
мощные. А ультразвуковая вокализа-
ция мышей в сходном состоянии прак-
тически не выражена или отсутствует. 
Данный факт подтверждает имеющиеся 
сведения о том, что вокализация мышей 
обычно связана с состоянием, отличным 
от состояния спокойного бодрствования, 
размножением и т.д. (т.е. в покое не на-
блюдается) и условно разделяется на 2 
вида – «40-кГц» и «70-кГц» – вокализа-
ция [16]. Мощность УЗВ-сигнала мини-
свиней, возможно, коррелирует с тако-
вой звука в слышимом диапазоне в силу 
их видовых особенностей («шумные» 
животные), встречаемости кратных ча-
стот и т.д.

Анализ СПМ ультразвука крыс под-
твердил литературные данные о том, что 
этим животным характерна т.н. «22-кГц 
ультразвуковая вокализация» (диапазон 
20-30 кГц), и, в силу того, что исследо-

вания связаны с транспортным стрессом, 
возможно, она является моделью изу-
чения тревожного состояния взрослых 
крыс, вызывающего страх [14]. 

Мы полагаем, что вероятность ре-
гистрации УЗВ коррелирует с остро-
той слуха животных, поэтому редкость 
встречаемости частот в области 75-100 
кГц связана с тем, что большинство жи-
вотных этих звуков не слышит и, соот-
ветственно, не воспроизводит [1].

Анализируя результаты экспери-
мента с электрокожным раздражени-
ем, можно сделать вывод о том, что дан-
ный стресс-фактор усиливает ультра-
звуковую вокализацию крыс, что соот-
ветствует результатам опыта, проведен-
ного M.Weber, G.Paxinos и R.Richardson 
[15]. Оценивая результаты наших экспе-
риментов с «боем самцов», можно ска-
зать о том, что частота ультразвуковой 
вокализации, равная приблизительно 50 
кГц, связана со стрессовым состоянием 
данных животных, что также подтверж-
дает имеющиеся сведения [13].

Доказано, что ультразвуковая вока-
лизация в интервале частот 20-30 кГц 
отражает отрицательные состояния, 
сходные со страхом и унынием у челове-
ка [11, 18, 19]. Высокочастотная вокали-
зация (50 кГц) имеет частоту пика энер-
гии 32-96 кГц, звуки имеют узкий диа-
пазон (1-7 кГц), но более короткую дли-
тельность (30-50 мсек), чем 22 кГц вока-
лизация [18, 19]. Выделяют два подтипа 
50 кГц-вокализации. Первый из них свя-
зан с приятными ощущениями (юноше-
ские игры, спаривание, еда, электрости-
муляция мозга и др.), второй, напротив, 
– с отрицательной стимуляцией (запах 
кота, звук шагов, яркий свет). 50-кГц 
вокализация может быть индикатором 
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комфортных и дискомфортных состоя-
ний второго типа, представляющим го-
мологию радости человека [18]. 

Появляется все больше данных о том, 
что УЗВ крыс полностью зависит от си-
туации, опыта животного и может отра-
жать его различные эмоциональные со-
стояния. В частности, УЗВ взрослых 
крыс наблюдается в ожидании искус-
ственного вознаграждения, фармаколо-
гического воздействия или при электро-
стимулировании медиального пучка пе-
реднего мозга [4, 9]. Предполагается, что 
УЗВ такого рода отражает положитель-
ное аффективное состояние, сродни ра-
дости у человека [9, 12].

Наряду с попытками физиологиче-
ской интерпретации механизмов УЗВ [6, 
11, 16, 17, 19], в самое последнее время 
появились сообщения о молекулярно-
генетических механизмах восприятия и 
генерации ультразвука млекопитающи-
ми. Группа ученых [20, 21, 22] из Мичи-
ганского и Лондонского университетов 
изучили изменения синтеза белка пре-
стина, а также генов, ответственных за 
этот процесс, под воздействием ультра-
звука. В этих условиях престин способен 
удлинять волоски клеток улитки вну-
треннего уха и, вследствие этого, уси-
ливать звуковой сигнал определенной 
частоты. Были использованы гены, от-
вечающие за синтез престина у 25 раз-
личных видов млекопитающих (дельфи-
ны, собаки, коровы, мыши, свиньи, кош-
ки, летучие мыши). Хотя в этой группе 
только летучие мыши, киты и дельфины 
способны к ориентированию с помощью 
эхолокации, у всех животных имеется 
определенная схожесть гена престина. 

Однако, несмотря на то, что лету-
чие мыши и дельфины произошли в ходе 

эволюции от совершенно разных живот-
ных, они оказались ближайшими род-
ственниками по генетическому коду пре-
стина. Дело в том, что в процессе кон-
вергентной молекулярной эволюции как 
у китов, так и у летучих мышей проис-
ходила замена одних и тех же аминокис-
лот в молекуле престина до такой степе-
ни, что они приобрели большое сходство 
и похожий современный вид. Для нас су-
щественно важно, что одним из выво-
дов этих исследователей является спо-
собность престина, содержащего весь-
ма ограниченное количество аминокис-
лотных последовательностей, активно 
функционировать для усиления ультра-
звуковых колебаний.

Таким образом, животные и человек 
способны генерировать сигналы в уль-
тразвуковом диапазоне. Нами установ-
лены сходства и различия информатив-
ных параметров УЗВ, которые позволя-
ют использовать УЗВ как инструмент 
при моделировании разнообразных пси-
хоэмоциональных состояний, включая 
стрессорное воздействие, а также для 
исследования эффектов фармакологи-
ческих средств. Полученные данные по-
зволяют осуществлять экстраполяцию 
результатов исследований на лаборатор-
ных животных в отношении человека.

Выводы

1. Ультразвуковая вокализация в 
состоянии покоя характерна всем ис-
следованным нами лабораторным жи-
вотным (мыши, крысы, хомяки, морские 
свинки, кролики, мини-свиньи, обезья-
ны), а также человеку, но у людей эти 
феномены УЗВ ярче проявляются при 
физической и психоэмоциональной на-
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грузке.
2. Наиболее адекватными живот-

ными, используемыми в качестве био-
моделей в экспериментах по оценке 
функционального состояния методом 
анализа УЗВ, вероятно, являются хомя-
ки и крысы.

3. Ультразвук мышей характеризу-
ется преобладанием частот в диапазонах 
20-30 кГц и 45-60 кГц.

4. Для кроликов, мини-свиней и хо-
мяков характерна ультразвуковая вока-
лизация частотой 20-25 кГц, в меньшей 
степени – 35 кГц; также хомяки способ-
ны излучать ультразвук частотой при-
близительно 55 кГц.

5. Основная частотная составляю-
щая ультразвука макак резусов, крыс и 
морских свинок лежит в диапазоне 30-50 
кГц с пиком в области 37-42 кГц.

6. Спектральная плотность мощно-
сти ультразвука человека при физиче-
ской нагрузке содержит пики небольшой 
амплитуды на частотах, приблизительно 
равных 20 кГц, 45, 55 кГц; также отме-
чается плато в диапазоне 60-80 кГц. Об-
щая тенденция спектрограммы УЗВ че-
ловека характеризуется плавным гипер-
болическим снижением мощности сиг-
нала по мере возрастания частоты.

7. Доминирование УЗВ в диапа-
зоне 20-30 кГц отображает дистрессор-
ное состояние, тогда как 50-55 кГц ха-
рактеризуют, в зависимости от перерас-
пределения мощностных характеристик 
СПМ, комфортное или дискомфортное 
состояние. Эти проявления характерны 
для всех исследованных нами животных 
и человека.

8. Способность человека и живот-
ных генерировать ультразвуковые коле-
бания в сопоставимых диапазонах частот 

позволяет использовать информативные 
параметры УЗВ для экстраполяции ре-
зультатов исследований на лаборатор-
ных животных в отношении человека.
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Ultrasonic vocalization and its informative parameters
in animals and man

N.N. Karkischenko, Yu.V. Fokin, D.S. Sakharov, V.N. Karkischenko,
G.D. Kapanadze, D.B. Chayvanov

For the first time in our scientific research we discovered that ultrasonic vocalization is typical for all 
laboratory animals that we studied in rest condition (mice, rats, hamsters, guinea pigs, rabbits, minipigs, 
monkey) as well as for human. In human these manifestations of USV are shown more graphic under physical 
and psychoemotional load. The most adequate animals that are used as biomodels in experiments of estimation 
of functional condition by USV analyzing method probably are hamsters and rats. For rabbits, minipigs and 
hamsters ultrasonic vocalization of 20-25 kHz frequency is typical and in less extent hamsters are capable 
to radiate ultrasound frequency approximately 35 kHz; and also hamsters are capable to radiate ultrasound 
frequency approximately 55 kHz. The basic frequency component of ultrasound of macaca mulatta, rats and 
guinea pigs lies in a range 30-50 kHz with peak in the field of 37-42 kHz. Spectral density of man’s ultrasound 
power under physical load contains peaks of small amplitude approximately at 20, 45, 55 kHz frequency; also 
we can mark tableland at the range of 60-80 kHz. Dominance USV in range 20-30 kHz reflects distress, at 
the same time 50-55 kHz USV characterized comfort or discomfort status in dependence of redistribution of 
spectral power density characteristics. The general tendency of spectrogram USV of man is characterized by 
smooth hyperbolic drop of capacity of a signal in process of frequency increase. Mans and animals ability to 
generate ultrasonic fluctuations in comparable frequency ranges allows to use informative parameters USV for 
extrapolation of results of probes on laboratory animals concerning the man.

Key words: ultrasonic vocalization (USV) in mice, rats, hamsters, guinea pigs, rabbits, minipigs, monkey 
and human, USV-communications, spectral power density of USV, probability of occurrence of US-signals, 
informative characteristics extrapolation on man.
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Основными концепциями современ-
ной анестезиологии являются многоком-
понентность и максимальная управляе-
мость общей анестезии. Внедрение в со-
временную практику неингаляционных 
анестетиков ультракороткого действия 
придает внутривенной анестезии все бо-
лее управляемый характер и, в этом пла-
не, приближает ее к ингаляционной. Это-
му способствует техническая разработ-
ка инфузионных систем, обеспечиваю-
щих точное дозирование лекарственных 
средств, с возможностью «инфузии по 
целевой концентрации», основанной на 
построении фармакокинетических мо-

делей для неингаляционных анестетиков. 
Метод «инфузии по целевой концентра-
ции» позволяет анестезиологу выбрать 
целевую концентрацию анестетика в 
крови необходимую для достижения эф-
фекта, а затем контролировать глубину 
анестезии, поддерживая концентрацию 
препарата при помощи автоматического 
шприцевого дозатора [1, 3, 11].

Однако, сочетание дозозависимых 
эффектов и коротких периодов полувы-
ведения средств тотальной внутривенной 
анестезии (ТВВА) позволяет предполо-
жить, что даже кратковременное прекра-
щение или снижение скорости введения 

Современные средства для тотальной внутривенной анестезии (ТВВА) позволяют повысить пока-
затели управляемости неингаляционного наркоза. При этом ежегодно регистрируется большое число 
случаев интраоперационного пробуждения пациентов, отражающего неадекватность процесса анесте-
зии. В этой связи актуальной задачей современной фармакологии является поиск адекватных параме-
тров оценки фармакодинамики средств ТВВА. Наиболее информативными показателями такой оценки 
сегодня являются результаты фарм-ЭЭГ исследований. 

Ключевые слова: фармэлектроэнцефалография (фарм-ЭЭГ), тотальная внутривенная анестезия, 
спектральный анализ ЭЭГ, вызванные потенциалы

Ростовский государственный медицинский университет, Ростов-на-Дону

Контактная информация: sokolov@rnd.runnet.ru Олег Юрьевич Соколов 

В.М. Женило, О.Ю. Соколов, В.В. Хоронько, М.В. Женило,
О.М. Куделина, О.А. Махарин, Н.В. Карнушина, И.М. Зооль Ахмед

Современные методы фармакоэлектроэнцефалогра-
фии в оценке фармакодинамики средств для
тотальной внутривенной анестезии

обЗоРы



25 Biomedicine № 1, 2011

Современные методы фармакоэлектроэнцефалографии в оценке фармакодинамики средств 
для тотальной внутривенной анестезии

препаратов может привести к выходу на 
более поверхностный уровень анестезии 
и возможному пробуждению пациента.

В этой связи в последние годы появ-
ляется все больше работ, посвященных 
проблеме интраоперационного пробуж-
дения во время наркоза, когда сознание 
у пациента может сохраняться даже на 
фоне вполне адекватной, по оценке ане-
стезиолога, анестезии [4, 6, 11, 13, 14]. 
Частота интраоперационных критиче-
ских инцидентов колеблется от 0,1 до 4% 
даже при «хорошо проведенных анесте-
зиях». При этом во время проведения хи-
рургических операций, частота пробуж-
дений составляет — 0,2-1,3%, в акушер-
стве — 2%, в кардиохирургии — 1,5-4% , 
в травматологии — 11-43% [13, 14].

Возможными последствиями интрао-
перационных критических инцидентов яв-
ляются ранние когнитивные расстройства 
у больных, перенесших оперативные вме-
шательства в условиях общей анестезии. 
Степень выраженности этих расстройств 
колеблется от лёгких нарушений сна до 
эпизодов спутанности сознания с дезори-
ентацией больного. Последствия измене-
ний когнитивных функций, приводящие к 
неполноценному функциональному вос-
становлению пациентов, стали сегодня 
причиной многочисленных исков, связан-
ных с неадекватным обеспечением ане-
стезиологического пособия [14].

В такой ситуации, используемые в на-
стоящее время критерии оценки фарма-
кодинамики анестетиков, основанные на 
мониторинге только показателей цен-
тральной и периферической гемодина-
мики, не могут обеспечить адекватный 
контроль глубины анестезии [1, 2, 3, 4, 
14, 28, 29]. Проблема, измерения уров-
ня анестезии, осложняется отсутстви-
ем универсальных определений глубины 
наркоза. Наиболее логичным является 

представление о том, что глубина анесте-
зии — это фармакодинамическая мера 
угнетения ЦНС. Влияние анестетиков на 
глубину анестезии зависит от взаимосвя-
зи концентрации и действия препарата, а 
также степени стрессорных воздействий 
на больного [7, 10].

Современные достижения клиниче-
ской фармакологии средств для нарко-
за позволили уточнить значение понятий 
глубины и адекватности анестезии. Ча-
сто термином «глубина анестезии» опре-
деляется степень выраженности гипно-
тического и анальгетического эффек-
тов, которые могут быть реализованы 
путем введения гипнотиков и анальгети-
ков. Глубина анестезии зависит от двух 
противоположных факторов: эффектов 
анестетиков, обеспечивающих различ-
ные компоненты анестезии и хирурги-
ческой стимуляции с активацией симпа-
тической нервной системы, повышением 
уровня сознания, вегетативных и сомати-
ческих реакций [21].

По определению В.В. Лихванцева и со-
авт. [7], глубина анестезии является инте-
гративной характеристикой, которая яв-
ляется сложной функцией концентрации 
анестетика в эффекторном органе (ЦНС), 
интенсивности боли, индивидуальной 
чувствительности организма к ней и дей-
ствию анестетика. Глубина анестезии ди-
намично изменяется от состояния бодр-
ствования через различные стадии сна до 
передозировки и смерти. Для достижения 
адекватной глубины анестезии, как прави-
ло, необходимо комбинированное исполь-
зование лекарственных средств. 

Адекватность анестезии — состояние 
динамического равновесия, при котором 
воздействующие на человека силы (по-
вреждающие и защищающие) наносят 
минимальный вред организму. Адекват-
ность — это постоянный баланс между 
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интенсивностью боли и глубиной ане-
стезии. Рациональное назначение ане-
стетиков должно соответствовать поня-
тию адекватности анестезии, когда при 
умеренной боли можно использовать бо-
лее поверхностную анестезию, а при бо-
лее интенсивной, необходимо углублять 
её [7, 10].

В связи с этим ЭЭГ контроль ней-
рональной активности во время нарко-
за считается наиболее объективным ме-
тодом оценки эффективности средств 
ТВВА. В настоящее время для оценки 
фармакодинамики анестетиков исполь-
зуются следующие ЭЭГ методики кон-
троля нейрональной активности:

• нативная ЭЭГ;
• информационная насыщенность ЭЭГ;
• спектральные характеристики ЭЭГ;
• корреляционный анализ;
• биспектральные характеристики ЭЭГ;
• вызванные потенциалы головного 

 мозга.

Анализ показателей нативной ЭЭГ 
при проведении тотальной внутривенной 
анестезии

ЭЭГ имеет большое значение в каче-
стве неинвазивного чувствительного и не 
требующего внешних раздражений инди-
катора активности средств ТВВА.

Применение мониторинга ЭЭГ для 
оценки действия анестетиков началось 
с первых шагов существования метода. 
Впервые изменение картины ЭЭГ во вре-
мя индукции в анестезию были описаны 
Джибс Ф.А. в 1937 году. Основной зада-
чей этих исследований являлась оценка 
глубины наркоза с тем, чтобы поддержи-
вать его на оптимальном уровне.

Кертин Р.Ф. и соавт. [16] установили 
на основании динамики ЭЭГ семь стадий 
анестезии:

• нарушение альфа-ритма и посте-
пенное его замещение быстрой активно-
стью;

• появление медленных форм актив-
ности наряду с частыми колебаниями;

• снижение амплитуды биопотенциа-
лов, нерегулярная медленная активность;

• медленная активность с периодами 
электрического молчания не менее 3 сек;

• периоды биоэлектрического молча-
ния до 10 сек;

• периоды электрического молчания 
более 10 сек, чередующиеся со вспышка-
ми медленных волн невысокой амплитуды;

• полное электрическое молчание.
Фолконер и Бикфорд [18] описали ха-

рактерные изменения ЭЭГ под влиянием 
различных анестетиков, которые прояв-
ляются в замедлении частоты и первона-
чальным подъемом, за которым следует 
снижение амплитуды ЭЭГ в зависимости 
от клинического диапазона глубины ане-
стезии. Такие изменения наблюдаются 
при применении большинства современ-
ных анестетиков. Позднее были проведе-
ны исследования по определению стадий 
общей анестезии на основе ЭЭГ при раз-
личных видах мононаркоза [17, 24, 25]. 
Изменения ЭЭГ зависят от дозы вводи-
мого препарата, а также скорости и спо-
соба его введения. Из публикаций Гусе-
ва Е.И., Женило В.М., Казанцевой Н.В., 
Каркищенко Н.Н., Скворцовой В.И. сле-
дует, что при введении большинства из-
вестных анестетиков имеется линейная 
зависимость степени изменений ЭЭГ от 
дозы вводимого препарата. В то же вре-
мя некоторые группы препаратов почти 
всегда вызывают специфические измене-
ния ЭЭГ независимо от дозы лекарства и 
типа ЭЭГ, регистрируемой до начала ле-
чения [8, 11].

Многочисленные исследования посвя-
щены изучению взаимосвязи между из-
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менениями ЭЭГ и концентрациями ане-
стетиков в крови. ЭЭГ «шаблоны» были 
успешно применены для титрования доз 
барбитуратов, пропофола, мидазолама, 
во время вводного наркоза. [11, 13, 20, 
25, 29].

Отмечено, что на фоне неадекватной 
анестезии в головном мозге развивает-
ся «реакция активации», выражающаяся 
в десинхронизации ЭЭГ и переходе к бо-
лее быстрой электрической активности 
[2]. Изучение ЭЭГ реакций на сенсорную 
стимуляцию позволяет создавать модели 
с управляемой обратной связью для авто-
матизации ТВВА [11].

Накопленные к настоящему времени 
данные свидетельствуют о том, что при-
меняемые сегодня средства для ТВВА ока-
зывают различное влияние на параметры 
ЭЭГ. При использовании пропофола ЭЭГ 
характеризуется первоначальным увели-
чением альфа-ритма с последующим пре-
обладанием тета и дельта-волновой актив-
ности [1]. При высоких дозах анестетиков 
может появиться эпилептиформная актив-
ность из-за подавления тормозных стволо-
вых уровней, при дальнейшем нарастании 
концентрации анестетика удлиняются пе-
риоды подавления ЭЭГ, которые затем мо-
гут перейти в отсутствие электрической 
активности на ЭЭГ. Эпилептиформная ак-
тивность на ЭЭГ характерна для наркоза 
диссоциативными анестетиками (кетамин). 

Анестезия кетамином характеризу-
ется преобладанием высокоамплитуд-
ного тета-ритма в лобных отделах. При 
увеличении дозы отмечается прерыви-
стая полиморфная дельта-активность 
очень высокой амплитуды сочетающая-
ся с бета-активностыо низкой амплиту-
ды [21, 25]. 

Введение мидазолама сопровождает-
ся появлением на ЭЭГ высокоамплитуд-
ного бета-ритма в передних отделах по-

лушарий мозга, альфа-ритм при этом ме-
нее выражен, могут нарастать медлен-
ные волны [20].

Опиоиды вызывают дозозависимый 
эффект, а именно снижение частоты и 
увеличение амплитуды ЭЭГ. Однако, в 
зависимости от первоначальной дозы и 
выбранного препарата, ЭЭГ возвраща-
ется к исходной с преобладанием альфа 
и бета-активности. ЭЭГ картина соот-
ветствует фармакокинетическим пара-
метрам опиоидов. При назначении реми-
фентанила отмечается наиболее быстрое 
восстановление исходной ЭЭГ [11, 28].

Изучение восстановления исходных 
параметров ЭЭГ при выходе больного из 
наркозного сна используется для оценки 
процессов восстановления нейрональной 
активности в посленаркозном периоде. 
При изучении ЭЭГ после назначения ане-
стетиков, применяемых для ТВВА, было 
установлено, что препараты и их ком-
бинации оказывают различное по дли-
тельности депримирующее воздействие 
на мозг (от получаса до 18 часов и бо-
лее). Исходная биоэлектрическая актив-
ность головного мозга после применения 
средств ТВВА изначально восстанавли-
вается в подкорковых структурах и поз-
же — в коре [1].

При визуальном анализе ЭЭГ можно 
характеризовать морфологию волн, их 
частоту, амплитуду, характер распреде-
ления по коре и, таким образом, соста-
вить представление о диффузных и ло-
кальных изменениях функционального 
состояния мозга. Однако, в условиях опе-
рационной при динамическом наблюде-
нии этот процесс становится весьма тру-
доемким и сложным с позиции интерпре-
тации результатов и оценки фармакоди-
намических параметров средств ТВВА. 
В такой ситуации компьютерная обра-
ботка исходного сигнала ЭЭГ позволяет 
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оптимизировать процесс оценки фарма-
кодинамики анестетиков, применяемых 
для ТВВА. Методы анализа ЭЭГ основа-
ны на контроле изменений в спектре ЭЭГ 
или в формальном спектре мощности, а 
также на некоторых простых оценках 
средней амплитуды или средней частоты.

Информационная насыщенность ЭЭГ

Для количественной оценки фарма-
кодинамики средств ТВВА использует-
ся метод изучения информационной на-
сыщенности ЭЭГ (ИНЭЭГ). Метод осно-
ван на определении количества инфор-
мации, которую заключает в себе натив-
ная электроэнцефалограмма. Она опре-
деляется в процентах из отношения дис-
персии сигнала, полученного сжати-
ем нативной ЭЭГ, к дисперсии исходной 
ЭЭГ. Установлено, что увеличение пото-
ка импульсации (прежде всего болевой) 
с периферии ведет к повышению уровня 
ИНЭЭГ. Введение анестетика в этих слу-
чаях приводило к снижению информаци-
онной насыщенности независимо от из-
менений других мониторируемых пара-
метров [8, 10].

Спектральный анализ ЭЭГ в изучении 
фармакодинамики средств ТВВА

Оценка спектра при помощи преобра-
зования Фурье

Наиболее популярным методом, ис-
пользуемым в фарма-ЭЭГ исследованиях 
анестетиков является компрессионный 
спектральный Фурье — анализ, основан-
ный на преобразовании составляющих 
ЭЭГ колебаний и графическом их разло-
жении на ряд гармонических частот. До-
стоинством данного метода является его 
доступность, возможность длительной 
регистрации спектров, представление 

их в сжатой форме, возможность коли-
чественной оценки результатов и их со-
поставления. Спектральный анализ мощ-
ности частот спектра описывает распре-
деление мощности по различным часто-
там, которые, являются составляющими 
нативной ЭЭГ эквивалентно квадрату их 
амплитуды. Из этих распределений мощ-
ности выделяют единичные параметры 
[5, 18, 25].

Оценка спектра авторегрессионным 
моделированием (линейное предсказание)

Метод авторегрессионного анализа 
или моделирования принципиально отли-
чается от преобразования Фурье. В по-
следнем сигнал анализируется без уче-
та его особенных характеристик, тогда 
как именно особенные характеристики 
сигнала используются для вычислений и 
формируют интегральную часть авторе-
грессионного анализа, пока «модель» (в 
математическом, а не физиологическом 
смысле) имитации реального сигнала не 
будет сформирована. Авторегрессион-
ный анализ известен как параметриче-
ский метод, так как параметры модели-
рования сигнала детерминированы. Тог-
да как преобразование Фурье — это не-
параметрический метод [5].

Краевая частота спектра

Среди наиболее распространенных 
фармакодинамических параметров оцен-
ки эффективности средств ТВВА можно 
отметить краевую частоту спектра ЭЭГ 
90% и 95% (SEF 90 и SEF-95) и среднюю 
частоту спектра 50% (SEF 50 или MDFr). 
Краевая частота спектра определяется от-
ношением мощности выбранного участ-
ка частотного диапазона ЭЭГ, в который 
входит не менее 90% или 95% мощности 
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данной частоты к общей мощности спек-
тра, а соответственно средняя частота — 
частота, на которую приходится не менее 
50% общей мощности сигнала.

Считается, что SEF выражает степень 
замедления и ускорения ЭЭГ активности. 
Под действием большинства из применяе-
мых средств ТВВА в динамике SEF отме-
чается дозозависимая тенденция к сниже-
нию. Спектральные характеристики ЭЭГ 
закономерно изменяются в условиях мо-
нонаркоза, однако различные комбина-
ции анестетиков, анальгетиков и других 
лекарственных средств могут вызвать из-
менения SEF, не соответствующие выра-
женности гипнотического действия каж-
дого из средств ТВВА [7]. Причина тако-
го несоответствия в том, что спектраль-
ные методы оптимальны для регулярных 
(синусоидальных, симметричных) пери-
одических сигналов, но применимость 
этих методов становится весьма ограни-
ченной, когда сигналу присуща хаотиче-
ская динамика, внутренняя нерегуляр-
ность без острых пиков и хорошо разгра-
ниченных частотных полос [10].

Одним из возможных методов анали-
за нестационарности ЭЭГ при ТВВА яв-
ляется постоянное измерение амплиту-
ды или частоты ЭЭГ, или комбинации 
того и другого. Было установлено, что 
разные соотношения частоты и ампли-
туды наблюдались при максимальном 
возбуждении пациентов и на фоне выра-
женной седации. В настоящее время ис-
пользуется система непрерывного опре-
деления кратковременной средней ча-
стоты (в отличие от частот, полученных 
при пересечении нулевой линии) и сред-
ней амплитуды. Для оценки интенсивно-
сти гипнотических эффектов анестети-
ков используется «индекс нерегулярно-
сти», рассчитываемый из энтропии спек-
тра мощности [25].

Корреляционный анализ 

Наряду со спектральными методами 
анализа ЭЭГ, дающими ее амлитудно-
частотную характеристику, для оцен-
ки фармакодинамических параметров 
средств ТВВА используют методы кор-
реляционного анализа, отражающие вза-
имоотношения ритмов ЭЭГ между от-
дельными точками мозга внутри одно-
го полушария или между полушариями 
(кросс-корреляция, когерентность) или 
между различными эпохами и по разным 
ритмам в одном отведении (автокорреля-
ция, биспектральный индекс) [5, 14, 15, 
20, 21, 22, 25, 26, 28].

Попытки преодолеть трудности при 
использовании мониторинга ЭЭГ с ма-
тематическими методами обработки по-
родили к жизни множество систем ана-
лиза, которые направлены на сокраще-
ние объема полученной информации, 
выражение ее в количественных пара-
метрах, сокращение времени обработки 
полученных данных, желательно в теку-
щем времени. Лопес да Сильва [23] на-
считал 174 различные системы автома-
тического анализа ЭЭГ. Среди подоб-
ных систем можно отметить использо-
вание автокорреляционного анализа для 
оценки коматозного состояния. Мони-
тор ЭЭГ, разработанный С.М. Бородки-
ным, позволяющий в текущем времени 
производить регистрацию и анализ ЭЭГ 
с цифровым и графическим представле-
нием спектров мощности и когерентно-
сти биоэлектрических процессов моз-
га. Клиническое применение нашел мо-
нитор функций мозга (МФМ), разрабо-
танный и сконструированный Мэйнар-
дом Д. с целью использовать достоин-
ства ЭЭГ, как метода прямого измере-
ния функций мозга [9].
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Биспектральный индекс

В середине 90-х годов на рынке ме-
дицинского оборудования появились 
первые мониторы ЭЭГ фирмы Aspect 
Medical System, Inc (США) с новой 
функцией расчета, так называемого би-
спектрального индекса (Bispectral Index, 
BIS). Вычисление биспектрального ин-
декса состоит из двух этапов. Первый 
этап заключается в создании базы дан-
ных. Первоначально была создана база 
данных на основе записей нативной эн-
цефалограммы (около 5000) больных во 
время операций и добровольцев, кото-
рым проводилась общая анестезия про-
пофолом, мидазоламом, тиопенталом, 
изофлюраном, севофлюраном, различ-
ными опиоидами и закисью азота, а так-
же клинических данных (показателей 
центральной и периферической гемо-
динамики); результатов различных те-
стов, определяющих уровень седации и 
экспертных заключений специалистов. 
В дальнейшем, при помощи различных 
статистических методик проведен по-
иск наилучших корреляций между кли-
ническими показателями (уровнем седа-
ции) и результатами биспектрального и 
спектрального анализа ЭЭГ. На основе 
этих результатов была создана библио-
тека изменений ЭЭГ и соответствующих 
им клинических состояний. Затем была 
построена многофакторная статистиче-
ская модель, способная предсказать тот 
или иной уровень седации, независимо от 
выбранного анестетика, на основе ком-
бинаций из различных показателей ЭЭГ. 
Вторым этапом является собственно ра-
бота монитора. После удаления артефак-
тов, нативная ЭЭГ посекундно обрабаты-
вается в двух режимах спектральном и 
биспектральном. Эти участки сравнива-
ются с библиотекой базы данных, полу-

ченной на предшествующем этапе иссле-
дований, в электронной памяти монито-
ра. Далее, на основе многофакторной мо-
дели комбинируется значение BIS, кото-
рое в числовом виде от 100 до 0 линейно 
соответствует уровню седации пациента. 
BIS индекс — это число на шкале от 0 до 
100, соотносящееся с конкретными кли-
ническими состояниями, наблюдаемыми 
у пациентов в период действия анесте-
тика. BIS индекс, близкий к 100, означа-
ет бодрствование, а 0 указывает на пол-
ное отсутствие мозговой активности (т.е. 
изолинию на ЭЭГ). Если индекс BIS сни-
жается ниже 70, резко уменьшается ве-
роятность формирования воспоминаний 
о процедуре, а падение BIS ниже 60, ука-
зывает на крайне низкий уровень созна-
ния пациента. BIS ниже 40 означает еще 
большее воздействие анестетика на угне-
тение функциональной активности мозга 
больного — такие низкие значения BIS 
определяются, в основном, высокой сте-
пенью подавления ЭЭГ [28]. Проспектив-
ные клинические исследования показали, 
что поддержание BIS индекса на уровне 
40-60 обеспечивает адекватный анесте-
зиологический эффект и улучшает про-
цесс выхода пациента из наркоза [13, 20, 
24, 25, 29]. Большинство авторов ука-
зывают на высокую корреляцию меж-
ду степенью гипнотического эффекта и 
уровнем BIS при использовании средств 
для ТВВА. Аналогично BIS индексу в по-
следние годы для оценки эффективности 
средств ТВВА получило распростране-
ние использование мониторов на основе 
оценки индекса состояния мозга (cerebral 
state index, CSI) [17].

Вызванные потенциалы

Вызванные потенциалы (ВП) — это 
ответы ЦНС на специфические внеш-
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ние стимулы. На сегодня существует бо-
лее двадцати хорошо изученных компо-
нентов ВП. Однако с целью контроля 
глубины проводимой анестезии в клини-
ке нашли применение: сомато-сенсорные 
(ССВП) и слуховые (аудио) вызванные 
потенциалы (АВП) [3, 5, 11, 25]. В осно-
ве этого метода лежит исследование вы-
званной биоэлектрической активности 
головного мозга. Установлено, что ла-
тентность ВП отражает уровень обще-
го угнетения ЦНС. Что касается АВП, 
то было отмечено, что с углублением 
анестезии происходит снижение ампли-
туды и увеличение латентности отве-
тов [11]. Средства ТВВА практически 
не изменяют стволовые компоненты ВП. 
Кортикальный компонент, мультисинап-
тический по своей природе, чувствите-
лен и угнетается большинством средств 
ТВВА в зависимости от их дозировки [3, 
11]. Латентность одного из компонен-
тов АВП -Nb по мнению ряда исследо-
вателей является наиболее чувствитель-
ным параметром для оценки гипнотиче-
ских свойств средств ТВВА [3, 11, 15, 25, 
27]. В последние годы появились автома-
тизированные мониторы для оценки эф-
фектов анестетиков на основании индек-
са контроля глубины анестезии. В основе 
расчета данного индекса положены пара-
метры латентности АВП [21, 24].

Разрабатываются методы оценки фар-
макодинамики средств ТВВА на основе 
изучения ноцицептивных вызванных по-
тенциалов [4].

Значительное разнообразие исполь-
зуемых моделей фарма-ЭЭГ свидетель-
ствует о том, что пока не найдено единое 
адекватное феноменологическое описа-
ние ЭЭГ-сигнала для оценки фармакоди-
намики средств ТВВА. При этом необхо-
димость адекватного контроля фармако-

логических эффектов данной группы ле-
карственных средств в целях обеспече-
ния безопасности пациентов и оптимиза-
ции ТВВА остается важнейшей задачей 
современной фармакологии. 
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Modern methods pharmelectroencephalography
in farmdynamics estimation for total

intravenous anesthesia

V.M. Genilo, O.U. Sokolov, V.V. Horonko, M.V. Genilo, O.M. Kudelina,
O.A. Maharin, N.V. Karnushina, I.M. Zool Ahmed

Modern means for total intravenous anesthesia (ТIVA) allow to raise indicators of controllability of not 
inhalation narcosis. Thus the great number of cases intraoperational the awakening of patients reflecting 
inadequacy of process of anesthesia annually is registered. There is search of adequate parameters of an 
estimation farmdynamics  means ТIVА upon an actual problem of modern pharmacology. The most informative 
indicators of such estimation today are results farm-EEG researches.

Key words: pharmelectroencephalography (farm-EEG), total intravenous anesthesia (ТIVA),  the spectral 
analysis EEG, the caused potentials
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Проблема недостаточной прогнозируемости заживления слизистой оболочки, связанная с несосто-
ятельностью хирургических швов, приобретает свою актуальность при проведении операций, в осно-
ве которых лежит принцип направленной тканевой регенерации. Использование лабораторных мини-
свиней в качестве биомоделей для изучения и дальнейшей экстраполяции особенностей заживления сли-
зистой оболочки при реконструктивных вмешательствах в полости рта позволяет провести визуальную 
и гистоморфологическую оценку на всех этапах течения раневого процесса. Полученные в ходе экспе-
риментального исследования результаты, подтверждают необходимость применения методики диффе-
ренцированного наложения швов в хирургической практике.

Ключевые слова: экспериментальное биомоделирование с использованием светлогорской породы 
мини-свиней, адекватность воспроизведения заживления хирургических ран полости рта, направленная 
тканевая регенерация, методика дифференцированного наложения швов.

Несмотря на значительное разнообра-
зие методик инструментального контро-
ля процесса заживления хирургических 
ран в полости рта, эффективно допол-
няющих клинико-лабораторные методы 
оценки, далеко не все нашли примене-
ние в стоматологической хирургической 
практике. Доплеровская флоуметрия, 
ультразвуковое исследование, инфра-
красная термография, измерение ткане-
вых электропотенциалов и/или напряже-
ния газов в области раны относятся к не-
инвазивным, но основаны на принципах 

косвенной оценки состояния заживаю-
щих тканей. В отличие от вышеперечис-
ленных методик гистоморфометриче-
ское исследование позволяет проводить 
качественный и количественный анализ 
течения раневого процесса на всех эта-
пах заживления [9, 14, 15]. 

Задачей экспериментального модели-
рования является изучение причин, пато-
генеза и методов коррекции патологиче-
ских процессов у животных и сопостав-
ление их с заболеваниями человеческого 
организма. Изучение типовых форм па-
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тологии воспроизведенной с помощью 
лабораторных животных — биомоделей 
позволяет проводить глубокий анализ из-
менений на уровнях: молекулярном, суб-
клеточном, клеточном, органном, си-
стемном и организменном. В течение по-
следнего десятилетия в ряде биомеди-
цинских исследований мини-свиньи за-
менили собак и приматов. Появление 
специализированных пород и генетиче-
ски чистых линий способствовало рас-
ширению возможностей использования 
мини-свиней в качестве стандартных ла-
бораторных животных. Первые лабора-
торные мини-свиньи были выведены на 
основе Юкатанской и Вьетнамской нату-
ральных пород. На сегодняшний день су-
ществует более десятка пригодных для 
экспериментальных исследований раз-
новидностей мини-свиней. К 1974 году в 
Научно-исследовательской лаборатории 
экспериментальных биомоделей АМН 
СССР (ныне НЦБМТ РАМН) в результа-
те скрещивания минисибсов с геттинген-
ской породой свиней была создана свет-
логорская популяция миниатюрных сви-
ней (рис. 1). 

Сходство организма свиньи и челове-
ка в функционировании таких органов 
и систем как сердечно-сосудистая, зу-
бочелюстная, пищеварительная, иммун-
ная, мочеполовая, эндокринная и пара-
кринная системы, а также строении по-
чек, печени, органов зрения, наружных 
покровов и т.д., делает возможным соз-
дание биомоделей, обладающих высокой 
степенью адекватности изучаемых явле-
ний [2, 7, 12, 21, 23, 30]. 

Материалы и методы

Разработка и совершенствование сто-
матологических хирургических вмеша-
тельств, основанных на принципе на-
правленной тканевой регенерации, не-
возможно без углубления знаний и повы-
шения уровня оперативной техники при 
выполнении этапов операций. Применяе-
мые дополнительные материалы — изо-
лирующие мембраны, в том числе кар-
касные, и/или титановые сетки — могут 
увеличивать риск развития послеопера-
ционных осложнений [3, 4, 5, 17, 20, 22, 
26]. Для изучения особенностей течения 

Рис. 1.  Мини-свинья светлогорской популяции, 1,5 года, вес — 40 кг



Биомедицина № 1, 2011 36

раневого процесса при проведении ре-
конструктивных вмешательств в поло-
сти рта было запланировано контролиру-
емое экспериментальное исследование с 
воспроизведением сложных условий для 
заживления слизистой оболочки пасти 
мини-свиней. Для этого были разработа-
ны следующие 3 модели хирургических 
ран, различающихся своим дном (табл. 1, 
рис. 2).

В качестве внутригруппового кон-
троля была выбрана 1-я модель хирурги-
ческой раны. Учитывая анатомические 
и функциональные особенности стро-
ения пасти мини-свиньи, было выделе-

но 3 зоны хирургических вмешательств: 
два на уровне жевательных групп зубов 
справа и слева, а также резцов нижней 
челюсти. Это позволило сократить об-
щее число экспериментальных живот-
ных без ущерба для количества образцов 
полученного материала и его статисти-
ческого анализа.

Для исследования было отобрано 6 
животных одного возраста — 1,5 года, 

со сходным весом 35-40 кг. Животные 
были разделены в произвольном поряд-
ке на контрольную и исследуемую груп-
пы, в каждой по 3 животных. В ходе опе-
рации, с вестибулярной стороны альве-
олярной части нижней челюсти произ-
водились разрезы с последующим уши-
ванием хирургических ран. Выведение 
животных из эксперимента осуществля-
лось на 4-е, 7-е и 30-е сутки, с последую-
щим проведением забора материалов для 
гистоморфометрического исследования 
(таб. 2). 
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Таблица 1
Модели хирургических ран с воспроизведением обычных и сложных

условий заживления

Модели ран Сходства
Различия

(дно раны)

№1
Резаная рана пря-

молинейной формы, 
длиной 2,5-3,0 см.

Края раны представлены 
слизисто-надкостничными ло-
скутами, отслоенными от по-

верхности кости на 1 — 1,5 см 
от линии разреза

Нативная кость

№2
Резаная рана пря-

молинейной формы, 
длиной 2,5-3,0 см.

Края раны представлены 
слизисто-надкостничными ло-
скутами, отслоенными от по-

верхности кости на 1 — 1,5 см 
от линии разреза

Резорбируемая 
коллагеновая 

мембрана

№3
Резаная рана пря-

молинейной формы, 
длиной 2,5-3,0 см.

Края раны представлены 
слизисто-надкостничными ло-
скутами, отслоенными от по-

верхности кости на 1 — 1,5 см 
от линии разреза

Титановая сетка

Рис. 2. Модель хирургической раны № 2
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Перед операцией животное мыли и 
обсушивали, после внутримышечного 
введения 2-3 мг золетила-100 сбривали 
волосяной покров вокруг пасти. Живот-
ное укладывали на операционный стол, 
фиксировали ремнями и накрывали сте-
рильными простынями. После обработ-
ки пасти раствором хлоргексидина би-
глюконата 0,05%, выполняли инфиль-
трационную анестезию 3-4 мл 2% рас-
твора лидокаина. В каждом участке че-
люсти выполнялись прямолинейные раз-
резы длиной 2,5-3,0 см в пределах непри-
крепленной десны до поверхности кости. 
После отслаивания слизисто — надкост-

ничных лоскутов, обнаженные участки 
костной ткани закрывали предваритель-
но адаптированными по форме дефек-
та резорбируемыми мембранами «Bio 
Gide» (Geistlich) или титановыми сет-
ками «Конмет», последние фиксирова-
ли микровинтами «Конмет». В качестве 
внутригруппового контроля дно одно-
го из трех участков челюсти было пред-
ставлено нативной костью. В дальней-
шем, слизисто-надкостничные лоскуты 
были мобилизированы, наложены швы. 
В контрольной группе раны были ушиты 
однорядными узловыми швами Vicryl 5-0 
(Ethicon), что продемонстрировано на 

Экспериментальное моделирование заживления хирургических ран в полости рта

Таблица 2
Протокол экспериментального исследования

Данные объективной 
оценки заживления 
хирургических ран

Морфологические
признаки заживления 

хирургических ран

Сроки оценки заживления хирургических ран
(выведение животных из эксперимента)

4-е 
сутки

7-е 
сутки

30-е 
сутки

4-е 
сутки

7-е 
сутки

30-е 
сутки

К
он

тр
ол

ьн
ая

 г
ру

пп
а

(3
 ж

ив
от

ны
х 

—
 A

,В
,С

)

Д
но

 р
ан

ы

Нативная кость
(3 препарата от
3-х животных)

А В С А В С

Резорбируемая
мембрана

(3 препарата от
3-х животных)

А В С А В С

Титановая сетка
(3 препарата от
3-х животных)

А В С А В С

И
сс

ле
ду

ем
ая

 г
ру

пп
а

(3
 ж

ив
от

ны
х 

—
 D

,E
,F

)

Нативная кость
(3 препарата от
3-х животных)

D E F D E F

Резорбируемая
мембрана

(3 препарата от
3-х животных)

D E F D E F

Титановая сетка
(3 препарата от
3-х животных)

D E F D E F
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рис. 3 с помощью схемы и фотографии.
В исследуемой группе применялась 

методика дифференцированного нало-
жения вертикальных матрацных швов 

Vicryl 5-0 (Ethicon), выполнявших раз-
гружающую и направляющую функции, 
и узловых швов Vicryl 6-0 (Ethicon), обе-
спечивающих точное сопоставление кра-

Рис. 3. Модель хирургической раны. Контрольная группа. Рана ушита согласно общепринятой 
 методике

однорядные узловые швы
Vicryl 5-0

Рис. 4. Модель хирургической раны. Исследуемая группа. Методика дифференцированного
 наложения швов

однорядные узловые швы
Vicryl 6-0

двухрядные вертикальные 
матрасные швы Vicryl 5-0

ев раны (схема и фотография на рис. 4).
В качестве основного компонента пе-

риоперационного медикаментозного со-
провождения использовался цефазолин: 
превентивно за 30 минут до операции 1 
г — в/м, в последующем — по 1 г каждые 
8 часов в течение первых суток, затем, в 
течение 5 дней — по 1 г в сутки. Снятие 
швов проводилось у животных C и F на 

7-е сутки после операции (таб. 2). Содер-
жание, уход и наблюдение за животными 
осуществлялись в условиях вивария На-
учного центра биомедицинских техноло-
гий РАМН.

 На протяжении всего исследования 
проводилась визуальная оценка заживле-
ния хирургических ран, с последующим 
гистоморфологическим изучением по-
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лученных материалов. После выведения 
животных из эксперимента, фрагмен-
ты слизисто-надкостничного комплекса 
были иссечены в каждом участке прове-
денных операций, материал фиксировали 
в 10% формалине [1, 8, 10, 11, 13, 16, 18, 
19, 25, 28, 29].

Результаты и их обсуждение

В результате проведенной экспери-
ментальной работы по изучению осо-
бенностей течения раневого процесса в 
полости рта были получены следующие 
данные.

После операции, в контрольной груп-
пе отмечалась несостоятельность швов 
уже на 3-4 сутки, заживление протекало 
по типу вторичного натяжения с наличи-
ем свищей и формированием грубых руб-
цов к 30-м суткам. Данные гистоморфо-
логического исследования подтвержда-
ли результаты визуальной оценки, о чем 
свидетельствовала структура грануляци-
онной ткани, площадь и объем рубцов.

В исследуемой группе швы были со-
стоятельны и наблюдались признаки за-
живления первичным натяжением. К 3-4 
суткам в области ран по их протяжению 
еще не было полной эпителизации, од-
нако определялось плотное соединение 
краев ран. Площадь раневого дефекта, 
объем экссудата и грануляционной ткани 
были меньше, чем в контрольной группе, 
причем последняя не имела характерной 
для заживления вторичным натяжени-
ем структуры. К 30 суткам рубцы были 
представлены узкой полоской соедини-
тельной ткани несколько расширяющей-
ся вглубь. В отличие от образцов груп-
пы контроля, воспалительной инфиль-
трации в тканях практически не остава-
лось. В исследуемой группе не определя-
лось значительных качественных и ко-

личественных отличий между процесса-
ми заживления ран независимо от их дна 
[3, 6, 24, 27].

Выводы

1) Использование мини-свиней для 
биомоделирования позволяет воспроиз-
вести условия течения раневого процес-
са при проведении реконструктивных 
вмешательств в полости рта. 

2) Экспериментальное моделирование 
хирургических ран исходя из обычных и 
сложных условий их заживления способ-
ствует углубленному пониманию процес-
сов репаративной регенерации слизистой 
оболочки полости рта, что может повы-
сить клиническую эффективность вос-
становительных методов лечения. 

3) Дальнейшее совершенствование 
дифференцированного подхода к этапу 
ушивания хирургической раны, позво-
лит снизить риск послеоперационных 
осложнений, связанных с несостоятель-
ностью швов.
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Experimental modeling of surgical wound healing
in oral cavity

K.A. Aksenov, M.B. Lomakin, G.D. Kapanadze, N.V. Smeshko

A problem of gingiva’s healing insufficient prediction closely connected to sutures failure and becomes 
actual in operations based on guided tissue regeneration principles. The application of mini - pigs as biomodels 
for gingival healing features’ studying and further extrapolation during reconstructive operations in oral 
cavity, permits carrying out histomorphological evaluation in all stages of wound healing process. The results 
received in experimental research, acknowledge the necessity of differentiated suturing method using in 
surgical practice.

Key words: Еxperimental biodesign with the use of svetlogorsky mini-pigs, adequacy of reproducing of 
cicatrisation of surgical wounds of cavity of mouth, directed tissue regeneration, method of the differentiated 
imposition of guy-sutures.

Влияние арбутина и гидрохинона на процессы 
свободно-радикального окисления в крови крыс
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В.М. Шабанова1, Я.Ф.Зверев1, В.В. Удут2

В экспериментах на крысах, а также методом квантово-химических расчетов было показано, что ги-
дрохинон и арбутин обладают выраженной активностью в отношении процессов свободно-радикального 
окисления. Структурные отличия обеспечивают веществам разный характер этого действия. Было 
установлено, что гидрохинон обладает прямым антиоксидантный эффектом. У арбутина, наряду с про-
оксидантым действием, выявлена антиоксидантная активность, обусловленная, по всей вероятности, ак-
тивацией факторов неферментной антиоксидантной защиты.

Ключевые слова: арбутин, гидрохинон, свободно-радикальное окисление, антиоксидантная ак-
тивность.
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Многочисленные исследования по-
следних лет показали, что активные 

формы кислорода (АФК) — важное зве-
но многих физиологических процессов 
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в живых организмах. Вместе с тем, из-
быточное образование АФК вызывает 
нарушение клеточного гомеостаза и ле-
жит в основе перекисного окисления ли-
пидов (ПОЛ). Равновесие между продук-
цией и выгодной и безопасной утилиза-
цией свободных радикалов обеспечивает 
антиоксидантная система защиты тка-
ней. Нарушение баланса между антиок-
сидантной и оксидантной системами ор-
ганизма приводит к развитию большого 
числа заболеваний человека [1, 2, 11]. 

В этих условиях для поддержания го-
меостаза патогенетически обоснован-
ным является введение лекарственных 
препаратов, повышающих возможно-
сти антиоксидантной защиты организ-
ма [11]. Однако, несмотря на исключи-
тельную значимость рассматриваемой 
проблемы, в распоряжении практиче-
ского врача до сих пор остается весь-
ма ограниченный перечень фармаколо-
гических средств, используемых как ан-
тиоксиданты. С этих позиций большой 
интерес представляют антиоксиданты 
растительного происхождения, которые 
доказали свою эффективность и низ-
кую токсичность [3, 4]. Не секрет, что 
в последнее время актуальность исполь-
зования лекарственных растений и фи-
топрепаратов в качестве полифункцио-
нальных средств неизмеримо возросла. 
Антиоксиданты на основе растений ши-
роко применяют не только в комплекс-
ной терапии заболеваний, но и как само-
стоятельные средства. Хорошо известна 
антиоксидантная активность таких рас-
тений, как ортилия однобокая, толок-
нянка, грушанка круглолистная и д.р. В 
свою очередь, препараты растительно-
го происхождения представляют собой 
отдельные группы БАВ или их смеси, 

фармакологические свойства которых 
обусловлены гармоничным сочетанием 
и взаимодействием веществ, содержа-
щихся в растительном сырье и обладаю-
щих разной степенью выраженности ле-
чебными свойствами. Несомненно, те-
рапевтический эффект лекарственных 
средств на основе растительного сырья 
определяется всей совокупностью ве-
ществ, содержащихся в растениях [4, 6]. 
При этом, особое внимание заслужива-
ют фенольные соединения, являющиеся 
обязательными компонентами растений. 

Многие растения-антиоксиданты со-
держат в своем составе арбутин и ги-
дрохинон. Известно, что арбутин по-
давляет перекисное окисление линоле-
вой кислоты и нейтрализует свобод-
ные радикалы в бесклеточных систе-
мах in vitro. Имеются сведения, что ар-
бутин защищает кожу от повреждений, 
вызванных свободными радикалами [5]. 
Вместе с тем, в опытах in vivo показа-
но, что отвары толокнянки, проявля-
ют антигипоксическое действие, кото-
рое авторы связывают с содержанием в 
них гидрохинона. Описано влияние ги-
дрохинона на некоторые метаболиче-
ские процессы, поглощение кислоро-
да тканями, содержание в крови глюко-
зы и др. В литературе приводятся дан-
ные и о других терапевтических эф-
фектах арбутина и гидрохинона. Од-
нако влияние этих веществ на процес-
сы свободно-радикального окисления 
(СРО) до конца не изучено. Более того, 
в литературе нет единого мнения, ка-
кому из этих веществ присуща более 
выраженная антиоксидантная актив-
ность. Между тем, не исключено, что 
именно арбутин и гидрохинон обеспе-
чивают развитие противовоспалитель-

В.М. Брюханов1, И.В. Смирнов1, А.А. Бондарев1, О.С. Талалаева1, В.М. Шабанова1,
Я.Ф.Зверев1, В.В. Удут2
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ного и диуретического эффектов мно-
гих растений. В связи с вышеизложен-
ным, представлялось важным провести 
сравнительное квантово-химическое 
исследование структуры молекул арбу-
тина и гидрохинона и изучить влияние 
этих веществ на процессы свободно-
радикального окисления в крови крыс в 
условиях экспериментального форма-
линового воспаления.

Материалы и методы

Квантово-химические расчеты струк- 
тур молекул проводились с использо-
ванием метода функционала плотности 
DFT B3LYP, базиса 6-31G** (d,p). Для 
оптимизированной геометрии был про-
веден расчет инфракрасного спектра, от-
сутствие отрицательных частот доказы-
вает стабильность найденных структур. 
Расчет выполнен с помощью программ-
ного комплекса PC GAMESS (Firefly), 
версия 7.1.С., разработанная группой 
под руководством профессора Гранов-
ского А.А., в лаборатории химической 
кибернетики МГУ [12, 13].

Для изучения антиоксидантной ак-
тивности арбутина и гидрохинона была 
избрана модель экссудативного воспа-
лительного отека лап крыс. Данная ме-
тодика позволяет оценить активность 
антиоксидантной и оксидантной си-
стем в крови в условиях эксперимен-
тального воспаления. Влияние арбутина 
и гидрохинона на процессы свободно-
радикального окисления изучали на тре-
тьи сутки эксперимента, так как ранее 
было показано, что максимальные изме-
нения антиоксидантного и оксидантного 
статуса возникают через три дня после 
введения формалина [9]. В тех же экс-

периментальных условиях было иссле-
довано влияние арбутина и гидрохинона 
на процессы СРО в ткани почек. 

Опыты in vivo по изучению антиок-
сидантных и оксидантных свойств фе-
нологликозида арбутина и гидрохи-
нона проводили на крысах-самцах ли-
нии Wistar массой 200-220 г. Для экс-
перимента брали две группы животных. 
Одной группе крыс в течение двух не-
дель вводили зондом в желудок арбутин 
в дозе 18 мкМоль/кг, а второй — гидро-
хинон в той же дозировке. 

Затем через трое суток произво-
дили декапитацию и брали для анали-
за кровь и почки. Процесс свободно-
радикального окисления оценивали как 
единство оксидантной и антиоксидант-
ной систем. Для этого в плазме крови и 
гомогенате коркового вещества почек 
определяли показатели оксидантного 
статуса: содержание тиобарбитуратре-
активных продуктов (ТБРП), в том чис-
ле малонового диальдегида и общую ок-
сидантную активность (ООА) [10]. ООА 
— суммарный показатель концентрации 
всех оксидантов и свободнорадикаль-
ных метаболитов — оценивали по нако-
плению в модельной системе продуктов 
перекисного окисления липидов, реаги-
рующих с тиобарбитуровой кислотой. 

Антиоксидантный статус в гемолиза-
те эритроцитов и гомогенате коркового 
вещества почек оценивали по изменению 
интегративного показателя общей анти-
оксидантной активности (ОАА) и актив-
ности антиоксидантных ферментов: ка-
талазы (КАТ), супероксиддисмутазы 
(СОД) и глутатионпероксидазы (ГПО). 
ОАА определяли по степени ингибиро-
вания Fe2-/аскорбат-индуцированного 
окисления ТВИН-80 гемолизатом эри-
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Рис. 1. Пространственное строение и оптими-
зированная структура молекулы арбутина

Рис. 2. Пространственное строение и оптими-
зированная структура молекулы гидрохинона

Таблица 1
Термодинамика процесса образования радикалов арбутина при 

взаимодействии с гидроксильным радикалом

Радикал
dG,

кДж/моль
dG pcm,

кДж/моль
dH,

кДж/моль
dH pcm, 

кДж/моль
dS, кДж/

моль

Арбутин Н13 -38,440 -62,057 -40,239 -63,856 -6,034

Арбутин Н15 -45,744 -69,089 -39,696 -63,041 20,285

Арбутин Н17 -47,133 -67,406 -41,622 -61,895 18,482

Арбутин Н33 -61,788 -75,841 -57,487 -71,540 14,427

Арбутин Н35 -140,467 -165,323 -143,128 -167,984 -8,924

троцитов (либо гомогенатом ткани). Ак-
тивность КАТ оценивали по содержа-
нию цветных комплексов молибдата на-
трия с перекисью водорода. Активность 
СОД — по реакции восстановления ни-
тротетразолия супероксидными радика-
лами [10]. Маркером активности ГПО 
служило определение неокисленного 
глутатиона по цветной реакции с реак-
тивом Эллмана [7].

Предварительно антиоксидантная 
активность арбутина и гидрохинона из-
учалась теоретически. Был проведен 
квантово-химический расчет термоди-
намики процессов взаимодействия ар-
бутина и гидрохинона с гидроксильным 

радикалом.
Результаты обрабатывали статисти-

ческим методом вариационных рядов 
Стьюдента. Полученные данные срав-
нивали с показателями оксидантной и 
антиоксидантной активности в крови и 
почках крыс в условиях формалиново-
го воспаления.

Результаты и их обсуждение

Результаты квантово-химических 
исследований представлены в табл. 
1 и 2. На рис. 1 и 2 представлены 
оптимизированные структуры арбу-
тина и гидрохинона.
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Таблица 2
Термодинамика процесса образования радикалов гидрохинона при 

взаимодействии с гидроксильным радикалом

Радикал
dG,

кДж/моль
dG pcm,

кДж/моль
dH,

кДж/моль
dH pcm, 

кДж/моль
dS, кДж/

моль

Гидрохинон Н12 -149,156 -173,637 -141,864 -166,345 24,459

Гидрохинон Н14 -149,024 -173,457 -141,8 -166,229 24,242

Наибольшая антирадикальная ак-
тивность для молекулы арбутина на-
блюдается при взаимодействии центра 

Н35 с гидроксильным радикалом энер-
гия Гиббса -165,323 кДж/моль.

В молекуле гидрохинона центры Н12 
и Н14 эквивалентны, энергии Гиббса 
взаимодействия равны и составляют — 
173,637 кДж/моль.

Из термодинамических данных, рас-
считанных в водной среде в модели PCM, 
видим, что наибольшей антирадикаль-
ной активностью обладает молекула ги-
дрохинона. Разница энергий Гиббса для 
арбутина и гидрохинона 8,14 кДж/моль. 

Тогда соотношение констант равновесия 
этих процессов для данных молекул при 
температуре 298 К равно 28,71. Значит, 
арбутин будет проявлять антирадикаль-
ную активность сравнимую с гидрохино-
ном лишь в концентрациях в 29 раз боль-
ших, чем гидрохинон.

В табл. 3 приведены результаты ис-
следования влияния длительного введе-
ния арбутина и гидрохинона на показа-

Таблица 3
Влияние арбутина и гидрохинона на показатели свободно-радикального 

окисления в крови крыс

ТБРП(мкМ) ООА(%) КАТ(%) СОД(%) ГПО(ЕД/мгHb) ОАА(%)

Интактные животные

N=22
2,5±0,22

N=20
45±1,1

N=34
12,2±1,27

N=29
16,9±0,8

N=26
233±7,3

N=26
74±0,5

Формалиновое воспаление

N=29
4,1±0,21*

N=28
49±1,2*

N=33
22,4±1,02*

N=26
28,3±1,1*

N=30
243±11,2

N=27
88±0,9*

Арбутин

N=21
4,3±0,13*

N=21
75±1,6*

N=14
10,9±2,64

N=19
31,5±1,51*

N=17
336±27,8*

N=19
71±2,8

Гидрохинон

N =19
2,7±0,18

N =17
27±3,1*

N =23
27,4±1,63*

N =20
25,5±1,53*

N =21
287±9,2*

N =20
79±1,5*

Примечание:
N — количество экспериментов; звездочками обозначены достоверные изменения (p<0,05) по отно-

шению к интактным животным, подчеркнуты цифры, достоверно отличающиеся от показателей крыс с 
формалиновым воспалением.
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тели свободно-радикального окисления в 
крови крыс.

Из табл. 3 видно, что формалино-
вое воспаление индуцировало у жи-
вотных изменения процесса свободно-
радикального окисления, которые можно 
охарактеризовать как развитие окисли-
тельного стресса. На это указывает су-
щественный рост содержания в крови ти-
обарбитуратреактивных продуктов, что 
обусловило повышение показателя об-
щей оксидантной активности. Не удиви-
тельно, что это привело к активации та-
ких быстро реагирующих антиоксидант-
ных ферментов как каталаза и суперок-
сиддисмутаза, что и обеспечило значи-
тельный рост интегративного показателя 
общей антиоксидантной активности.

На этом фоне длительное применение 
арбутина приводило к развитию разнона-
правленных эффектов. С одной стороны, 
мы наблюдали существенный рост об-
щей оксидантной активности, что потре-
бовало активизации супероксиддисмута-
зы и, главным образом, глутатионперок-
сидазы, активность которой увеличилась 
примерно на 40%. Уменьшение показате-
ля КАТ указывает на истощение к дан-
ному моменту возможностей образова-
ния этого фермента. С другой стороны, 
в экспериментах с использованием ар-
бутина показатель общей антиоксидант-
ной активности ОАА значительно умень-
шился, практически достигнув уровня 
интактных животных. Это заставляет 
предположить активизацию под влияни-
ем арбутина факторов неферментной ан-
тиоксидантной защиты, что и обуслови-
ло снижение такого интегративного по-
казателя как ОАА. 

 Применение гидрохинона привело к 
развитию несколько иной картины. Как 

видно из той же табл. 3, для данного со-
единения была характерна четко выра-
женная прямая антиоксидантная актив-
ность. Это выразилось в снижении до 
уровня интактных крыс содержания в 
крови тиобарбитуратреактивных про-
дуктов и в значительном подавлении по-
казателя общей оксидантной активно-
сти, которая уменьшилась более чем в 
1,5 раза в сравнении с крысами, не полу-
чавшими гидрохинон. Это указывает на 
прямую способность препарата «гасить» 
свободные радикалы, уменьшая их коли-
чество в плазме крови. Естественно, на 
этом фоне не потребовалось значитель-
ного напряжения системы антиоксидант-
ной защиты, показатели которой суще-
ственно не изменились по сравнению с 
исходным уровнем.

Результаты проведенных экспери-
ментальных исследований показали, что 
арбутин и гидрохинон способны воз-
действовать на процессы свободно-
радикального окисления в крови крыс. 
При этом эффекты исследованных пре-
паратов существенно различались. Так, 
выявленное нами в опытах in vivo рез-
кое снижение общей оксидантной ак-
тивности указывает на снижение кон-
центрации свободных радикалов в плаз-
ме. По-видимому, это обусловлено пря-
мой антирадикальной активностью ги-
дрохинона, позволяя ему выступать в ка-
честве своеобразной ловушки продук-
тов свободно-радикального окисления. 
Напротив, при введении арбутина в кро-
ви отмечался рост показателей оксидант-
ного статуса. При этом общая антиокси-
дантная активность крови все же заметно 
снижалась, что указывает на активиза-
цию процессов неферментной антиокси-
дантной защиты. Это может обозначать, 
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что арбутин в данных эксперименталь-
ных условиях активирует неферментные 
механизмы антиоксидантной защиты, 
которые определяются некоторыми во-
дорастворимыми соединениями, находя-
щимися в плазме крови (аскорбат, глута-
тион, мочевая кислота и др.), а также ря-
дом жирорастворимых компонентов кле-
точных мембран (α-токоферол, ретинол 
и др.). Не исключено, что изученный пре-
парат тем или иным способом активиру-
ет один или несколько неэнзимных меха-
низмов, что и обеспечивает в итоге сни-
жение показателя ОАА. Не секрет, что 
все неферментные антиоксидантны, ней-
трализуя АФК, образуют радикальные 
производные [1, 2, 11]. Так что в осно-
ве прооксидантного эффекта арбутина 
может лежать накопление оксидантных 
производных фенологликозида, образу-
ющихся в процессе нейтрализации сво-
бодных радикалов.

Приведенные результаты позволяют 
утверждать, что антиоксидантный эф-
фект гидрохинона выше, чем у арбутина. 
Данные, полученные методом квантово-
химического анализа, подтверждают бо-
лее высокую антирадикальную актив-
ность гидрохинона, превышающую тако-
вую арбутина в 29 раз.

В экспериментах на животных также 
было установлено, что арбутин обеспе-
чивает рост активности глутатионперок-
сидазы, тогда как гидрохинон оказывает 
направленное действие на каталазу. Ин-
тересно, что субстратом для обоих фер-
ментов может служить перекись водоро-
да. При этом сродство глутатионперок-
сидазы к перекиси водорода выше, чем 
у каталазы. Поэтому ГПО более эффек-
тивно работает при низких концентраци-
ях перекиси водорода. В то же время в за-

щите клеток от окислительного стресса, 
вызванного высокими концентрациями 
перекиси водорода, ключевая роль при-
надлежит каталазе [11]. Исходя из это-
го, можно предположить, что арбутин и 
гидрохинон влияют на продукцию пере-
киси водорода в средах организма. Изме-
нение концентрации перекиси водорода, 
вероятно, вторично, и объясняется вы-
соким сродством гидрохинона и арбути-
на к гидроксильным радикалам. Возмож-
но, менее выраженный антирадикалиный 
эффект арбутина обеспечивает акти-
вацию глутатионпероксидазы, которая, 
как известно, наряду с перекисью водо-
рода нейтрализует гидроксильные ра-
дикалы. В основе описанных эффектов 
могут лежать и другие механизмы. Так, 
есть данные, что неферментные антиок-
сидантны растительного происхождения 
способны вызывать индукцию генов, от-
ветственных за синтез антиоксидантных 
ферментов [7]. Не исключено, что неэн-
зимные антиоксиданты, повышая буфер-
ную емкость антиоксидантной системы, 
вторично защищают ферменты [2, 11]. 
Таким образом, несмотря на некоторый 
рост показателей оксидантного статуса, 
в крови и в почках опытных крыс преоб-
ладает активация антиоксидатной систе-
мы. Это является еще одним доказатель-
ством антиоксидантного действия иссле-
дуемых веществ.

Не исключено, что разная направлен-
ность действия арбутина и гидрохинона 
обусловлена особенностями их химиче-
ского строения и, следовательно, отли-
чиями в фармакокинетике. Известно, что 
арбутин является фенологликозидом, ко-
торый под влиянием фермента арбутазы 
расщепляется на глюкозу, свободный ги-
дрохинон и воду. В свою очередь, гидро-
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хинон относится к веществам с лабиль-
ным водородом. Высокая реакционная 
способность гидрохинона позволяет ему 
активно взаимодействовать со свободны-
ми радикалами в общем кровотоке. Ясно, 
что в этом случае антиоксидантная ак-
тивность гидрохинона будет преобладать 
в крови. Ввиду того, что арбутин отли-
чается от гидрохинона наличием глико-
на, напрашивается предположение, что 
разница в эффектах этих соединений об-
условлена именно фрагментом молеку-
лы глюкозы. Вероятно, по сравнению с 
гидрохиноном арбутин более устойчив к 
окислению, что позволяет ему транспор-
тироваться в почки в неизмененном виде. 
Не исключено, что благодаря гликону 
арбутин в меньшей степени реабсорби-
руется в канальцах почек, где, таким об-
разом, накапливается. Есть предположе-
ние, что структурные особенности арбу-
тина позволяют ему взаимодействовать 
с мембранными структурами клетки, 
что ожидаемо должно усилить его влия-
ние на процессы свободно-радикального 
окисления в почках. Нельзя не отметить, 
что глюкоза обладает собственной анти-
оксидантной активностью, усиливающей 
эффект арбутина [11]. Так или иначе, не 
вызывает сомнений, что фрагмент глю-
козы, встроенный в молекулу арбутина, 
изменяет антиоксидантную активность 
вещества.

Выводы

Таким образом, в экспериментах 
in vivo, а также методом квантово-
химических расчетов было доказано, что 
гидрохинон и арбутин обладают выра-
женной активностью в отношении про-
цессов свободно-радикального окисле-

ния. Вместе с тем, структурные отличия 
обеспечивают веществам разный харак-
тер этого действия. Было установлено, 
что гидрохинон обладает прямым анти-
оксидантным эффектом. У арбутина, на-
ряду с прооксидантым действием, выяв-
лена антиоксидантная активность, обу-
словленная, по всей вероятности, актива-
цией факторов неферментной антиокси-
дантной защиты. 
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Arbutin's and hydroquinone's influence on free radical 
oxidation in rats blood.

V.M. Brukhanov, I.V. Smirnov, A.A. Bondarev, O.S. Talalaeva,
V.M. Shabanova, Y.F.Zverev, V.V. Udut

The research confirmed that arbutin and hydroquinone have antioxidant activity. With this ,the structural 
distinctions insure different character of antiradical action for agents. It was established, that theoretically 
direct (not enzymatic) antioxidant effect of hydroquinone was more above arbutin.

Key words: arbutin, hydroquinone, antioxidant activity.
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мАтемАтическое моделиРовАние

Целью работы, было определение 
основных термодинамических параме-
тров процесса комплексообразования 
между молекулой фуросемида и олиго-
пептидами в водной среде. Затем с по-
мощью рассчитанных значений энергий 
Гиббса построить энергетический спектр 
возможных комплексов фуросемида с 
белковым субстратом. При расчетах не-
обходимо учитывать что эти молекулы 
имеют прочные сольватные оболочки, и 
в процессе образования комплекса про-
исходит их частичное изменение и заме-
щение молекул растворителя, молекула-
ми, вступающими во взаимодействие. 

Существует множество методов, по-
зволяющих оценить энергию взаимодей-

ствия молекул лекарственного вещества 
с биологическими мишенями. Наиболее 
перспективными и точными на сегодняш-
ний день являются расчеты ab initio [4, 5, 
6, 7, 8, 9]. 

Оценка термодинамики таких про-
цессов играет ключевую роль в понима-
ния биологической активности органи-
ческих молекул, которые способны вза-
имодействовать с белковыми молекула-
ми, образуя прочные комплексы, изме-
нять пространственную и электронную 
структуру субстрата. Такой формаль-
ный подход, без учета конкретной струк-
туры мишеней, позволяет оценить потен-
циальные возможности конкретных мо-
лекул, в частности, какова максимально 

Проведен квантово-химический расчет термодинамики взаимодействия функциональных групп мо-
лекулы фуросемида с олигопептидами в водной среде. Полученный термодинамический спектр позволя-
ет оценить потенциальные возможности молекул, в частности молекулы фуросемида, в процессе ком-
плексообразования с белковым субстратом. Что позволяет оценить величину максимально возможно-
го аффинитета. Для фуросемида он оказался равен -39,5 кДж/моль при взаимодействии центров фуро-
семида с олигопептидами.

Ключевые слова: спектр, фуросемид, фармакодинамика, лекарство, термодинамика.

1–Алтайский государственный медицинский университет, Барнаул
2–Национальный исследовательскй Томский политехнический университет, Томск
3–НИИ Фармакологии ТНЦ СО РАМН, Томск
4–Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Московская область

Контактная информация: gc_ivan@mail.ru д.м.н., профессор Удут Владимир Васильевич 

А.А. Бондарев1, И.В. Смирнов1, П.С. Постников2, В.Д. Филимонов2,
В.В. Удут3, В.Н. Каркищенко4

Термодинамический спектр взаимодействия
фуросемида с белковыми молекулами
в водной среде



51 Biomedicine № 1, 2011

Термодинамический спектр взаимодействия фуросемида с белковыми молекулами
в водной среде

возможная прочность комплексов с бел-
ковыми молекулами в водной среде. Эта 
характеристика влияет на эффективную 
дозировку, чем прочнее комплексы, тем в 
меньшей концентрации будут наблюдать-
ся биологическая активность препарата.

Также такой подход позволяет опре-
делить, какие функциональные груп-
пы обеспечивают прочность комплекса, 
а каким выгоднее взаимодействовать с 
молекулами растворителя и не вступать 
во взаимодействие с функциональными 
группами белкового субстрата. Эти ве-
личины важны при целенаправленном 
проектировании различных модифика-
ций исходного вещества [3, 4]. 

Величины энергий комплексов, и ко-
личество этих линий в спектре позволяет 
оценить, сколько данное вещество может 
иметь побочных действий, кроме основ-
ного вида биологической активности. 
Разница в энергиях и количество соответ-
ствующих белков мишеней позволит про-
вести анализ заселенностей молекул по 
этим энергетическим уровням и оценить 
количественно величину основного и по-
бочных действий, при определенной дози-
ровке и при температуре 310K.

Материалы и методы
Квантово-химические расчеты струк-

тур молекул проводились с использова-
нием метода функционала плотности 
DFT B3LYP с использованием базиса 
6-31G++ (d,p). Использование дополни-
тельных p-функций в базисе необходи-
мо для корректного расчета параметров 
водородной связи. Для оптимизирован-
ной геометрии был проведен расчет ин-
фракрасного спектра, отсутствие отри-
цательных частот доказывает стабиль-
ность найденных структур. Термоди-
намические параметры рассчитывали с 
учетом поправок, рассчитанных для га-
зовой фазы.

Квантово-химический расчет выпол-
нен с помощью программного комплекса 

PC GAMESS (Firefly), версия 7.1.С., разра-
ботанная группой под руководством про-
фессора Грановского А.А., в лаборатории 
химической кибернетики МГУ [1, 2].

На первом этапе были оптимизирова-
ны геометрии образующихся комплек-
сов фуросемида с олигопептидами. Об-
разование таких структур происходит 
за счет одной или нескольких водород-
ных связей. Затем, исходя из конечных 
структур комплексов, были построены 
исходные системы, таким образом, что-
бы молекулы растворителя образовыва-
ли межмолекулярные водородные свя-
зи, подобные связям в структурах обра-
зующихся комплексов. Одним из требо-
ваний, предъявляемых к рассматривае-
мым системам, является равенство чис-
ла водородных связей в исходных су-
пермолекулах и в результирующем ком-
плексе, так как в водной среде при тем-
пературе 298K все водородные связи на-
сыщенны. Таким образом, производился 
учет специфической сольватации. Для 
учета общей сольватации все системы, 
включая молекулы растворителя, были 
рассчитаны с пользованием модели То-
мази (PCM). В ходе процесса комлексо-
образования молекула фуросемида заме-
щает молекулы воды в сольватационной 
оболочке олигопептида, и наоборот мо-
лекула олигопептида замещает молеку-
лы воды в оболочке лекарственного ве-
щества. Таким образом, при образова-
нии комплексов происходит частичное 
замещение молекул воды в сольватных 
оболочках. Высвобождаемые молекулы 
воды также образуют водородные связи 
с молекулами растворителя. 

С учетом всех этих факторов для 
оценки прочности комплексов были рас-
считаны термодинамические параметры 
следующих процессов замещения:

(Фуросемид...nH2O)PCM + (Пептид...
nH2O)PCM = (Фуросемид…Пептид)PCM + 
n(H2O...H2O)PCM
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Проведены расчеты всех вариантов 
взаимодействия молекулы фуросемида 
с олигопептидами строения Gly-X-Gly, 
моделирующими остатки аминокислот 
в пептиде. В качестве X – аминокисло-
ты, способные образовывать водородные 
связи с молекулой фуросемида и моле-
кулами воды (рис. 1, 2). Для всех систем 
был рассчитаны ИК спектр и термоди-
намические поправки для 298 K. Во всех 
структурах имеются одна или несколько 
межмолекулярных водородных связей.

Результаты и их обсуждение
1. Структура образуемых комплексов

А.А. Бондарев1, И.В. Смирнов1, П.С. Постников2, В.Д. Филимонов2,
В.В. Удут3, В.Н. Каркищенко4

Рис. 1. Активные центры молекулы
 фуросемид

Рис. 2. Структура наиболее прочных комплексов фуросемида с олигопептидами

Fur-1+Glu-1 Fur-3+Gln-1

Fur-55+Glu-11 Fur-3+His-1

2. Термодинамические параметры за-
мещения

Для всех вариантов взаимодействия 
были рассчитаны термодинамические 
параметры процесса комплексообразова-

ния, с замещением молекул воды в соль-
ватной оболочке (табл. 1). Рассчитаны 
значения констант прочности образую-
щихся комплексов при 298º К. 
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Таблица 1
Термодинамика процессов образования комплексов с использованием

комбинированной модели (специфическая сольватация и PCM)

Процесс ΔE ΔS ΔH ΔG ΔEpcm ΔHpcm ΔGpcm

(Arg-2+H2O) + (Fur-2+H2O) =
 (Arg-2+Fur-2) + (2H2O)

-8,08 -97,46 -12,74 16,32 10,12 5,46 34,52

(Arg-2+H2O) + (Fur-3+H2O) =
 (Arg-2+Fur-3) + (2H2O)

-28,41 -85,73 -31,86 -6,30 16,80 13,36 38,92

(Arg-3+2H2O) + (Fur-67+2H2O) = 
(Arg-3+Fur-67) + (4H2O)

-21,02 -164,31 -29,26 19,73 -12,58 -20,81 28,18

(Asn-12+2H2O) + (Fur-12+2H2O) = 
(Asn-12+Fur-12) + (4H2O)

-2,63 -31,58 -4,99 4,42 -0,77 -3,13 6,29

(Asn-12+2H2O) + (Fur-45+2H2O) =  
(Asn-12+Fur-45) + (4H2O)

11,32 -28,04 7,38 15,74 6,33 2,39 10,75

(Asp-1+H2O) + (Fur-1+H2O) = 
(Asp-1+Fur-1) + (2H2O)

-45,36 -54,24 -57,08 -40,91 11,60 -0,12 16,05

 (Asp-1+H2O) + (Fur-5+H2O) =
 (Asp-1+Fur-5) + (2H2O)

-5,84 -23,52 -8,67 -1,66 4,95 2,11 9,13

 (Gln-112+2H2O) + (Fur-245+2H2O) 
= (Gln-112+Fur-245) + (4H2O)

-16,16 -74,16 -19,63 2,48 -9,48 -12,95 9,16

(Gln-12+2H2O) + (Fur-12+2H2O) =   
(Gln-12+Fur-12) + (4H2O)

-3,85 -41,80 -6,62 5,84 -5,76 -8,53 3,93

(Gln-1+H2O) + (Fur-2+H2O) = 
(Gln-1+Fur-2) + (2H2O)

0,92 -77,88 -1,07 22,15 -2,55 -4,53 18,69

 (Gln-1+H2O) + (Fur-3+H2O) =
 (Gln-1+Fur-3) + (2H2O)

4,15 112,14 14,37 -19,06 -3,04 7,19 -26,25

(Gln-1+H2O) + (Fur-6+H2O) =
(Gln-1+Fur-6) + (2H2O)

0,02 -101,67 -3,36 26,95 -4,89 -8,27 22,04

(Gln-2+H2O) + (Fur-1+H2O) = 
(Gln-2+Fur-1) + (2H2O)

9,33 -59,14 4,97 22,60 3,79 -0,58 17,06

(Gln-2+H2O) + (Fur-5+H2O) =
(Gln-2+Fur-5) + (2H2O)

-5,94 -32,14 -5,76 3,82 -0,95 -0,77 8,81

(Glu-11+2H2O) + (Fur-55+2H2O) = 
(Glu-11+Fur-55) + (4H2O)

4,38 19,22 2,85 -2,88 3,93 2,41 -3,32

(Glu-1+H2O) + (Fur-1+H2O) =
(Glu-1+Fur-1) + (2H2O)

-67,69 -106,57 -82,91 -51,13 -21,33 -36,55 -4,78

(His-1+H2O) + (Fur-2+H2O) =
(His-1+Fur-2) + (2H2O)

-6,21 -42,94 -5,78 7,03 -3,31 -2,88 9,92

(His-1+H2O) + (Fur-3+H2O) =
(His-1+Fur-3) + (2H2O)

-7,39 38,75 -5,25 -16,80 0,21 2,35 -9,21

(His-1+H2O) + (Fur-4+H2Ox) =
(His-1+Fur-4) + (2H2O)

15,89 -85,10 15,42 40,79 9,85 9,38 34,76

(His-1+H2O) + (Fur-6+H2O) =
(His-1+Fur-6) + (2H2O)

14,23 -52,91 12,48 28,26 0,92 -0,83
14,94

(His-2+H2O) + (Fur-1+H2O) =
(His-2+Fur-1) + (2H2O)

-25,02 -86,39 -30,08 -4,32 -8,01 -13,07 12,69

(His-2+H2O) + (Fur-5+H2O) =
(His-2+Fur-5) + (2H2O)

-22,14 -34,20 -18,57 -8,38 -6,03 -2,46 7,74

(Lys-1+H2O) + (Fur-2+H2O) =
(Lys-1+Fur-2) + (2H2O)

-10,53 -51,69 -10,52 4,89 11,65 11,66 27,07
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(Lys-1+H2O) + (Fur-3+H2O) =
(Lys-1+Fur-3) + (2H2O)

-53,35 -90,60 -56,18 -29,17 12,04 9,21 36,22

 (Lys-1+H2O) + (Fur-7+H2O) =
 (Lys-1+Fur-7) + (2H2O)

4,78 54,90 11,21 -5,16 23,53 29,96 13,59

(Ser-1+H2O) + (Fur-2+H2O) =
(Ser-1+Fur-2) + (2H2O)

-7,80 10,30 -5,36 -8,43 -7,82 -5,38 -8,45

(Ser-1+H2O) + (Fur-3+H2O) =
(Ser-1+Fur-3) + (2H2O)

-6,51 -40,57 -8,68 3,42 -0,12 -2,29 9,80

 (Ser-1+H2O) + (Fur-4+H2Ox) =
 (Ser-1+Fur-4) + (2H2O)

9,83 -101,61 6,44 36,74 4,78 1,39 31,69

 (Ser-1+H2O) + (Fur-6+H2O) =
 (Ser-1+Fur-6) + (2H2O)

11,55 -48,34 7,44 21,85 6,91 2,80 17,21

 (Ser-2+H2O) + (Fur-1+H2O) =
 (Ser-2+Fur-1) + (2H2O)

-1,56 -84,07 -4,99 20,07 7,89 4,46 29,53

(Ser-2+H2O) + (Fur-5+H2O) =
 (Ser-2+Fur-5) + (2H2O)

-7,05 -79,67 -9,50 14,26 2,32 -0,13 23,63

(Thr-12+2H2O) + (Fur-12+2H2O) =
 (Thr-12+Fur-12) + (4H2O)

11,46 8,38 13,33 10,83 -31,38 -29,52 -32,02

 (Thr-1+H2O) + (Fur-2+H2O) =
 (Thr-1+Fur-2) + (2H2O)

-8,04 33,55 -0,79 -10,80 -2,24 5,01 -4,99

 (Thr-1+H2O) + (Fur-3+H2O) =
 (Thr-1+Fur-3) + (2H2O)

-6,60 23,53 -0,84 -7,86 1,27 7,02 0,01

 (Thr-1+H2O) + (Fur-4+H2Ox) =
 (Thr-1+Fur-4) + (2H2O)

13,35 -39,20 17,14 28,83 11,76 15,54 27,23

(Thr-1+H2O) + (Fur-6+H2O) =
 (Thr-1+Fur-6) + (2H2O)

13,19 -107,71 9,06 41,17 9,86 5,73 37,84

 (Thr-2+H2O) + (Fur-1+H2O) =
 (Thr-2+Fur-1) + (2H2O)

0,02 -95,25 -7,29 21,11 4,40 -2,91 25,49

 (Thr-2+H2O) + (Fur-5+H2O) =
 (Thr-2+Fur-5) + (2H2O)

-5,52 -93,28 -10,04 17,77 8,83 4,30 32,11

(Trp-1+H2O) + (Fur-2+H2O) =
 (Trp-1+Fur-2) + (2H2O)

-7,44 -50,92 -6,21 8,98 -1,23 0,00 15,19

 (Trp-1+H2O) + (Fur-3+H2O) =
 (Trp-1+Fur-3) + (2H2O)

-6,13 -35,31 -5,31 5,22 -0,85 -0,03 10,50

 (Trp-1+H2O) + (Fur-4+H2O) =
 (Trp-1+Fur-4) + (2H2O)

10,34 -112,77 6,53 40,15 -1,17 -4,99 28,63

 (Trp-1+H2O) + (Fur-6+H2O) =
 (Trp-1+Fur-6) + (2H2O)

7,94 -79,39 3,70 27,37 160,02 155,77 179,44

 (Tyr-12+2H2O) + (Fur-12+2H2O) =
 (Tyr-12+Fur-12) + (4H2O)

-10,89 -6,17 -6,81 -4,97 3,06 7,14 8,98

 (Tyr-1+H2O) + (Fur-3+H2O) =
 (Tyr-1+Fur-3) + (2H2O)

-2,26 1,06 0,49 0,17 6,90 9,64 9,33

 (Tyr-1+H2O) + (Fur-4+H2O) =
 (Tyr-1+Fur-4) + (2H2O)

21,55 -88,77 19,68 46,15 15,78 13,92 40,38

 (Tyr-1+H2O) + (Fur-6+H2O) =
 (Tyr-1+Fur-6) + (2H2O)

13,84 -24,99 14,00 21,45 10,35 10,51 17,96

(Tyr-2+H2O) + (Fur-5+H2O) =
(Tyr-2+Fur-5) + (2H2O)

2,10 -131,92 -4,71 34,62 -6,12 -12,93 26,40
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Из всех видов взаимодействия спо-
собны увеличивать прочность лишь не-
которые типы взаимодействия. Всего 

таких видов взаимодействия шесть: Fur-
3-Gln-1, Fur-55-Glu-11, Fur-1-Glu-1, Fur-
3-His-1, Fur-2-Ser-1, Fur-2-Thr-1 (табл. 2).

Таблица 2
Энергия Гиббса для видов взаимодействия, способных увеличить

прочность комплекса

Name ΔG, кДж/моль ΔG (pcm), кДж/моль

Fur-3 - Arg-2 -6,297 38,917

Fur-1 - Asp-1 -40,907 16,048

Fur-3 - Gln-1 -19,060 -26,249

Fur-55 - Glu-11 -2,881 -3,324

Fur-1 - Glu-1 -51,133 -4,778

Fur-3 - His-1 -16,799 -9,206

Fur-1 - His-2 -4,322 12,693

Fur-5 - His-2 -8,375 7,738

Fur-3 - Lys-1 -29,168 36,222

Fur-7 - Lys-1 -5,156 13,590

Fur-2 - Ser-1 -8,426 -8,446

Fur-2 - Thr-1 -10,796 -4,994

Fur-3 - Thr-1 -7,859 0,006

Fur-12 - Tyr-12 -4,973 8,975

У фуросемида есть 7 центров способ-
ных образовывать водородные связи с 
субстратом, их взаимодействие с различ-
ными аминокислотными остатками дает 
набор возможных энергий взаимодей-
ствия и прочностей комплексов. Этот на-
бор возможных значений образует тер-
модинамический спектр (рис. 3).

Рис. 3. Термодинамический спектр взаимо-
действия фуросемида с пептидами в водной сре-
де (модель pcm)
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Таблица 3
Линии в термодинамическом спектре фуросемида имеющие наибольшие 

значения констант прочности с белковым субстратом

ΔG, кДж/моль Fur-1 Fur-2 Fur-3 Fur-4 Fur-5 Fur-6 Fur-7

-39,473 Glu-1 Ser-1 Gln-1 H2O H2O H2O H2O

-36,021 Glu-1 Thr-1 Gln-1 H2O H2O H2O H2O

-34,695 H2O Ser-1 Gln-1 H2O H2O H2O H2O

-31,027 Glu-1 H2O Gln-1 H2O H2O H2O H2O

-31,243 H2O Thr-1 Gln-1 H2O H2O H2O H2O

-31,735 Glu-1 Ser-1 Gln-1 H2O His-2 H2O H2O

-30,348 Glu-1 Ser-1 Gln-1 H2O Asp-1 H2O H2O

-30,662 Glu-1 Ser-1 Gln-1 H2O Gln-2 H2O H2O

-28,283 Glu-1 Thr-1 Gln-1 H2O His-2 H2O H2O

-27,210 Glu-1 Thr-1 Gln-1 H2O Gln-2 H2O H2O

-26,249 H2O H2O Gln-1 H2O H2O H2O H2O

-26,896 Glu-1 Thr-1 Gln-1 H2O Asp-1 H2O H2O

-26,957 H2O Ser-1 Gln-1 H2O His-2 H2O H2O

-25,570 H2O Ser-1 Gln-1 H2O Asp-1 H2O H2O

-25,883 Glu-1 Ser-1 Gln-1 H2O H2O H2O Lys-1

-25,884 H2O Ser-1 Gln-1 H2O Gln-2 H2O H2O

-24,530 Glu-1 Ser-1 Gln-1 H2O H2O His-1 H2O

-23,289 Glu-1 H2O Gln-1 H2O His-2 H2O H2O

-23,505 H2O Thr-1 Gln-1 H2O His-2 H2O H2O

-22,002 His-2 Ser-1 Gln-1 H2O H2O H2O H2O

-22,118 H2O Thr-1 Gln-1 H2O Asp-1 H2O H2O

-22,216 Glu-1 H2O Gln-1 H2O Gln-2 H2O H2O

-22,262 Glu-1 Ser-1 Gln-1 H2O H2O Ser-1 H2O

-22,430 Glu-1 Ser-1 His-1 H2O H2O H2O H2O

-22,431 Glu-1 Thr-1 Gln-1 H2O H2O H2O Lys-1

-22,432 H2O Thr-1 Gln-1 H2O Gln-2 H2O H2O

-21,078 Glu-1 Thr-1 Gln-1 H2O H2O His-1 H2O

-21,105 H2O Ser-1 Gln-1 H2O H2O H2O Lys-1

-21,108 Glu-1 His-1 Gln-1 H2O H2O H2O H2O

-21,514 Glu-1 Ser-1 Gln-1 H2O H2O Tyr-1 H2O

-21,902 Glu-1 H2O Gln-1 H2O Asp-1 H2O H2O

Используя рассчитанный спектр, 
можно на основе распределения Гиббса 
оценить вероятность реализации этих 
микросостояний. То есть, оценить за-
селенность уровней в этом энергетиче-

ском спектре. Результаты представлены 
в табл. 4 и на рис. 4. Из приведенных дан-
ных можно определить, что лишь 17 наи-
более низких по энергии уровней имеют 
заселенность более 0,1% . Это позволя-



57 Biomedicine № 1, 2011

Термодинамический спектр взаимодействия фуросемида с белковыми молекулами
в водной среде

ет значительно сократить число состо-
яний, которые реализуются для данной 
молекулы. Общее число линий в спектре 

фуросемида 296352, однако, лишь самые 
низкие по энергии имеют высокую сте-
пень заселенности.

Выводы

Полученный термодинамический 
спектр позволяет оценить потенциаль-
ные возможности молекул, в частности 
молекулы фуросемида, в процессе ком-
плексообразования с белковым субстра-
том. Во-первых, можно определить вели-
чину максимально возможного аффини-
тета, для фуросемида он оказался равен 
-39,5 кДж/на моль при взаимодействии 
центров фуросемида олигопептидами: 

 Рис. 4. Заселенность энергетических 
состояний молекулы фуросемида (%)

Таблица 4
 Вероятность реализации энергетических микросостояний фуросемида 
 с белковым субстратом при температуре 310K

№ ΔG, кДж/моль Заселенность, % № ΔG, кДж/моль Заселенность, %

1 -39,473 61,414 10 -27,210 0,434

2 -36,021 15,236 11 -26,249 0,295

3 -34,695 8,919 12 -26,896 0,382

4 -31,027 2,028 13 -26,957 0,392

5 -31,243 2,213 14 -25,570 0,224

6 -31,735 2,699 15 -25,883 0,254

7 -30,348 1,542 16 -25,884 0,254

8 -30,662 1,750 17 -24,530 0,147

9 -28,283 0,670 18 -23,289 0,089

Fur-1+Glu-1, Fur-2+Ser-1, Fur-3+Gln-1, 
остальные центры фуросемида находят-
ся в сольватированном состоянии. 

Анализ основных линий в спектре, 
имеющих значения выше 20 кДж/моль, 
позволяет сделать вывод, что в молекуле 
фуросемида только 1, 2 и 3 центры обе-
спечивают прочность комплекса с моле-
кулами белка. Остальным центрам вы-
годнее находиться в условиях специфи-
ческой сольватации. При этом первый 
центр взаимодействует с остатком глута-

миновой кислоты. Центр Fur-2 с остатка-
ми серина и треонина. И центр Fur-3 при 
этом взаимодействует с аминокислот-
ным остатком глутамина.

Термодинамический анализ заселен-
ностей с использованием распределения 
Гиббса, позволяет выявить те состояния, 
которые с высокой долей вероятности ре-
ализуются для данной молекулы. Это по-
зволяет значительно сократить число ли-
ний, которые следует учитывать при изу-
чении конкретной молекулы. Для фуро-
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семида лишь 17 из 296352 возможных со-
стояний имеют заселенность выше 0,1%.

Полученный спектр описывает потен-
циальные возможности молекулы, од-
нако не все эти состояния реализуются 
в реальных условиях. В реальном спек-
тре возможны запрещенные состояния, 
когда в организме нет белковых моле-
кул, обладающих необходимой структу-
рой. Также возможны и вырожденные 
состояния, при разных видах взаимодей-
ствия имеющих равные энергией взаи-
модействия, это должно быть характер-
но для молекул имеющих несколько оди-
наковых функциональных групп. Иден-
тификация линий в спектре и знание ко-
личества этих белковых молекул позво-
лит провести анализ заселенностей и ко-
личественно рассчитать активность в от-
ношении каждой мишени при определен-
ной температуре и дозировке вещества.

Термодинамический спектр должен 
иметь отражение и в фармакологиче-
ском спектре данного вещества. Он явля-
ется основой, определяющей биологиче-
скую активность молекул.
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Вероятность химического взаимодей-
ствия молекул двух лекарственных ве-
ществ между собой в организме очень 
мала, однако, на практике очень часто 
наблюдается взаимное влияние одного 
лекарственного вещества на активность 
другого [1]. Вероятнее всего, это может 
быть связано с фармакодинамически-
ми эффектами действия молекул лекар-
ственных веществ на биологические ми-
шени. Присутствие второго действую-
щего вещества не изменяет аффинитет 
первого вещества к белковой мишени, 
но изменяет распределение этих молекул 
по различным состояниям. Изменяются 
биологические активности веществ, что 
в свою очередь отражается на наблюда-
емых фармакологических эффектах [2].

Следует отметить, что в данной ста-
тье мы рассматриваем только различные 
виды прямого фармакодинамического 

взаимодействия веществ, не касаясь кос-
венного, при котором вещества взаимо-
действуют на разные биологические под-
системы, а фармакологический эффект 
взаимодействия проявляется на уровне 
эффекторных систем клеток, органов и 
целых систем. Также мы не рассматрива-
ем фармакокинетическое и другие виды 
взаимодействия биологически активных 
веществ в организме. 

С позиции термодинамической те-
ории следует рассматривать не только 
процесс образования комплекса лекар-
ственное вещество-биологический суб-
страт, но и развивающееся при приме-
нении двух и более веществ взаимодей-
ствие. Попадая в организм, вещество мо-
жет взаимодействовать не только с ксе-
нобиотиками, но и с эндогенными лиган-
дами (гормоны, медиаторы, нейропепти-
ды и др.). Присутствие в среде третье-
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Фармакодинамические эффекты взаимного
влияния веществ

В рамках предлагаемой математической модели, описывающей распределение лекарственного ве-
щества, дается описание взаимного влияния нескольких веществ. В статье рассматриваются только 
фармакодинамические эффекты. В рамках термодинамического описания, рассматриваются возмож-
ные механизмы активного аддитивного синергизма, гипосинергизма, потенцирования, сенситизации и 
т.д. Эти механизмы могут объяснить многие эффекты взаимного влияния веществ. Предложен новый 
класс лекарственных веществ, механизм действия которых основан на фармакодинамических законо-
мерностях. Предлагается также перспективное направление по созданию группы лекарственных ве-
ществ, которые непосредственно не действуют на важные биологические подсистемы, но влияющие на 
активность эндогенных лигандов.

Ключевые слова: фармакодинамика, термодинамика, лекарственное вещество.
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го вещества в значительной мере может 
влиять на активность и фармакологиче-
ский эффект лекарственных веществ и 
эндогенных лигандов.

При попадании в организм вещества, 
как правило, могут наблюдаться два 
основных вида взаимодействия веществ: 
синергетическое и антагонистическое [2, 
3]. При синергетическом взаимодействии 
наблюдается однонаправленный фарма-
кологический эффект (Ph), при антагони-
стическом – фармакологические эффек-
ты взаимодействующих веществ направ-
лены противоположно по отношению к 
основной биологической подсистеме. 

Рассматривая синергетическое вза-
имодействие, при котором суммарный 
фармакологический эффект вещества X 
и Y превышает фармакологический эф-
фект наиболее активного из них, можно 
выделить несколько возможных вариан-
тов прямого синергизма.

Взаимодействие веществ X и Y, при 
котором их фармакологические эффек-
ты суммируются, называется аддитив-
ным синергизмом или суммацией. В этом 
случае количество биологических ми-
шеней достаточно для образования ком-
плекса всей свободной фракции обоих 
веществ, общий фармакологический эф-
фект при их взаимодействии будет равен 
сумме PhX и PhY (рис.1).

При малых NX, NY – уравнение име-
ет вид:

т.е. активность вещества X не изменяет-
ся в присутствии вещества Y. Здесь и да-
лее В – биологическая подсистема, на ко-
торую действует вещество.

Взаимодействие веществ, при кото-
ром фармакологический эффект комби-
нации веществ PhX+Y меньше, чем сум-
ма фармакологических эффектов каж-
дого вещества в отдельности PhX + PhY 
можно назвать гипосинергизмом. При та-
ком взаимодействии наблюдается конку-
ренция двух лигандов за биологическую 
мишень. Каждое вещество способно вза-
имодействовать со свободной фракцией 
биосубстрата (рис. 2).

Рис. 1. Аддитивный синергизм
А – активность вещества, С – количественная ха-
рактеристика вещества.
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Рис. 2. Гипосинергизм
А – активность вещества, С – количественная ха-
рактеристика вещества.
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Это возможно, когда NX и NY доста-
точно большие величины, сравнимые с 
N0, свободная фракция биологического 

субстрата меньше N0, что сказывается 
на активности.

Если при взаимодействии веществ X 
и Y общий фармакологический эффект 
PhX+Y превышает сумму PhX и PhY, такое 
взаимодействие носит название потенци-
рование [1, 3, 4]. Развитие такого вариан-
та прямого взаимодействия веществ воз-
можно только в случае различного аф-
финитета веществ X и Y к побочным био-
логическим мишеням (рис. 3). Если кон-
станта прочности комплекса YВ2 боль-
ше, чем XВ2, вещество Y замещая веще-
ство X на побочной мишени, например, 
на транспортном белке альбумине, повы-
шает свободную фракцию X в среде в не-
сколько раз, что приводит к образованию 
значительно большего числа комплексов 
XВ1 и, соответственно, к значительному 
увеличению основного фармакологиче-
ского эффекта PhX.

Следует отметить, что в случае если 
вещество Y не вызывает основного фар-
макологического эффекта PhY=0, но яв-
ляется конкурентом вещества X за ком-
плексообразование с побочной биологи-
ческой мишенью, то такое взаимодей-
ствие носит название сенситизации (рис. 
4). Это явление очень часто встречается 
в клинике при комбинации лекарствен-
ных веществ, обладающих разным меха-
низмом действия.
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Рис. 3. Диаграмма эффекта потенцирования
ΔG – термодинамический спектр вещества, 

горизонтальные линии в прямоугольниках со-
ответствуют уровням активации биологических 
подсистем В1 или В2.
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Рис. 4. Диаграмма эффекта сенситизации. 
Обозначения как на рис. 3
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Phx+y >Phx +Phy, при Phy=0.

В прямом антагонистическом вза-
имодействии веществ можно выде-
лить две основные формы: конкурент-
ный антагонизм и десенситизацию [4, 
5]. Следует отметить, что на уров-
не биологической активности возмож-
ные случаи рассмотрены выше, но ког-
да фармакологический эффект различ-
ных биологических мишеней противо-
положен, фармакологические эффек-
ты вычитаются.

При возникновении конкурентного 
антагонизма вещество Y имеет боль-
ший аффинитет к основной мишени, 
чем вещество X и при попадании в ор-
ганизм вытесняет его из комплекса с 
белком. Константа прочности комплек-
са YВ1 имеет большую величину, чем 
комплекса XВ1, как при аддитивном ва-
рианте синергизма, однако фармако-
логические эффекты PhX и PhY имеют 
разный вектор. Это означает, что одно 
из веществ-конкурентов (в данном слу-
чае вещество X) является стимулято-
ром по отношению к основной биоло-
гической мишени, образуя с ней ком-
плекс, оно увеличивает внутреннюю 
активность PhX>Ph0. Вещество Y явля-
ется блокатором (литиком) данной био-
логической подсистемы, уменьшая вну-
треннюю активность PhX>PhY<Ph0.

Математически такое взаимодействие 
можно выразить следующим образом:

Phx+y >Phx +Phy

В случае, если вещество Y, обладая 
аффинитетом к мишени при образо-
вании комплекса YВ1 замещает веще-
ство X, не вызывая снижения физио-
логической функции подсистемы, т.е. 
стабилизирует подсистему в физио-

логическом состоянии, такое взаимо-
действие называется десенситизацией 
и математически выражается следую-
щим образом:

Phx+y >(Phx+Phy=Phx), при Phy=0.

Как было показано выше, величина 
ΔG количественно отражает величину 
аффинитета к биологической подсисте-
ме, следовательно, зная ее значение по 
отношению к конкретному белку и ве-
личину аффинитета вступающих во вза-
имодействие биологически активных ве-
ществ, можно не только прогнозировать 
вид взаимодействия (синергизм, потен-
цирование, конкурентный антагонизм и 
др.), но и количественно рассчитывать 
величину этого взаимодействия.

Резюмируя выше сказанное, следу-
ет отметить, что работа по расчету ве-
личины и предсказанию направления 
взаимодействия веществ в организме, 
при котором одно биологически актив-
ное вещество изменяет фармакодина-
мику другого, является важным науч-
ным направлением в области теорети-
ческой фармакологии. Описанные эф-
фекты, связанные с фармакодинами-
ческим взаимодействием веществ мо-
гут служить основой для создания но-
вого особого класса лекарственных ве-
ществ, действие которых основано на 
этих закономерностях. Новые веще-
ства, назовем их модуляторами фар-
макологической активности, будут 
изменять фармакологическую актив-
ность лигандов, влияя на их свободную 
концентрацию в биологической систе-
ме, не обладая собственной фармако-
логической активностью к данной био-
логической мишени. Механизм модули-
рующего действия, как показано выше, 
основан на вытеснении молекул основ-
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ного действующего вещества с транс-
портных и конструкционных белков. 
Эти препараты позволят резко снизить 
дозу лекарственных веществ.

Следует отметить, что все рассмо-
тренные фармакодинамические эффек-
ты в полной мере относятся и к эндоген-
ным лигандам. Перспективным классом 
лекарственных веществ на наш взгляд 
могли бы быть вещества, которые не-
посредственно не действуют на важные 
биологические подсистемы, но способны 
изменять эффективную концентрацию 
естественных регуляторов – эндогенных 
лигандов.
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Matuematical modeling of interactions of substances

I.V. Smirnov, A.A. Bondarev, V.V. Udut, N.N. Karkischenko

The thermodynamical model account of drug distribution, mutual influence some substances. This article 
about pharmacodynamical effects, bat not chemical, pharmacokinetical influence and interaction on the 
biological mechanism’s. The possibly mechanism’s of additive synergism, hyposynergism, sensitivity had 
been examine of thermodynamical description. The description of interaction influence of substances by 
one’s mechanism’s. The new drug’s class suggested. The action mechanism that drug on pharmacodynamical 
law. We propose prospect direction of found drug’s group. The one is direct influence on endogenous ligand 
activity, but not impotent biological subsystem.

Key words: pharmacodynamyc, thermodynamyc, drug.
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Математическое моделирование процесса
приготовления таблетированной формы
чумной живой вакцины

Многочисленность влияющих факторов и их взаимосвязь в технологии таблетированной формы 
чумной живой вакцины обуславливают сложность протекания указанного процесса и, в случае непра-
вильного их учета, создаются предпосылки к получению препарата или низкого качества, или вообще 
не соответствующего требованиям. Целью настоящей работы явилось математическое моделирование 
процесса приготовления таблетированной формы чумной живой вакцины. Показано, что полученные 
модели оценки основных показателей качества полуфабрикатов и готового препарата обладают высо-
кой надёжностью и диагностической эффективностью, что позволяет использовать их для контроля и 
управления процессами приготовления не только таблетированных, но и других форм иммунобиологи-
ческих препаратов. 

Ключевые слова: таблетированная форма вакцины, биотехнологический процесс, факторный ана-
лиз, математическая модель. 

Успех в решении задач по организа-
ции и проведению массовой экспресс-
ной вакцинации, позволяющей быстро 
иммунизировать большие континген-
ты людей, зависит не только от выбо-
ра оптимального способа введения пре-
парата в организм, но и от создания но-
вых форм выпуска вакцин [1]. Наибо-
лее перспективной формой живых вак-
цин являются таблетированные препа-
раты, состоящие из биологически актив-
ных субстанций (биокомпонента) и спе-
циального наполнителя, обеспечиваю-
щего придание таблетке необходимых 
физико-химических и вкусовых качеств. 
Это в полной мере относится и к табле-
тированной форме вакцины чумной жи-
вой, являющейся средством экспрессной 
профилактики чумной инфекции [2].

Технологический процесс получения 
таблетированной чумной живой вакцины 

предусматривает выполнение ряда после-
довательных операций, направленных, в 
конечном итоге, на придание прессуемой 
смеси свойств, обеспечивающих получе-
ние готового препарата, соответствую-
щего установленным нормативной доку-
ментацией требованиям. При этом сама 
таблетка должна полностью удовлет-
ворять не только нормативам, которые 
установлены для нее госфармакопеей 
как к лекарственной форме, но и содер-
жать требуемое количество полноцен-
ных живых микробов вакцинного штам-
ма, обеспечивающих необходимую им-
мунизирующую дозу [3].

Многочисленность влияющих фак-
торов и их взаимосвязь в процессе непо-
средственного прессования обуславли-
вают сложность протекания указанно-
го процесса и, в случае неправильного их 
учета, создаются предпосылки к получе-

Биомедицина  № 1, 2011, C. 64-71



65 Biomedicine № 1, 2011

Математическое моделирование процесса приготовления таблетированной формы
чумной живой вакцины

нию препарата или низкого качества, или 
вообще не соответствующего требовани-
ям. Это указывает на необходимость изу-
чения закономерностей процесса прессо-
вания и нахождения математических за-
висимостей, описывающих взаимосвязи 
между влияющими факторами и показа-
телями качества готовой таблетки, с це-
лью дальнейшей оптимизации процесса.

К настоящему времени математиче-
ское описание процессов подготовки та-
блеточных смесей, содержащих сухой 
биокомпонент, к прессованию, и соб-
ственно их таблетирование не нашли ши-
рокого освещения в отечественной ли-
тературе, несмотря на ряд публикаций, 
посвященных получению такого рода 
биопрепаратов [4, 5, 6]. Это послужило 
основанием для проведения соответству-
ющих исследований и обсуждения полу-
ченных результатов.

С учетом изложенного, целью насто-
ящей работы явилось математическое 
моделирование процесса приготовления 
таблетированной формы чумной живой 
вакцины.

Материалы и методы

Объектом исследования служили 
структура и характер многофакторных 
отношений между технологическими па-
раметрами и показателями качества та-
блетированной формы чумной живой 
вакцины, которые представляют собой 
цепь причин и следствий. 

Предметом исследования было выяв-
ление из множества возможных причин 
«мнимых», якобы вызывающие брак, 
и «реальных» факторов, действитель-
но ведущих к снижению качества вакци-
ны. Оценку вклада отобранных «немно-
гочисленных существенно важных» фак-
торов в изменение качества продукции 

проводили методом математического мо-
делирования.

Анализу подвергалась технология по-
лучения вакцины чумной живой табле-
тированной. В работе исследовалось 10 
серий готовой формы вакцины и ее по-
луфабрикатов. База данных, характери-
зующих технологический процесс при-
готовления таблетированной вакци-
ны, сформирована на основе результа-
тов контроля основных стадий производ-
ства: приготовление концентрированной 
суспензии клеток вакцинного штамма, 
ее обезвоживание, приготовление табле-
точной массы и таблетки. Каждая из ста-
дий представлена в базе данных соответ-
ствующим набором характеристик, ко-
торые и исследовались с использованием 
математического аппарата — факторно-
го, дискриминантного и регрессионного 
анализов. Алгоритмы расчёта целевых 
функций реализованы на ПЭВМ.

Для изучения влияние комплекса тех-
нологических факторов на качество вак-
цины определяющими показателями были 
выбраны специфическая активность и ме-
ханическая прочность таблетки.

При получении сокращенного мате-
матического описания объекта исследо-
вания применяли факторный метод ана-
лиза [7]. Для оценки вклада каждого па-
раметра в действие определённого фак-
тора использован графический метод, 
где обобщающие факторы представле-
ны двумя осями, а параметры — вектора-
ми, проведёнными из начала координат в 
точки с координатами соответствующих 
факторных нагрузок.

Величины нагрузок измеряемых па-
раметров на оси координат показыва-
ют степень их зависимости от опреде-
ляющих факторов. Сумма квадратов на-
грузок по каждому фактору составля-
ет итоговый вклад параметров в суммар-
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ную дисперсию всех параметров. Основ-
ным (ведущим) фактором в системе счи-
тается тот, на который приходится боль-
шая доля общей дисперсии. Коэффици-
енты корреляций в факторном простран-
стве между параметрами равны произ-
ведению длин векторов, умноженных на 
косинус угла между ними. Вращение оси 
координат позволяет, изменять нагруз-
ки на факторы при неизменных коэффи-
циентах корреляции между параметрами 
и суммарной дисперсии. Для интерпре-
тации факторных решений угол враще-
ния осей подбирали таким образом, что-
бы графическое изображение имело вид, 
при котором параметры, характеризую-
щие хорошо знакомые свойства систе-
мы, имели бы столь высокие нагрузки 
на соответствующий фактор, насколько 
это возможно. Полученная окончатель-
ная матрица нагрузок, объясняющая ва-
риации отдельных параметров действием 
двух обобщающих факторов, позволяет 
исключить из дальнейшего исследования 
параметры с минимальным влиянием. 
После отбора наиболее информативных 
показателей, на их основе разрабатыва-
ли математические модели соответству-
ющей стадии биотехнологического про-
цесса. Для этой цели использовали аппа-
рат регрессионного анализа [8].

Результаты и их обсуждение

Результаты проведенного факторно-
го анализа свидетельствуют, что не ме-
нее 50 % (51, 96) изменений всех параме-
тров, характеризующих процесс высуши-
вания, смешивания обезвоженной куль-
туры с гранулятом и прессования сме-
си в таблетку можно описать действием 
2-х основных факторов: биологическо-
го (Ф2), представляющего собой обоб-
щенное влияние свойств биологическо-

го компонента, и технологического (Ф1), 
представляющего обобщенное влияние 
группы технических параметров на фор-
мирование основных показателей каче-
ства — концентрации живых микробов в 
таблетке и ее механическую прочность.

Анализ показал, что технологический 
фактор является определяющим в форми-
ровании качества таблетки. На его долю 
приходится большая часть «объяснен-
ной» дисперсии. На рисунках 1 и 2 пред-
ставлен пример графического изображе-
ния исходного и итогового факторных 
решений по стадии приготовления сухой 
микробной культуры при производстве 
таблетированной чумной вакцины.

На стадии приготовления сухой куль-
туры (рис. 1) технологический фактор 
идентифицируется изменениями параме-
тров, характеризующих условия субли-
мационного высушивания — продолжи-
тельность замораживания (Тзам), разре-
жение в сублимационной камере (Рсуб), 
продолжительность (Тдос) и температу-
ра досушивания (tдос). Изменение ука-
занных векторов обратно направлению 
изменения фактора Ф1.

Параметры, определяющие условия 
подготовки вакцинной взвеси к высуши-
ванию и режим ее замораживания, име-
ют низкие нагрузки на технологический 
фактор, что свидетельствует об их малой 
значимости для пространства исследу-
емых признаков и является основанием 
для исключения из дальнейших расчетов.

Биологический фактор (Ф2) процес-
са высушивания идентифицируется век-
торами параметров, которые характери-
зуют свойства жидкого биокомпонента, 
такими, как общее содержание клеток в 
вакцинной взвеси (ОКвв), концентрация 
в ней жизнеспособных клеток (БКвв) и 
её кислотность (рНвв). Биологический 
фактор определяет лишь 16,80 % диспер-
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сии параметров и поэтому его влияние на 
поведение системы менее значимо.

Факторный анализ показал, что тех-
нологический и биологический факто-
ры не равноценны по своему влиянию 
на сохранение жизнеспособной биомас-
сы в культуре после сублимационного 
высушивания (БКск). После определе-
ния векторов, которые имели на факто-
ры наибольшую нагрузку, было состав-
лено итоговое графическое решение, ко-
торое описывает 71,2 % изменений всех 
параметров, характеризующих процесс 
обезвоживания вакцинной взвеси. На его 
основе сформировали пространство при-
знаков, вносящих наибольший вклад в 
изменение показателя концентрации жи-
вых клеток в сухой культуре. Получен-
ный набор признаков использовали в ка-
честве исходных для математического 
описания процесса обезвоживания вак-
цинной взвеси. Итоговое факторное ре-
шение по стадии приготовления сухой 
культуры и аналитическое выражение 
модели представлены на рисунке 2 и ана-
литическом выражении (1).

БКск = 14,29 − 0,24 · ОКвв + 2,69 · БКвв 
+ 32,18 · Тдос + 0,66 · tдос, (1)
где: БКск — концентрация жизнеспособ-
ных клеток в сухой микробной культуре, 
млрд кл.в см3;
14,29 — свободный член;
ОКвв — общее содержание клеток в вак-
цинной взвеси, млрд кл.в см3;
БКвв — концентрация жизнеспособных 
клеток в вакцинной взвеси, млрд кл.в см3;
Тдос — продолжительность досушива-
ния, ч;
tдос — температура досушивания, ºС.

Представленное уравнение имеет вы-
сокую сходимость с экспериментальны-
ми данными (коэффициент множествен-

ной регрессии равен 0,77 при критиче-
ском 0,71, а коэффициент детермина-
ции - 0,59).

Аналогичным образом с помощью 
факторного анализа определялось влия-
ние технологического и биологического 
факторов в процессе приготовления та-
блеточной массы и на стадии приготов-
ления готовой формы вакцинного препа-
рата. Итоговые факторные решения от-
носительно показателей концентрации 
жизнеспособных клеток в таблеточной 
массе (БКтм) и готовой таблетке (БКт) 
позволили представить взаимосвязи па-
раметров на этих стадиях в виде функ-
ций (2) и (3).

БКтм = 41,67 + 0,42 · БКск − 10,66 · Тхр/
ск − 4,95 · ДВэ + 5.33 · ДВк, (2)

где: БКтм — концентрация жизнеспо-
собных клеток в таблеточной массе, 
млрд кл.в см3;
41,67 — свободный член;
БКск — концентрация жизнеспособных 
клеток в сухой микробной культуре, 
млрд кл.в см3;
Тхр/ск — продолжительности хранения 
сухой культуры, ч;
ДВэ — давление воздуха на эжекторе 
смесителя, кПа;
ДВк — давление воздуха на соплах сме-
сителя, кПа.

Представленное уравнение имеет вы-
сокую сходимость с экспериментальны-
ми данными (коэффициент множествен-
ной регрессии равен 0,87 при критиче-
ском 0,71, а коэффициент детермина-
ции - 0,73).

БКт = 170,35 + 0,056 · БКтм − 16,23 · 
Вмп − 18,29 · Спр − 0,50 · Дпр + 15,11. 
Дт, (3)
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где: БКт — концентрация жизнеспособ-
ных клеток в таблетке, млрд кл.в см3;
170,35 — свободный член;
БКтм — концентрация жизнеспособных 
клеток в таблеточной массе, млрд кл.в 
см3;
Вмп — высота матричного простран-
ства, мм;
Спр — скорость прессования, мм.с-1;
Дпр — давление прессования, МПа;
Дт — диаметр таблетки, мм.

О надёжности прогностической оцен-
ки содержания живых микробов в гото-
вом таблетированном препарате с ис-
пользованием представленной функ-
ции свидетельствует коэффициент мно-
жественной корреляции, равный 0,92 
(Rт0,95 = 0,75) и коэффициент детерми-
нации, равный 0,85. 

Что же касается остальных показате-
лей из выборки экспериментальных дан-
ных, не вошедших в представленные мо-
дели, их недостаточная информационная 
значимость, по-видимому, обусловлена 
незначительным влиянием на результа-
ты соответствующей технологической 
операции, а также, возможно, методика-
ми их определения. Дальнейшие исследо-
вания и расширение базы данных позво-
лят уточнить сделанные выводы.

Изучение влияния технологических 
параметров на такой показатель ка-
чества таблетки, как её механическая 
прочность, имеет смысл только на ста-
дии прессования таблеточной массы. 
Поэтому в факторном анализе были ис-
пользованы параметры, характеризую-
щие свойства таблеточной массы и ре-
жим её прессования. Для анализа нагру-
зок угол вращения оси координат подби-
рали так, чтобы вектор, отражающий из-
менение значений механической прочно-
сти совпадал с осью координат Ф1. Наи-

большую нагрузку на Ф1 имели параме-
тры: скорость прессования (Спр), высо-
та матричного пространства (Вмп), мас-
са таблетки (Mт) и давление прессова-
ния (Дпр). Нагрузка остальных векторов 
на эту ось значительно ниже. Отобран-
ные параметры, вектора которых имели 
наибольшую нагрузку на Ф1 (в том числе 
и диаметр таблетки), были использованы 
в качестве исходных для расчёта множе-
ственной регрессии. 

Окончательный вид полученной моде-
ли представлен выражением (4):

МПт = 0,27 – 0,11 · Тхр/тм – 0,17 · Вмп 
+ 0,20 · Спр + 0,03 · Дпр + 0,21 · Дт – 
0,43  · Мт, (4)

где: МПт — механическая прочность та-
блетки на истирание, процент;
0,27 — свободный член;
Тхр/тм — продолжительность хранения 
таблеточной массы, ч;
Вмп — высота матричного простран-
ства, мм;
Спр — скорость прессования, мм.с-1;
Дпр — давление прессования, МПа;
Дт — диаметр таблетки, мм;
Мт — масса таблетки, г.

Высокие значения коэффициента де-
терминации (0,83) и множественной кор-
реляции (R=0,91 при Rт0,95=0,81) для 
представленного уравнения свидетель-
ствуют о том, что полученная матема-
тическая модель значимо описывает 83 
% изменений всех технологических па-
раметров, оказывающих существенное 
влияние на формирование значения по-
казателя механической прочности полу-
чаемой таблетки.

Таким образом, реализованный под-
ход к разработке математического опи-
сания технологических процессов приго-
товления таблетированной формы чум-
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ной вакцины, предусматривающий вы-
явление наиболее значимых показате-
лей на основе исследования взаимосвя-
зей в изучаемом многопараметрическом 
пространстве с использованием фактор-
ного анализа, продемонстрировал свою 
эффективность при решении задач моде-
лирования биотехнологических процес-
сов. Полученные модели оценки основ-
ных показателей качества полуфабрика-
тов и готового препарата обладают высо-
кой надёжностью и диагностической эф-
фективностью, что позволяет использо-
вать их для контроля и управления про-
цессами приготовления не только табле-
тированных, но и других форм иммуно-
биологических препаратов.
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Mathematical modeling of preparation of lozenge-formed 
live plague vaccine

S.A.Shvetsov, N.A.Cherkasov, A.V.Ezhov, S.V.Bagin, V.V.Teterin, D.A.Mokhov

Wide range of influence factors and their interrelation at producing lozenge-formed live plague vaccines 
is making the specified process difficult: when being incorrectly assessed, the preparation is possible to be of 
low quality or inappropriate to requirements. Aim of the given work is to mathematically model the process 
of preparation of lozenge-formed live plague vaccine. Developed models for assessing significant parameters 
of quality of the semi-manufactured goods and complete preparation were proved to be of high reliability and 
diagnostic efficiency that allows to use them for monitoring and arranging the process of producing lozenged 
as well as other forms of immunobiological preparations. 

Key words: lozenge-formed vaccine, biotechnological process, factor analysis, mathematical model
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ЭксПеРиментАлЬнАЯ РАботА

Биомедицина  № 1, 2011, C. 72-74

Для оценки адаптогенной активности 
препаратов используются ряд методик с 
использованием животных. Один из та-
ких — широко известный тест Порсолта 
(Porsolt) или тест отчаяния [2].

Методика поведенческого отчаяния 
(беспомощности) по методу Порсолта 
является базисной моделью оценки ан-
тидепрессантов [1]. Суть метода состо-
ит в том, что животные, попадая в воду, 
начинают проявлять бурную двигатель-
ную активность, направленную на поиск 
выхода из аверсивной (неприятной) си-
туации. Затем животные оставляют по-
пытки выбраться из сосуда и зависают в 
воде в характерной позе, оставаясь пол-

ностью неподвижными или совершая не-
значительные движения, необходимые 
для поддержания морды над поверхно-
стью воды. Показателем выраженности 
депрессивного состояния по данному те-
сту является длительность неподвижно-
сти животных (иммобилизации). В тесте 
поведенческого отчаяния после актив-
ных попыток избавления из аверсивной 
ситуации у животных наступает стадия 
иммобилизации, которая отражает де-
прессивное состояние. Состояние иммо-
билизации оценивают визуально с опре-
делением ее длительности в течение 10 
мин. наблюдения. Вещества с антиде-
прессивной активностью облегчают это 

С целью поиска объективной методики оценки физической выносливости мелких лабораторных 
животных для изучения адаптогенной активности некоторых лекарственных препаратов был предложен 
тест вынужденного плавания. Представлены результаты экспериментального скрининга с использова-
нием плавания животных с разными нагрузками. Был выбран оптимальный вариант. 

Ключевые слова: оценка физической активности, изучение адаптогенной активности лекарствен-
ных препаратов, крысы линии WAG/GY, тест вынужденного плавания. 

Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Московская область

Контактная информация: giyak@yandex.ru Гия Джемалиевич Капанадзе

В.Н. Каркищенко, Г.Д. Капанадзе, С.Е. Деньгина, Н.В. Станкова

Разработка методики оценки физической
выносливости мелких лабораторных
животных для изучения адаптогенной
активности некоторых
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Разработка методики оценки физической выносливости мелких лабораторных животных для 
изучения адаптогенной активности некоторых лекарственных препаратов

состояние, уменьшая длительность им-
мобилизации. 

Опираясь на описанный тест Пор-
солта, мы решили разработать наиболее 
объективный способ оценки физической 
выносливости крыс в условиях стресса.

Целью работы являлась разработка 
объективной методики оценки физиче-
ской выносливости мелких лаборатор-
ных животных для дальнейшего изуче-
ния адаптогенной активности некоторых 
лекарственных препаратов.

Материалы и методы

Исследования проводили в лаборато-
рии биомоделирования НЦБМТ РАМН 
на самцах крыс линии WAG/GY. Крыс 
содержали в пластиковых клетках при 
естественном освещении и температу-
ре 20-22ºС, кормили брикетированными 
комбикормами. Животные были взяты в 
эксперимент после 7 дней карантина. В 
эксперименте использовались половоз-
релые самцы массой 230-240 г. Протокол 
эксперимента был рассмотрен и одобрен 
комиссией по биоэти-
ке НЦБМТ РАМН.

Было сформиро-
вано 4 группы живот-
ных, в каждой группе 
находились по 6 голов 
крыс. Сосуды (сте-
клянные прозрачные 
квадратные емкости 
размером в сечении 
25х25х60 см.) напол-
нялись водой на вы-
соте 40 см. Животных 
метили водоустойчивой краской. Первая 
группа крыс запускалась в воду без гру-
за. Животных второй группы помещали в 
воду с грузом, составляющей 5% от мас-
сы тела, третья группа — с грузом 10% и 

четвертая — грузом 15%. При наблюде-
нии за животными засекали время их на-
хождения в воде. Критическим являлся 
момент, когда животное было не в состо-
янии удержаться над поверхностью воды 
самостоятельно. В этот момент крысу 
вынимали из воды, обсушивали полотен-
цем и возвращали в клетку. Животные 
каждой группы плавали 3 раза — на 1, 3 
и 7 день эксперимента.

Результаты и их обсуждение

Крысы вели себя в наших экспери-
ментах в соответствии с описанной клас-
сической методике Порсолта. При по-
падании в воду животные начинали ак-
тивно двигаться в поисках выхода. Впо-
следствии они «зависали» в характерной 
позе без движения. Через некоторое вре-
мя крыса начинала активно двигаться в 
поисках выхода из аверсивной ситуации. 
Уставая, животное начинало погружать-
ся под воду все чаще и чаще, начиная то-
нуть. Именно этот момент мы брали за 
точку окончания эксперимента. 

Время плавания животных без гру-
за на третий день по сравнению с фоно-
вым показателем увеличилось на 7%, а 
на седьмой день — на 21%, что можно 
объяснить адаптацией животных к новой 

Результаты по тесту принудительного плавания
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среде и постепенным увеличением физи-
ческой выносливости на фоне запредель-
ных нагрузок. 

С грузом 5% время плавания живот-
ных в сравнении с первой группой зна-
чительно уменьшалась (почти в 2 раза), 
но при этом оставалась тенденция по-
степенного увеличения времени плава-
ния в сравнении с фоновыми показателя-
ми. Аналогичная картина наблюдалась и 
в других группах при увеличении груза.

С нарастанием груза постепенно 
уменьшалось время плавания животных 
в целом, при этом уменьшался разрыв 
времени по отношению к фоновым пока-
зателям.

На наш взгляд, при оценке физиче-
ской выносливости крыс для изучения 
адаптогенной активности лекарственных 
препаратов наиболее оптимальным явля-
ется плавание животных с грузом 10% от 
массы тела. Груз 15% и более вызывает 
быстрое утомление животных, нарастает 
время восстановления организма. Трудно 
определить момент утопления, что мо-
жет привести к их гибели. И, наоборот, 

при плавании животных с грузом менее 
5% эксперимент растягивается во вре-
мени, животные обучаются плавать, что 
может искажать результат.

 С применением данной методики 
можно оценить физическую выносли-
вость крыс в условиях стресса и запре-
дельных нагрузок. Метод удобен, прост 
в исполнении, не требует специального 
оборудования.
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laboratory rats endurance for the study of different medicine activities. The results of experimental researches 
of  rats swimming with different loadings are presented. Optimal method was determined. 

Key words: estimation of physical activity, study of adaptogene medicine activity, rats WAG/GY line, 
forced swim test.
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Введение

В гепатобилиарной хирургии одними 
из важнейших задач, требующих новых 
подходов к решению, являются надеж-
ный и нетравматичный гемостаз и били-
стаз, от которых во многом зависит бла-
гоприятное течение послеоперационно-
го периода. Описано множество методов 
остановки кровотечения при операциях 
на печени, однако проблема остается не-
решенной [1]. 

Материалы и методы

В эксперименте на 25 мини-свиньях 
светлогорской породы в возрасте 6 ме-
сяцев с массой 20-22 кг проведены ис-
следования по изучению морфофунк-
циональных изменений в области ложа 
желчного пузыря при применении пре-
парата «Гемостоп» после выполнения 
холецистэктомии.

Эксперимент предусматривал модели-
рование условий операции холецистэк-
томии. Всем животным выполнялась хо-
лецистэктомия с использованием для об-
работки ложа желчного пузыря препара-
та «Гемостоп». 

Мини-свиньи для исследования про-
цессов, происходящих в ложе желчно-
го пузыря после применения препарата 
«Гемостоп» выбраны как достаточно 
хорошо изученный объект, имеющий 
много общих черт с человеком в анато-
мии и физиологии. Длина желчного пу-
зыря у мини-свиней светлогорской по-
роды составляет в среднем 6,0 — 10,0 
см, своим дном прилежит к вентраль-
ному краю печени, что удовлетворяет 
условиям эксперимента.

Экспериментальные исследования 
выполнялись в соответствии с «Прави-
лами проведения работ с использова-
нием экспериментальных животных», 
утвержденными приказом Министер-

1– Ростовский государственный медицинский университет Федерального агентства по 
здравоохранению и социальному развитию,  Ростов-на-Дону
2– Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Московская область
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ства Здравоохранения СССР от 12 авгу-
ста 1977 года.

Эксперимент проводился в специ-
ально оборудованных операционных в 
асептических условиях на V-образном 
столе желобе, изготовленного из 
металла-дюраля, отличающийся легко-
стью (5 кг), прочностью и устойчиво-
стью к агрессивным средам и дезинфи-
цирующим растворам  в положении лежа 
на спине с фиксацией всех четырех ко-
нечностей [2].

Под 5% раствором  тиопентала-
натрия в физиологическом раство-
ре внутривенно, после обработки опе-
рационного поля, всем мини-свиньям 
выполнялась лапаротомия, выделялся 
желчный пузырь и производилась ти-
пичная холецистэктомия от шейки с 
раздельной перевязкой пузырной арте-
рии и пузырного протока. При выделе-
нии желчного пузыря из ложа не про-
изводилась его коагуляция а с целью 
гемостаза использовался новый отече-
ственный препарат «Гемостоп».

«Гемостоп» является производным 
цеолита NaCaAX, обладающего высо-
кой абсорбирующей способностью. Ге-
мостатический эффект основан на бы-
стром влагопоглощении. При контакте 
с кровью поглощается большой объем 
воды относительно массы и объема пре-
парата, что приводит к локальной кон-
центрации клеточных и крупных бел-
ковых компонентов крови (в т.ч. фак-
торов свертывания), это в свою очередь 
индуцирует формирование кровяного 
сгустка. Кроме того, поверхностный 
потенциал цеолита способствует ак-
тивации XII фактора свертываемости 
крови и тромбоцитов. «Гемостоп» так-
же содержит кальций, который являет-
ся ко-фактором во многих звеньях ко-
агуляционного каскада. При использо-

вании изделие легко заполняет полость 
раны, не фиксируется к тканям, не вса-
сывается, после применения легко уда-
ляется механическим путем.

Порошок в количестве 20-25 грамм 
засыпали в ложе желчного пузыря, там-
понировали марлевой салфеткой и че-
рез 5 минут удаляли тампон и вымывали 
остатки порошка для контроля гемоста-
за. Гемостаз считался достигнутым когда 
после удаления остатков порошка не на-
блюдалось видимого паренхиматозного 
кровотечения. Отметим, что во всех слу-
чаях после применения препарата, допол-
нительного гемостаза не понадобилось. 
По завершении операции брюшная по-
лость ушивалась послойно наглухо. Кро-
вопотеря во время операции составляла 
100-150 мл. 

Все животные хорошо перенесли 
операцию. Через 2–3 дня их было труд-
но отличить от неоперированных. Дан-
ные операции и послеоперационно-
го наблюдения заносили в протокол. 
Срок наблюдения после операции от 
1 до 14 суток. Общее состояние живот-
ных оценивали по их поведению, отно-
шению к пище. В первый день послео-
перационного периода животные полу-
чали только воду и находились на го-
лодной диете, со второго дня их перево-
дили на свободное кормление.

Животные выводились из экспери-
мента на 1 (5 свиньи), 3 (5 свиней), 5 
(5 свиньи),  7 (5 свиньи) и 14 (5 свиней) 
сутки после оперативного вмешатель-
ства путем передозировки 5% раство-
ра тиопентала-натрия введенного вну-
тривенно.

Морфологическое исследование осу-
ществлялось сразу после выведения жи-
вотных из эксперимента. Проводилось 
макроскопическое описание ложа желч-
ного пузыря и окружающих тканей и ор-
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ганов. Для микроскопического исследо-
вания забирались фрагменты ложа желч-
ного пузыря, обработанные  препаратом 
«Гемостоп». Материал фиксировали в 
10% растворе нейтрального формалина, 
который после стандартной парафино-
вой проводки и изготовления парафино-
вых срезов толщиной 3–5 мкм окрашива-
ли гематоксилином-эозином, пикрофук-
сином по Ван-Гизону и оригинальным 
методом по Маллори (специализирован-
ные окраски соединительной ткани). Ар-
гирофильные волокна выявлялись мето-
дом серебрения по Футу, эластические 
— окраской по Вейгерту, для определе-
ния углеводных соединений использова-
лась ШИК-реакция. Микроскопическое 
исследование проводилось на микроско-
пе «DME» фирмы «LEICA» (Германия). 
Документирование результатов исследо-
вания выполнялось с помощью компью-
терной программы анализа изображения 
«ДиаМорф Сito-W» (Россия), совмещен-
ной с микроскопом.

Результаты и их обсуждение

Обзорная световая микроскопия ги-
стологических препаратов печени экспе-
риментальных мини-свиней спустя сутки 
после хирургического удаления желчно-
го пузыря и обработки его ложа препа-
ратом «Гемостоп» убеждает, прежде все-
го, в наличии в структурной организации 
органа классических пяти-шестигранных 
печеночных долек, разделенных тонкими 
прослойками рыхлой волокнистой нео-
формленной соединительной тканью. В 
принципе сохранено и балочное строение 
печеночных долек. В стенках обнаружи-
ваемых в междольковой соединительной 
ткани кровеносных сосудов очевидны не-
которые проявления деструктивных из-
менений — гомогенизация цитоплазмы 

эндотелиоцитов и гладких миоцитов, ги-
перхроматоз их ядер. Утрата контуров 
клетками соединительной ткани сопря-
жена с незначительным отеком стромы 
печени. В просвете междольковых сосу-
дов обычно обнаруживаются конгломе-
раты из утративших форму и сконцен-
трировавшихся в сплошную массу эри-
троцитов. Характерные для междолько-
вых кровеносных сосудов проявления 
подобного «застоя» эритроцитов так-
же распространяются и во внутридоль-
ковые кровеносные капилляры (обычно 
расширены, особенно в центре дольки), 
центральные вены и поддольковые вены 
оттока крови их печеночной паренхи-
мы.  В их просветах весьма типично при-
сутствие сгустков склеившихся и изме-
ненных по форме эритроцитов (рис. 1). 
В междольковых желчных выводных 
протоках весьма четко контурирован од-
нослойный однорядный призматический 
каемчатый эпителий с малым объемом 
цитоплазмы эпителиоцитов и близ рас-
положенными ядрами. Кариоплазма не-
которых ядер гемогенизирована. В боль-
шинстве их видны глыбки хроматина и 
мелкие ядрышки.

Рис. 1. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препаратом 
«Гемостоп» (1 сутки). Свободнолежащие, агреги-
рованные и аглютинированные эритроциты в рас-
ширенных синусоидах печени. Некроз и двухядер-
ные гепатоциты. Окраска: гематоксилин – эозин. 
Ув.х400
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Морфологические изменения (ло-
кальные) очевидны и в более крупных 
артериальных (субсегментарных) и ве-
нозных синусах печени. По отношению 
к центрально проходящим в печеночных 
дольках венам (центральным) демон-
стративно радиальное расположение пе-
ченочных балок и внутридольковых си-
нусоидальных кровеносных капилляров. 
Гепатоциты периферических отделов до-
лек в основном лежат сплошной массой 
«тесно прижавшись» друг к другу и кро-
веносные капилляры между печеночны-
ми балками (пластинками) выглядят в 
виде небольших дилятированных оваль-
ных пространств. Печеночные клетки, 
располагающиеся ближе к центру доль-
ки, имеют крупные светлые ядра с узким 
ободком гетерохроматина под кариолем-
мой и типичными ядрышками. Встре-
чаются гепатоциты с двумя ядрами или 
же с крупными ядрами и ядрышками. 
Последние обычно увеличены в разме-
ре, базофильны и нередко располагают-
ся под кареолеммой. Очагово отмечает-
ся мутное набухание или зернистая дис-
трофия гепатоцитов, не являющаяся тя-
желым повреждением клеток. Изредка 
обнаруживаются одиночные или неболь-
шие группы из 1–3-х печеночных клеток 
с признаками цитолиза. Цитоплазма ге-
патоцитов также нередко вакуолизиро-
вана. Содержание гликогена весьма ва-
риабельно (вплоть до отсутствия) в раз-
ных клетках и в разных дольках, но всег-
да его снижение более выражено по пе-
риферии печеночных долек. В печеноч-
ной паренхиме, расположенной под кап-
сулой, гепатоциты также отличаются 
базофилией ядер и небольшим количе-
ством глыбок хроматина (явно очевид-
на тенденция его к маргинации) в их ка-
риоплазме, малыми размерами ядрышек, 
слабой базофилией, вакуолизацией и го-

могенизацией цитоплазмы. Достоточно 
много двухъядерных клеток.

На поверхности и вне среза ткани пе-
чени, а также в просвете сосудов опре-
деляются одиночные, разной величины 
(размером от гепатоцита до лимфоцита), 
чаще круглые, малопрозрачные, опалес-
цирующие, ШИК-положительные чуже-
родные структурные элементы «Гемо-
стопа» с центральным Х-образным или 
звездообразным дефектом в центре, ко-
торые могут фрагментироваться по про-
тяжении этих дефектов и давать кли-
новидные, округлые или другой фор-
мы, но чаще овальные малкие осколки. 
В просвете сосудов, точнее — синусо-
идов этих структур могут лежать внах-
лест, но чаще становятся гомогенными, 
слабобазофильными. Эти массы эмболи-
зируют просвет синусоидов на большем 
или меньшем протяжении, прижимают 
к стенке имеющиеся в просвете синусо-
идов эритроциты провоцируя их агре-
гацию или агглютинацию, нарушая или 
прерывая микроциркуляцию. По мере 
утилизации эти массы в просвете сину-
соидов становятся мелкозернистоволок-
нистыми. Это вещество активно фаго-
цитируется клетками Купфера, которые 
раздуваясь при этом фагоцитозе, блоки-
руют просвет синусоида.

На уровне ткани печени и отдельных 
долек синусоиды очагово расширены. 
Эндотелиоциты не определяются на зна-
чительном протяжении. Количество кле-
ток Купфера увеличено, ядра некоторых 
из них — резко гипертрофированы. Од-
нако большинство клеток Купфера пре-
бывают в состоянии фагоцитоза, увели-
чены в размере, имеют овальную или ша-
ровидную форму с отжатым к цитолем-
ме ядром (рис. 2, 3).

В цитоплазме их определяется сла-
бо базофильная, почти бесцветная го-
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могенная масса, иногда чуть отстоящая 
от плазмолеммы раздутой клетки Куп-
фера через посредство мелких резорб-
ционных вакуолей. Такие клетки ШИК-
отрицательны и часто блокируют про-
свет синусов. В просвете последних ред-
ко встречаются единичные неизменен-
ные эритроциты, или скопления их в виде 
«монетных столбиков», или остатки раз-
рушенных эритроцитов. Однако на незна-
чительном протяжении отмечается слад-
жирование крови с формированием оча-
гово перекрывающих просвет синусои-

дов мелких округлых или удлиненных, 
прижатых к стенке синусоида структур 
из агрегированных (чаще) или агглюти-
нированных эритроцитов (рис. 4).

Примечательно, что скопления агглю-
тинированных эритроцитов обычно при-
жаты к стенке синусоида гомогенными 
почти бесцветными массами «Гемосто-
па». Пространства Диссе не определя-
ются. Вены триад содержат эритроциты 
с выраженным отмежеванием плазмы. 
Центральные вены чаще пусты, или со-
держат плазму, или небольшое количе-
ство эритроцитов, редко — полнокров-

Рис. 2. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препаратом 
«Гемостоп» (1 сутки). Эмболия синусоидов пече-
ни «Гемостопом». Фагоцитоз «Гемостопа» клет-
ками Купфера. Окраска: гематоксилин – эозин. 
Ув.х1000

Рис. 3. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препаратом 
«Гемостоп» (1 сутки). «Гемостоп» и агглютини-
рованные эритроциты в синусоидах печени. Клет-
ки Купфера с фагоцитированным «Гемостопом». 
Окраска: гематоксилин – эозин. Ув.х1000

Рис. 4. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препара-
том «Гемостоп» (1 сутки). Сладжирование крови. 
Дистрофия гепатоцитов. «Гемостоп», эозинофил 
в просвете синусоидов. Клетка Купфера (в цен-
тре) с фагоцитированным «Гемостопом». Окра-
ска: гематоксилин – эозин. Ув.х400

Рис. 5. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препара-
том «Гемостоп» (1 сутки). Сладжирование крови. 
Дистрофия гепатоцитов. «Гемостоп», эозинофил 
в просвете синусоидов. Клетка Купфера (в цен-
тре) с фагоцитированным «Гемостопом». Окра-
ска: гематоксилин – эозин. Ув.х400
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ны. Иногда в их просвете определяются 
полиморфноядерные лейкоциты (рис. 5), 
колонии микроорганизмов (рис. 6).

Поддольковые вены пусты и содер-

жат эритроциты или плазму со следами 
«Гемостопа». В них также встречаются 
колонии микроорганизмов — вероятный 
результат блокады клеток Купфера.

 При гистологическом исследо-
вании ткани печени экспериментальных 
животных на 3-и сутки, в отличие от 1-х, 
наблюдались следующие изменения:

1. Синусоиды чаще были расшире-
ны, что является компенсаторно — адап-
тивной реакцией на гипоксию.

2. Очагово выражен лизис агглю-
тинированных эритроцитов (рис. 7) и де-
струкция «Гемостопа», что улучшает ре-
ологические показатели крови.

3. В синусоидах (рис. 8) очагово 
определяются единичные не измененные 
эритроциты, ПЯЛ и лизирующиеся аг-
глютинаты эритроцитов, а также фраг-
менты этих клеток, что отражает поло-
жительную динамику реологических по-
казателей крови, несмотря на еще часто 
определяемые очаги агрегации и агглю-
тинации эритроцитов.

4. В просвете не только некоторых 
синусоидов, но и других сосудов (осо-
бенно в зоне триад), а также в окружа-
ющей соединительной ткани появляют-
ся единичные группы полиморфноядер-
ных лейкоцитов (рис. 9), что свидетель-
ствует об активации микроциркуляции. 
Отмечаемые явления ПЯЛ — инфиль-
трации перипортальной соединитель-
ной ткани преимущественно в зоне три-
ад. Эти изменения идут на фоне очаго-
вого лизиса эритроцитов и деструкции 
«Гемостопа».

5. Примечательно увеличение ко-
личества и дегрануляции эозинофилов 

Рис. 6. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препаратом 
«Гемостоп» (1 сутки). Колонии микроорганизмов 
в просвете центральной вены.  Окраска: гематок-
силин – эозин. Ув.х400

Рис. 7. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препаратом 
«Гемостоп» (3 сутки). Лизис агглютинированных 
эритроцитов в синусоидах печени. Окраска: гема-
токсилин – эозин. Ув.х400

 Рис. 8. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препара-
том «Гемостоп» (3 сутки). Полиморфноядерные 
лейкоциты в просвете синусоидов (вверху спра-
ва эозинофилы). Окраска: гематоксилин – эозин. 
Ув.х400
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(редко до 2-3-х в поле зрения микроскопа 
при х400).

6. На этом фоне уменьшается вы-
раженность зернистой дистрофии гепа-
тоцитов. Имеющиеся одиночные или не-
большие группы гепатоцитов в состоя-
нии колликвационного некроза окружа-
ются небольшими (до 10-15 клеток) ско-
плениями ПЯЛ.

Таким образом, проведенное гистоло-
гическое исследование печени экспери-
ментальных животных на 1-е сутки сви-
детельствует об обнаружении проявле-
ний нарушения микроциркуляции в при-
раневых (поврежденных) участках орга-
на в связи с блокированием прохожде-
ния крови по синусоидам. Последние (на 
этот срок исследования) заполнены «Ге-
мостопом», который очагово не толь-
ко заполняет просвет синусоидов, но и 
прессует имеющиеся в нем эритроциты. 
Эти изменения очагово нарушают ми-
кроциркуляцию и в некоторых других 
сосудах (полнокровие вен триад или на-
личие только плазмы в некоторых под-
дольковых венах).

Поскольку нарушение микроциркуля-
ции в печени не является тотальным, по-
этому дистрофические изменения гепа-
тоцитов носят очаговый и нерезко выра-

женный характер и относятся, вероятно, 
к гипоксическим.

«Гемостоп» активно фагоцитирует-
ся клетками Купфера, блокада которых 
ослабляет иммунитет, что подтверждает-
ся наличием колоний микроорганизмов в 
просвете вен, отводящих кровь из печени.

Как показали гистологические иссле-
дования печени экспериментальных жи-
вотных на 3-и сутки выраженность па-
тологических изменений ее гепатоцитов 
типа зернистой дистрофии и мелкооча-
гового некроза с ПЯЛ-инфильтрацией 
существенно не нарастает и обусловле-
на, как и на 1-е сутки, состоянием микро-
циркуляции в органе. Наблюдавшееся ее 
улучшение, вероятнее всего связано с 
лизисом агглютинированных эритроци-
тов и деструкцией «Гемостоп-эмболов». 
Объективным показателем этого (в том 
числе и реологии крови) в этот срок яв-
ляется появление полиморфноядерных 
лейкоцитов в просвете венозных сосу-
дов и синусов.

Фрагменты печени эксперименталь-
ных животных, взятые на 5-е сутки по-
сле холецистэктомии, в принципе име-
ют близкое к нормальному строению 
ее стромы и паренхимы. Прежде всего 
это относится к кровеносным сосудам 
и желчным протокам междольковой со-
единительной ткани. Некоторое исклю-
чение составляют проявления реактив-
ности эндотелиальных клеток артерии, 
приобретающих шарообразную фор-
му, гиперхромию ядер, более выражен-
ную плотность цитоплазмы и напрявля-
ющих свои (1-3) шипообразные отрост-
ки к внутренней эластической мембране 
интимы. Ядросодержащие участки эндо-
телия выступают в просвет артерии, об-
уславливая выраженный бугристый вид 
ее внутренней поверхности. Эритроциты 
в просвете сосудов практически все име-

Рис. 9. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препаратом 
«Гемостоп» (3 сутки). Полиморфноядерная ин-
фильтрация междольковой соединительной ткани 
печени. Окраска: гематоксилин – эозин. Ув.х400
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ют форму дисков и лишь в венах изред-
ка обнаруживаются их мелкие конгломе-
раты. Внутридольковые капилляры име-
ют просвет в виде щели в участках, при-
лежащих к центральной вене, а на пери-
ферии печеночных долек — ближе к ова-
лу. Междольковая соединительная ткань 
в виде тонких ее прослоек обуславлива-
ет четкое контурирование границ меж-
ду смежными печеночными дольками. В 
природной конструкции последних со-
хранено наличие радиально расположен-
ных между капиллярами печеночных ба-
лок, образованных гепатоцитами. По-
следние несколько увеличены в разме-
рах и характеризуются присутствием 
зернистого содержимого в цитоплазме. В 
крупных светлых округлой формы ядрах 
видны мелкие ядрышки и глыбки хрома-
тина под кариотекой. Встречаются двух-
ъядерные клетки.

При гистологическом исследовании 
печени на 7-е сутки у эксперименталь-
ных животных нами отмечены следую-
щие существенные изменения в морфо-
логии органа:

1. Продолжается лизис агглюти-
нированных эритроцитов и «Гемостоп-
эмболов» в синусоидах печени (рис. 10).

2. Нарастает ПЯЛ — инфильтра-
ция некротизированных гепатоцитов; 
увеличивается количество нейтрофилов 
и в просвете венозных синусов и синусо-
идов (рис. 11).

3. Появляются мелкие лимфокле-
точные инфильтраты вокруг отдельных 
атрофированных или единичных некро-
тизированных гепатоцитов.

На 14-е сутки эксперимента в печени 
подопытных животных также отмечены:

1. Более тщательная ликвидация 
расстройств реологических свойств кро-
ви (рис. 12) на фоне восстановленной ми-

Рис. 10. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препаратом 
«Гемостоп» (7 сутки). Восстановление реологи-
ческих свойств крови при лизисе агглютиниро-
ванных эритроцитов и «Гемостопа» в синусоидах 
печени.  Окраска: гематоксилин – эозин. Ув.х400

Рис. 11. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препаратом 
«Гемостоп» (7 сутки). Полиморфноядерные лей-
коциты в просвете синусоидов печени.  Окраска: 
гематоксилин – эозин. Ув.х400

Рис. 12. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препаратом 
«Гемостоп» (14 сутки). Различная выраженность 
расстройств реологических свойств крови. Окра-
ска: гематоксилин – эозин. Ув.х400
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кроциркуляции в синусоидах печени, по-
скольку мелкие агрегаты эритроцитов и 
остатки «Гемостоп-эмболов» еще сохра-
нены в просвете синусоидов (рис. 13).

2. Обнаружение участков с более 
плотным расположением двуядерных и 
полиплоидных гепатоцитов.

3. Готовность к полноценному уча-
стию в кровоснабжении печени, кроме 
синусоидов, гораздо большего количе-
ства прочих венозных сосудов.

Таким образом, сохранность гепато-
цитов и восстановление микроциркуля-
ции в этом сроке наиболее выражена.

Выводы

Проведенные гистологические иссле-
дования показали, что «Гемостоп» вы-
зывает мозаичную эмболию синусои-
дов и сладжирование крови вплоть до 
агглютинации эритроцитов. Мозаичная 
блокада синусоидов (очаговый тромбоз 
при сладжировании крови и «Гемостоп-
эмболия») обеспечивают не только гемо-
статический эффект, но и удовлетвори-
тельную сохранность гепатоцитов.
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Рис. 13. Морфологические изменения в ложе 
желчного пузыря после воздействия препаратом 
«Гемостоп» (14 сутки). «Гемостоп» в просвете 
синусоидов и в клетках Купфера (4 клетки). Аг-
глютинация эритроцитов. Гидропическая дистро-
фия гепатоцитов.  Окраска: гематоксилин – эозин. 
Ув.х400

Morphological changes in the gallbladder bed after 
exposure to the drug «Gemostop» in experiment

Y.A. Stepanov, N.N. Karkischenko, M.F. Cherkasov, V.N. Karkischenko,
G.D. Kapanadze 

In the experiment on 25 animals were studied the effectiveness of domestic haemostatic drug «Gemostop». 
In the experiment proved the effectiveness of the drug to achieve final hemostasis in bleeding sludge gallbladder 
at cholecystectomy. 

Key words: gemostop, bleeding, cholecystectomy.
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Подбор правильного вида наркоза при проведении электроэнцефалографических, диагностических 
и прочих исследований и операций  на животных – важная задача для специалистов. Некачественный 
наркоз или недостаточный по силе может значительно осложнить работу и даже привести к гибели жи-
вотного. При проведении полостных операций на крысах предпочтительнее использовать те наркотизи-
рующие препараты, соотношение длительности наркозного влияния, степени обезболивания и уровня 
миорелаксации которых является оптимальным.

Ключевые слова: крысы, наркоз, Золетил 100, диэтиловый эфир,  длительность наркоза, болевая 
чувствительность, миорелаксация, электроэнцефалография.

По современным данным наркоз — со-
стояние, характеризующееся обратимым 
угнетением центральной нервной систе-
мы, проявляющееся в выключении со-
знания, подавлении чувствительности (в 
первую очередь — болевой), рефлектор-
ных реакций и снижении тонуса мышц.

Вопросы анестезиологии и реанима-
тологии в клинике мелких животных се-
годня являются достаточно острыми и 
актуальными. Несомненно, это связано 
с возросшим уровнем хирургической по-
мощи животным, расширением спектра 
и объема оперативных вмешательств, 
появлением новых хирургических мето-
дов лечения, позволяющих даже  в кри-
тических ситуациях сохранить жизнь 
животному [2].

Подбор правильного вида и способа 
введения наркоза при проведении различ-
ных исследований и операций  на живот-

ных — важная задача для специалистов. 
Некачественный или недостаточный по 
силе наркоз может значительно ослож-
нить работу или вызвать гибель живот-
ного. Однако вероятность анестезиоло-
гического риска (летального исхода при 
проведении наркоза) у немолодых жи-
вотных, а также постанестезиологиче-
ских осложнений порой несколько пре-
увеличивается практикующими врачами, 
с целью оградить себя от ответственно-
сти, связанной с возможной смертью жи-
вотного. Это,  в свою очередь, формиру-
ет ложное мнение у владельцев и часто 
приводит к отказу от важных диагности-
ческих исследований и хирургических 
манипуляций, результатом чего является 
сокращение жизни их питомцев.

Выбор вида анестезии зависит от воз-
раста и общего состояния больного жи-
вотного, объема оперативного вмеша-

Биомедицина  № 1, 2011, C. 84-89



85 Biomedicine № 1, 2011

тельства, технических возможностей 
клиники (наличие наркозной аппарату-
ры, медикаментозное обеспечение и т.д.), 
квалификации врача.

Однако следует заметить, что не все 
виды наркоза сходны по своей глубине 
(силе наркотизирующего эффекта) — 
степени обезболивания (анальгезии), дли-
тельности действия и уровню миорелак-
сации. Ранее были проведены исследова-
ния по изучению влияния неингаляцион-
ных препаратов для общей анестезии (в 
т.ч. и Золетила 100) на макаках резусах, 
одним из заключений которых являлась 
рекомендация использовать комбинацию 
«золетил 100 + ксилазин» для проведения 
серьезных манипуляций с данными жи-
вотными [3].  В связи с чем нам показа-
лось интересным провести эксперимент, 
протестировав наиболее доступные виды 
неингаляционного и ингаляционного нар-
коза (золетил 100 и диэтиловый эфир), 
чтобы сравнить их по нескольким выше-
описанным показателям и оценить воз-
можность их применения на лаборатор-
ных крысах при проведении операций по 
вживлению ЭЭГ-электродов, что и яви-
лось целью настоящего исследования.

Материалы и методы

Эксперимент проводился в НЦБМТ 
РАМН на 5 крысах линии WAG/GY трех-
месячного возраста (самки), массой 210-
250 г. Содержание животных — по ба-
рьерной системе, в клетке со свободным 
доступом к питью и пище (комбиниро-
ванный корм, фирма ООО «Лаборатор-
корм»), зоогигиенические показатели — 
в пределах нормы, микробиологический 
статус — SPF.

В качестве неингаляционного наркоза 
использовался «Zoletil 100» — препарат 
для общей анестезии, содержащий в ка-

честве действующих веществ тилетамина 
гидрохлорид и золазепама гидрохлорид. 
Тилетамин  — общий анестетик диссоци-
ативного действия, вызывающий выра-
женный анальгетический эффект, но не-
достаточное расслабление мышц. Он не 
подавляет глоточный, гортанный, кашле-
вой рефлексы, не угнетает дыхательную 
систему. Золазепам угнетает подкорко-
вые области мозга, вызывая анксиолити-
ческое и седативное действие, расслабля-
ет поперечно-полосатую мускулатуру, 
усиливает анестетическое действие ти-
летамина. Он также предотвращает су-
дороги, вызванные тилетамином, улуч-
шает мышечную релаксацию и ускоряет 
восстановление после наркоза. Выход из 
наркоза постепенный (2–6 часов) и спо-
койный, при условии отсутствия шума и 
яркого света. Препарат вводился внутри-
брюшинно, в дозе 50 мг/кг. 

Для ингаляционного наркоза нами 
был применен диэтиловый эфир — до-
статочно сильный анестетик, который 
долгое время широко использовался в 
ветеринарии при проведении хирургиче-
ских манипуляций с мелкими животны-
ми (собаки, кошки, морские свинки, кры-
сы, хомяки, мыши). Эфир практически 
не угнетает гемодинамику и функцию 
паренхиматозных органов, дает выра-
женный анальгезирующий эффект и хо-
рошую мышечную релаксацию. Однако 
препарат имеет и ряд недостатков: раз-
дражающее действие на слизистые обо-
лочки с последующим усилением секре-
тообразования, длительный период воз-
буждения и посленаркозного пробужде-
ния [1]. Наркотизация препаратом осу-
ществлялась в специальной маске, вре-
мя наркотизации (до признаков глубоко-
го наркоза) строго контролировалось.

Для оценки эффективности данных 
препаратов мы рассматривали длитель-
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ность их наркозного влияния, сте-
пень обезболивания и уровень миоре-
лаксации.

Длительность наркозного влияния 
определялась визуально с момента на-
ступления наркоза (полного обездвижи-
вания животных, замедления дыхания, 
уменьшения частоты сердечных сокра-
щений, снижения чувствительности при 
болевом раздражении и т.д.) до момента 
полного окончания его воздействия (вос-
становление дыхательной и сердечной 
активности, свободное передвижение по 
клетке); время фиксировалось с помо-
щью секундомера.

Уровень миорелаксации также опре-
делялся визуально и оценивался по баль-
ной шкале в зависимости от двигатель-
ной активности животного в состоянии 
наркоза:

0 баллов — недостаточная миорелак-
сация, что характеризовалось «ползани-
ем по клетке»;

1 балл — соответствовал шевеле-
нию конечностями, встряхиванию го-
ловой и т.д.;

2 балла — уровень миорелаксации, 
выражающийся в эпизодическом подер-
гивании одной лапкой, движении вибрис-
сов или языка  и т.д.);

3 балла — полная миорелаксация (аб-
солютно обездвиженное животное).

Статистическая оценка достоверно-
сти различия данных по уровню мио-
релаксации и длительности наркозного 
влияния проводилась с помощью кри-
терия Вилкоксона (как для зависимых 
выборок).

Степень обезболивания оценивали 
с помощью комплекса SONOTRACK 
(Metris, Нидерланды), анализируя часто-
ту вокализации крыс в ультразвуковом 
диапазоне. Для записи колебаний от 20 
кГц до 90 кГц использовали специальный 

микрофон. Оценка достоверности разли-
чий средних значений частот проводи-
лась с применением факторного анали-
за ANOVA. 

Эксперимент по определению степени 
устранения болевого эффекта в состоя-
нии наркоза был разделен на следующие 
этапы:

I этап: помещение крысы в специаль-
но оборудованную клетку и регистрация 
с помощью системы SONOTRACK во-
кализации животного в состоянии бодр-
ствования;

II этап: применение болевого раздра-
жения (электростимуляция постоянным 
током в 1 А, напряжение 25 В) и запись 
ультразвуковой вокализации крысы;

III этап: введение наркоза и фиксиро-
вание ультразвука на стадии «глубокого 
наркоза»;

IV этап: электростимуляция на фоне 
состояния наркоза и запись вокализа-
ции животного.

Результаты и их обсуждение

Результаты проведенных исследо-
ваний показали качественные различия 
наркозного влияния на организм препа-
ратов Золетил 100 и диэтиловый эфир.

Результаты по степени обезболива-
ния (табл. 1 и 2) показали, что в состоя-
нии бодрствования частота вокализации 
крыс находится в диапазоне 35-45 кГц. 
При болевом раздражении — достовер-
но увеличивается (p=0,01 для золетила 
100 и p=0,0006 для эфира) и составляет 
примерно 50-90 кГц. В состоянии нарко-
за животные, на которых был использо-
ван Золетил 100, издают ультразвук, ча-
стота которого достоверно не отличает-
ся от фоновых данных. При использо-
вании диэтилового эфира вокализации в 
состоянии наркоза у животных зафик-
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сировано не было (прочерк в таблицах). 
При болевом раздражении животных, на-
ходящихся в состоянии наркоза, средняя 
частота вокализации при использовании 
золетила 100 и эфира составила 46,6 кГц 
и 38,6 кГц соответственно, что не отли-

чается от средних значений фоновых по-
казателей, но достоверно отличаются от 
значений, полученных при электрокож-
ном раздражении (p=0,041 для золетила 
и p=0,0044 для эфира).

Таблица 1
Измерение уровня звуковых колебаний при вокализации лабораторных 

крыс в различных состояниях, кГц (вид наркоза: Золетил 100)

Состояние
бодрствования 

(фон)

Болевое
раздражение

Состояние наркоза

Болевое
раздражение
в состоянии

наркоза

37 73 – 48

40 56 37 37

37 53 37 37

43 92 66 65

41 67 44 46

Таблица 2
Измерение уровня звуковых колебаний при вокализации лабораторных 

крыс в различных состояниях, кГц (вид наркоза: эфир)

Состояние
бодрствования 

(фон)

Болевое
раздражение

Состояние наркоза

Болевое
раздражение
в состоянии

наркоза

38 53 – 39

35 92 – 38

43 65 – 39

41 58 – 40

40 61 – 37
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По степени обездвиживания наркоти-
зированных животных средняя оценка 
золетила 100 составила  1,4 балла, сред-
няя оценка эфира — 2,8 балла (из трех 
возможных). Результаты исследования 
представлены в табл. 4.

Ранее было установлено [4], что «бо-
левым порогом» для крыс является часто-
та вокализации, равная приблизительно 
50 кГц. Сравнивая полученные результа-
ты (см. табл. 2 и 3) с литературными дан-
ными, можно сказать, что все животные 
в состоянии бодрствования характеризо-
вались практически идентичными пока-
зателями, не превышающими «болевого 
порога». При воздействии электрическо-
го тока частоты вокализации крыс также 

практически одинаковы по своим число-
вым значениям и свидетельствуют о том, 
что животные находятся в состоянии бо-
левого шока.

Животные, на которых был исполь-
зован диэтиловый эфир, характеризова-
лись абсолютным отсутствием вокали-
зации в состоянии наркоза, что позволи-
ло сделать заключение о том, что эфир, 
по сравнению с Золетилом 100 (при ко-
тором вокализация наблюдалась), явля-
ется более «глубоким» наркозом и зна-
чительно лучше обеспечивает снижение 
болевой чувствительности. Напротив, 
при использовании Золетила 100, воз-
можно, состояние медикаментозного сна 
(как одного из компонентов глубокого 
наркоза) достигается не полностью, то 
есть этот вид наркоза может не обеспе-
чивать достаточного снижения болевой 
чувствительности, вследствие чего по-
сле операции животное погибает от «бо-
левого шока».

Сравнивая средние показатели дли-
тельности воздействия Золетила 100 и 
диэтилового эфира, можно сказать, что 
наркозное влияние золетила превышает 
таковое эфира почти в 15 раз. По этой 
причине, при использовании эфира, тре-
буется контролировать процесс выхода 
животного из наркоза и применять (по 
необходимости) дополнительные сред-
ства, обеспечивающие наркотизирую-
щий эффект во время длительных опера-
ционных воздействий.

Анализ результатов по степени мио-
релаксации животных в состоянии нар-
коза говорит о том, что по данному по-
казателю эфир в среднем в 2 раза превос-
ходит золетил. Необходимое расслабле-
ние мышц наркотизированного животно-
го во время операции значительно облег-
чает работу хирурга.

Ю.В.Фокин, Д.С.Сахаров

Таблица 3
Длительность наркозного влияния 

(N=5, p=0.043), час.

Продолжительность 
действия

Золетила 100

Продолжительность 
действия эфира

3,1 0,25

3,4 0,17

4,0 0,25

3,7 0,30

3,6 0,21

Таблица 4
Степень миорелаксации животных 

(в баллах) N=5, p=0,043

Оценка миорелакса-
ционных свойств Зо-

летила 100

Оценка миорелакса-
ционных свойств ди-

этилового эфира

2 3

1 2

1 3

1 3

2 3
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Выводы

1. Препарат для общей анестезии Зо-
летил 100 не обеспечивает должным об-
разом снижения болевой чувствитель-
ности крыс во время операционных воз-
действий.

2. Использование Золетила 100 при 
проведении операций на лабораторных 
крысах по вживлению электроэнцефало-
графических электродов нежелательно.

3. Диэтиловый эфир, как препарат 
для общей анестезии, значительно, по 
сравнению с золетилом 100, устраняет 
болевой эффект, является более «глубо-
ким» наркозом, обеспечивающим хоро-
шую миорелаксацию во время операции.

4. Длительность воздействия эфи-
ра почти в 15 раз уступает длительности 
воздействия золетила 100, поэтому необ-
ходимо тщательно контролировать про-
цесс выхода животного из наркоза, про-
водить операцию в максимально сжатые 
сроки, либо использовать дополнитель-
ные препараты, с целью продления со-
стояния медикаментозного сна.
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The comparative characteristic and use possibility
of anesthetizing preparations of zoletil 100 and a diethyl 

ether at carrying out of operations on implantation
of EEG-electrodes for rats 

Yu.V. Fokin, D.S. Sakharov 

Selection of a correct kind of a narcosis at carrying out of electroencephalographic, diagnostic and other 
researches and operations on animals – the important problem for experts. The poor-quality narcosis or 
insufficient on force can complicate considerably work and even bring to ruin an animal. At carrying out of 
cavitary operations on rats it is more preferable to use those anaesthetising preparations, a parity of duration of 
narcotic influence, anaesthesia and level degree relaxation of muscles which is optimum.

Key words: rats, narcosis, Zoletil 100, diethyl ether, duration of a narcosis, painful sensitivity, relaxation 
of muscles, electroencephalography.
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В связи с бурным развитием биотех-
нологии возрастают требования стан-
дартности лабораторных животных как 
источника и продуцента биологического 
материала, объекта моделирования, уни-
версальной биологической тест-системы 
для выявления и оценки мутагенных, кан-
церогенных, тератогенных, контамини-
рующих и других свойств и влияний сре-
ды, а также в доклинических испытани-
ях лекарственных и иммунобиологиче-
ских препаратов [3]. В эксперименталь-
ной медицине все большее применение 
находят различные категории гнотобио-
тических животных. Все более очевид-
ной становится необходимость проведе-

ния исследований на животных, свобод-
ных от специфических патогенных фак-
торов (СПФ) в самых различных обла-
стях медико-биологических исследова-
ний. Предпочтение таких животных в на-
учных экспериментах обусловлено тем, 
что значительно уменьшается риск по-
явления у них спонтанной инфекции на 
экспериментальное воздействие, кото-
рое всегда является стрессовым факто-
ром для организма. Важность учета вли-
яния переменного микробного фактора, 
при оценке ответной реакции у лабора-
торных животных, имеет значение в экс-
периментальной патологии, физиологии, 
иммунологии, фармакологии, токсико-

Разработана технология получения и выращивания гнотобиотических, в т.ч. лабораторных живот-
ных СПФ-статуса в изоляторной системе. Усовершенствованные методические приемы могут быть 
успешно использованы в лабораторном животноводстве для очистки конвенциональных животных от 
патогенной микрофлоры и перевода их в СПФ статус. Новый методический подход позволяет стандар-
тизировать объекты медико-биологического исследования по микробиологическому статусу и повы-
сить достоверность результатов эксперимента.

Ключевые слова: изоляторная система, гнотобиологический подход, гнотобиотические животные, 
СПФ-животные.
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логии, радиобиологии, биохимии и дру-
гих областях медико-биологических ис-
следований. 

Вместе с тем, существовавшие до сих 
пор методы биологической изоляции и 
контроля микробного воздействия явля-
ются недостаточно совершенными и не 
позволяют надежно контролировать пе-
ременный микробный фактор. Исполь-
зуемые в экспериментах обычные лабо-
раторные животные не контролируют-
ся по микрофлоре, что препятствует их 
стандартизации.

Различного рода инфекционные забо-
левания не только искажают полученные 
экспериментальные данные, но и ставят 
под угрозу гибель особо ценных лабо-
раторных животных, в т.ч. и племенные 
ядра линейных мышей коллекционного 
фонда НЦБТМ РАМН.

Новым методическим подходом, по-
зволяющим преодолеть эти недостат-
ки и обеспечить стандартность объек-
тов медико-биологического исследова-
ния по микрофлоре, является исполь-
зование новых современных изолятор-
ных систем. За основу в работе была по-
ложена гнотобиотехнология. В работе 
обобщены данные собственного опыта (с 
1976 по 2010 гг.) по разработке техноло-
гии гнотобиологических систем, включа-
ющих аппаратуру и комплекс методиче-
ских приемов по получению и выращи-
ванию различных категорий гнотобио-
тических в т.ч. животных СПФ-статуса, 
контролируемых по микробному факто-
ру [1, 2, 5, 6].

Материалы и методы

Работа проводилась с конвенциональ-
ными мышами коллекционного фонда: 
WR, BRSUNT, С57В7/6, AKR, DBA/2, 
BALB/c. В качестве самок-кормилиц ис-

пользовали мышей СПФ-статуса линии 
BALB/c-wal и гибриды (DBA/2×BALB/c). 
Очистка мышей коллекционного фон-
да от патогенной микрофлоры проводи-
лась методом гистерэктомии. Животные 
получали стерильный гранулированный 
корм и белково-витаминную добавку.

В работе использовали новое зару-
бежное и отечественное оборудование: 
изоляторная система «RAIR Isosistemtm», 
английский гнотобиологический изоля-
тор «TCOL», ламинар — С-1,2; стерили-
затор воздушный ГП-640-ПЗ, автокла-
вы ГК-100-ЗМ и т.д. Зарубежное обору-
дование было закуплено в 2008-2010 гг. 
специально для воспроизводства гното-
биотических животных.

В создании коллекционного фонда 
мышей СПФ-статуса строго соблюдали 
гнотобиологическую технологию, кото-
рая включает аппаратуру и комплекс ме-
тодологических приемов, направленных 
на получение и поддержание гнотобио-
тических в т.ч. СПФ-категорий живот-
ных. Основой гнотобиологической ап-
паратуры в данном случае был не гно-
тобиологический изолятор, а приобре-
тенная современная зарубежная изоля-
торная вентилируемая система «RAIR». 
Данная изоляторная система содержа-
ния лабораторных животных обеспечи-
вает защиту не только самих лаборатор-
ных животных, но и обслуживающего их 
персонала. Специальные воздушные кла-
паны очищают воздух, обеспечивая ком-
фортную температуру и влажность для 
животных, а также снижают контакт об-
служивающего персонала с животными, 
обеспечивая очистку воздуха помеще-
ний от аллергенных частиц кожи и шер-
сти животных, существенно снижает за-
пах в помещении, что улучшает условия 
работы для персонала. В течение часа 
воздух в клетке обменивается до 50 раз, 
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при этом система обеспечивает его по-
дачу в клетку без сквозняков. При пол-
ном отключении микро-изолятора от си-
стемы воздухоподачи СПФ-статус жи-
вотных сохраняется до четырех часов, за 
счет специального фильтра, размещае-
мого в крышке изолятора, что позволяет 
не только переносить клетки в пределах 
одного учреждения, но и перевозить их 
на значительное расстояние. Специаль-
ные датчики постоянно следят за состо-
янием микро-изолятора, отображая его 
условия на табло, что существенно упро-
щает обслуживание клеток. Обслужива-
ние микро-изоляторов производится по 
стандартным операционным процедурам, 
как правило, не вызывающим существен-
ных затруднений в работе.

Подготовка изоляторной системы 
к работе

Монтаж и первичная подготовка изо-
ляторной системы к работе была про-
изведена фирмой изготовителем. Также 
фирма-изготовитель обеспечила обуче-
ние обслуживающего персонала основ-
ным навыкам работы. Изоляторная си-
стема состоит из 144 клеток для со-
держания мышей, которые снабжают-
ся стерильным воздухом (рис. 1). Каж-

дая клетка снабжена входным и выход-
ным фильтрами и представляет собой 

микро-изолятор. Поэтому после первич-
ного подключения работа обслуживаю-
щего персонала должна быть направлена 
на подготовку каждой клетки к работе, 
как обычного гнотобиологического изо-
лятора. Клетки, после тщательной мой-
ки в дезрастворе, стерилизуют в воздуш-
ном стерилизаторе. В стерильные клет-
ки микро-изоляторы проводят всё необ-
ходимое для жизнеобеспечения живот-
ных: стерильные опилки, корм, воду и 
т.д. Всю работу с данной клеткой про-
водят в ламинаре (рис. 2). Заселение жи-
вотными также производят при стериль-
ном потоке воздуха в ламинаре. 

 

Стерилизация
Стерилизацию проводят в основном 

в воздушном стерилизаторе ГП-640-ПЗ. 
Для новых микро-изоляторов были раз-
работаны оптимальные режимы стери-
лизации. Клетки стерилизуют в воздуш-
ном стерилизаторе при 120°С в течение 
5-7 минут. Подстилочный материал сте-
рилизуют дважды. Сначала опилки сте-
рилизовали в специальной ёмкости, а за-
тем вторично с клеткой в воздушном сте-
рилизаторе.

Корм и воду стерилизуют в автокла-
ве ГК-100-3М. Корм расфасовывают в 
хлопчатобумажные мешочки и автокла-
вируют с вакуумом при 1,2 атм. в тече-
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ние 20 минут. Воду автоклавируют в сте-
клянной посуде при 2 атм. в течение 1 
часа. Следует отметить, что гранулиро-
ванный корм можно стерилизовать и в 
воздушном стерилизаторе при соответ-
ствующих режимах стерилизации.

Апробирован и другой способ стери-
лизации гранулированного корма гамма-
лучами. Этот вид стерилизации счита-
ется наиболее щадящим по отношению 
к питательным веществам и, в первую 
очередь, к витаминам. Гранулированный 
корм расфасовывают в полиэтиленовые 
мешочки, устойчивые к химическим де-
зинфектантам и обладающим определен-
ной механической прочностью. Запаива-
ют мешочки на машине для сварки по-
лиэтиленовых пленок М6-АП-2С. Гер-
метично запаянные мешочки несколько 
большего размера. Упакованный в двой-
ные мешочки корм подвергают облуче-
нию в дозе 2,5 Мрад на кобальтовом об-
лучателе. Однако этот вид стерилизации 
требует больших материальных затрат.  

Получение и выращивание гното-
биоточеских в т.ч. СПФ животных в 
изоляторной системе

Современное оборудование позво-
лило усовершенствовать методические 
приемы получения стерильного потом-
ства лабораторных животных. Вместо 
обычных гнотобиологических изоля-
торов, на подготовку которых уходило 
много времени (стерилизация изолятора, 
продувка, проведение стерильного кор-
ма, воды, опилок, клеток, крышек и т.д.), 
мы брали стерильную клетку микро-
изолятор. В микро-изолятор помещали 
самку-кормилицу и ставили в ламинар, 
где проводили операцию гистерэктомии. 
После соответствующей обработки, из-
влеченное стерильное потомство подса-
живали к самкам-кормилицам, и клетку 

микро-изолятор возвращали на свое ме-
сто в изоляторной системе.

Таким образом, изоляторная система 
«RAIR Isosistemtm» используется нами 
для перевода конвенциональных племен-
ных ядер мышей коллекционного фон-
да в СПФ-статус. В одной такой изоля-
торной системе можно содержать 16 ли-
ний мышей коллекционного фонда. Как 
было отмечено, данная система работает 
в комплексе с ламинаром. Смена клеток, 
раздача корма, воды и т.д. производится 
только в стерильных условиях. Установ-
лено, что во избежание случайной конта-
минации, работу, по обслуживанию жи-
вотных в микро-изоляторах в ламина-
рах, надежнее проводить двум сотрудни-
кам. Обслуживающий персонал работает 
с микро-изоляторами в масках и стериль-
ных перчатках. Успех в работе во мно-
гом зависит от подготовки специалистов 
и их добросовестности (рис. 3).

В нашей работе использовали новый 
английский гнотобиологический изо-
лятор «TCOL» для содержания самок-
кормилиц СПФ-статуса. Вся работа осу-
ществлялась согласно правилам рабо-
ты с гнотобиологическими изоляторами. 
Были использованы ранее разработан-
ные жесткие режимы стерилизации кор-
ма, воды, подстилочного материала и т.д. 
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Все необходимые стерильные материа-
лы проводили в изолятор в специальных 
контейнерах (рис. 4).

 Микробиологический контроль
Для микробиологического контроля 

гнотобиотов разработан комплекс мето-
дических приемов, направленных на вы-
явление контаминации. Принципиальная 
схема такого контроля описана Вагне-
ром (1959). Общепринятые методы кон-
троля с использованием различных пи-
тательных сред и условий культивиро-
вания обеспечивают надежное выявле-
ние контаминации гнотобиотов и иден-
тификацию выделенных микроорганиз-
мов. Вместе с тем, существующие мето-
ды контроля обладают одним существен-
ным недостатком, что позволяет судить 
о микробиологическом статусе живот-
ных лишь ретроспективно, т.е. по их со-
стоянию 2-3 недели назад, так как имен-
но этот срок требуется для окончатель-
ного суждения о контаминации системы. 
В ряде лабораторий производится и ви-
русологический контроль гнотобиоти-
ческих животных, но из практических 
соображений этот вопрос на сегодняш-
ний день, как правило, опускается из-за 
сложности такого контроля. В то же вре-
мя считается, что от экзогенных вирусов 
гнотобиологическая изоляции представ-

ляет такой же надежный барьер, как и 
для других микроорганизмов. Основные 
трудности в отношении вирусной конта-
минации зависят от трансплацентарной 
передачи вирусов.  Этот вопрос требует 
своего дальнейшего углубленного изуче-
ния и поисков путей селекции животных 
свободных от носительства вирусов, пе-
редающихся вертикально.

По результатам контроля животные в 
изоляторной системе поддерживаются в 
СПФ-статусе.

Результаты и их обсуждение

Впервые в НЦБМТ РАМН была отра-
ботана технология получения и выращи-
вания гнотобиотических лабораторных 
животных, в т.ч. СПФ-статуса, в изо-
ляторной системе. За сравнительно не-
большой срок от патогенной микрофло-
ры были освобождены 6 линий мышей 
коллекционного фонда: WR, BRSUNT, 
C57BL/6, AKR, DBA/2, BALB/c (рис. 5), 
которые были помещены для дальнейше-
го разведения в изоляторную систему. 
Состояние животных хорошее. 

Разработанная технология содер-
жания лабораторных животных СПФ-
статуса в изоляторной системе представ-
ляет в настоящее время большой инте-
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рес как для питомников, так и для экспе-
риментаторов. Подводя итог, можно за-
ключить, что для организации работы с 
животными СПФ-статуса необходимо 
иметь специальное оборудование и хо-
рошо обученный персонал. Совершен-
но ясно, что невозможно проводить ис-
следования не только на нестандартных 
лабораторных животных, но и на гно-
тобиотических, в том числе животных 
СПФ-статуса, в неподготовленных усло-
виях, так как при выведении животных в 
обычную среду их ценность сводится к 
нулю. Игнорирование микробного фак-
тора в конечном итоге будет обходиться 
значительно дороже, чем затраты на ор-
ганизацию медико-биологических иссле-
дований на стандартных животных.

Таким образом, можно сказать, что 
новый методический подход в создании 
не только гнотобиотов, но и лаборатор-
ных животных СПФ-статуса существен-
но дополняет методический арсенал. 
Внедрение этого методического подхо-
да будет способствовать решению мно-
гих актуальных проблем в современной 
медицине.
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The isolator systems as a new methodical approach
in medical and biological researches

L.A. Bolotskykh, H.H. Semenov, I.Uj. Egorova, T.V. Galakhova, T.B. Beskhova, 
N. V. Kasinskaya 

Selection of a correct kind of a narcosis at carrying out of electroencephalographic, diagnostic and other 
resTechnology of receipt and growing of gnotobiotic laboratory animals including SPF-status animal is 
developed in the isolator system. The improved methodical ways can be successfully used in a laboratory 
stock-raising for cleaning of convention animals from a pathogenic microflora and conversion them in SPF-
status. New methodical approach allows to provide standardization of animals by a microbiology factors for 
medical and biological researches.

Key words: isolator system, gnotobiotic approach, gnotobiotic animals, SPF-animals.
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