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В работе проведен анализ возможно-
сти применения фокусированного уль-
тразвука для транскраниальной модуля-
ции функционального состояния зон го-
ловного мозга человека в контексте пси-
хотерапии и экспериментальной физи-
ологии нервной системы. Обсуждаются 
методы генерации ультразвука, возмож-
ности транскраниальной фокусировки 
ультразвука с помощью фазированных 
решеток на зонах мозга, механизмы и 
безопасность воздействия. 

Ключевые слова: ультразвуковая 
транскраниальная нейростимуляция, 
ультразвуковая транскраниальная ней-
ромодуляция, транскраниальный ультра-
фонофорез, ультразвуковая фазирован-
ная решетка. 

Предпосылки ультразвуковой транс-
краниальной стимуляции

Методы ультразвуковых исследова-
ний широко используются в биологии и 
медицине. Ультразвук вызывает разно-
образные и мощные биологические эф-
фекты. Это проявляется в виде механи-
ческих, тепловых и физико-химических 
явлений. Активизация обменных процес-
сов в органах и тканях, улучшение кро-
воснабжения достигается при интенсив-
ностях ультразвука до 1-2 Вт/см2. Более 
высокие интенсивности вызывают раз-
рушение белков, глюколипопротеидов 
и других биологических веществ. Этот 
феномен используется в хирургической 
практике.

В работе проведен анализ возможности применения фокусированного ультразвука для транскрани-
альной модуляции функционального состояния зон головного мозга человека в контексте психотера-
пии и экспериментальной физиологии нервной системы. Обсуждаются методы генерации ультразвука, 
возможности транскраниальной фокусировки ультразвука с помощью фазированных решеток на зонах 
мозга, механизмы и безопасность воздействия. 

Ключевые слова: ультразвуковая транскраниальная нейростимуляция, ультразвуковая транскрани-
альная нейромодуляция, транскраниальный ультрафонофорез, ультразвуковая фазированная решетка. 

1 — Научный центр биомедицинских технологий РАМН, Московская область 
2 — Национальный исследовательский центр «Курчатовский институт», Москва
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Об эффективности и безопасности ультразвуковой транскраниальной стимуляции головного мозга человека

В наших предыдущих работах под-
тверждены данные о наличие ультразву-
ковых сигналов, издаваемых не только 
мелкими грызунами. Впервые показано, 
что ультразвуковая вокализация в диапа-
зоне 20-100 кГц свойственна и более вы-
сокоорганизованным животным (кроли-
ки, мини-свиньи, обезьяны), а также че-
ловеку [5]. В предыдущих публикациях 
[5, 7] подробно освещены вопросы спо-
собности генерации ультразвуковых сиг-
налов, показаны сходства и различия ин-
формативных параметров животных и 
человека, позволяющие использовать их 
как новый инструмент оценки различных 
психоэмоциональных состояний, стрес-
сорных воздействий и эффектов влияния 
лекарственных средств.

Нами и другими ав-
торами [5, 18, 23] уста-
новлено, что в диапазо-
не ультразвуковых от-
кликов животные обща-
ются и «сообщают» друг 
другу о наличии угроз, 
опасности, дискомфорт-
ных состояниях, стресс-
воздействиях и т.д. Ины-
ми словами в ультразву-
ковом диапазоне у жи-
вых организмов суще-
ствует механизм пере-
дачи и приема жизнен-
но важной информации. 
Коль скоро ультразвук, 
генерируемый живот-
ными и человеком, про-
никает в окружающую 
среду и воспринимается 
другими особями, можно 
с высокой долей досто-
верности говорить о воз-
можности создания технических систем 
или устройств, генерирующих сигна-

лы в ультразвуковом диапазоне, для воз-
действия на головной мозг и его испол-
нительные органы. Ранее нами [5] впер-
вые были зарегистрированы феномены 
ультразвуковой вокализации у людей и 
определены их информативные параме-
тры (рис. 1). Для сопоставимости полу-
ченных данных результаты были пронор-
мированы и представлены на рисунке 1 в 
графическом виде, отражающем первый 
квартиль (25 процентиль), который опре-
деляет границу, под которой расположе-
ны 25% всех значений в группе данных, а 
также третий квартиль (75 процентиль), 
в свою очередь, определяющий границу, 
над которой расположены 25% всех зна-
чений в группе данных. 

Рис. 1. Диапазоны ультразвуковой вокализации человека (по [5]). 
По оси абсцисс — частота в кГц. Красная линия — медиана по выборке 
(N=4, 2-й квартиль). Зеленая линия — 1-й квартиль, 25-й процентиль, 
синяя линия — 3-й квартиль, 75-й процентиль. По оси ординат — нор-
мированное на фон окружающей среды изменение спектральной плот-
ности мощности ультразвука, выраженное в процентах от максималь-
ного изменения.
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 Место ультразвуковой стимуляции 
среди других методов

Изучение мозга человека, в отличие от 
экспериментальных исследований на жи-
вотных, имеет ряд существенных ограни-
чений. При этом в большинстве своем ме-
тоды, применяемые в экспериментальной 
физиологии нервной системы, являются 
принципиально неприемлемыми при ис-
следовании мозга человека. Отсутствие в 
ряде случаев возможности использования 
инвазивных методов исследования, невоз-
можность нанесения дозированных и ло-
кальных травматических повреждений 
ограничивают возможности клинической 
нейрофизиологии.

В настоящее время одними из наи-
более распространенных способов на-
правленной коррекции структурно-
функциональной организации мозга че-
ловека остаются стереотаксическая ней-
рохирургия и приемы импульсной стиму-
ляции с помощью долгосрочных вжив-
ленных электродов [9]. Понятно, что по 
этическим соображениям, подобные ме-
тоды также неприменимы в психологиче-
ских и клинических экспериментах. Это 
заставляет искать новые пути, в частно-
сти, ультразвуковую транскраниальную 
стимуляцию головного мозга.

Известными альтернативными уль-
тразвуку методами стимуляции голов-
ного мозга являются: магнитная и элек-
трическая транскраниальная стимуля-
ция. Эти методы на сегодняшний день 
не могут обеспечить точечной локализа-
ции воздействия. Так при электрической 
стимуляции в силу высокой проводимо-
сти скальпа и низкой проводимости чере-
па при близком расположении электро-
дов (менее 5-10 сантиметров) электриче-
ский ток протекает в основном по скаль-
пу, не стимулируя головной мозг. В слу-

чае большого расстояния между элек-
тродами нельзя обеспечить локальности 
воздействия [9]. Также не удается скон-
струировать индуктор магнитного поля, 
обеспечивающий точечную стимуляцию 
магнитным полем высокой интенсивно-
сти [9].

По-видимому, только фокусирован-
ный ультразвук может оказывать ло-
кализованное воздействие на подкорко-
вые структуры. Для обоснования такого 
утверждения необходимо показать:

1)	 Возможность создания локализо-
ванного ультразвукового пятна в подкор-
ковых структурах.

2)	 Возможные механизмы высоко-
эффективного психотропного действия 
ультразвука.

3)	 Безопасность (обратимость) уль-
тразвукового воздействия.

Анализ возможности создания лока-
лизованного ультразвукового пятна в 
подкорковых структурах

Физическое воздействие ультразвука 
на мозг человека рассматривалось, пре-
жде всего, для задачи лечения опухолей 
[15], направленной лекарственной тера-
пии [20], уничтожения тромбов [10], уль-
тразвукового сканирования мозга [11, 14, 
17, 22, 29].

Фокусирование ультразвука может 
быть достигнуто несколькими способа-
ми. Самый простой из них — использо-
вание преобразователя, излучающая по-
верхность которого по форме представ-
ляет собой вогнутую сферическую обо-
лочку, изготовленную из пьезоэлектри-
ческого материала. Фокус такого излу-
чателя лежит на его оси и располагается 
вблизи центра кривизны оболочки. Фо-
кальная область по форме представляет 
собой эллипсоид вращения, вытянутый 
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вдоль оси акустического пучка. Распре-
деление давления вблизи фокуса имеет 
вид 2J1 (x)/x, а ширина фокального пят-
на D равна:

D=l,22(λА/a),
где: 
А — фокусное расстояние, 
а — радиус излучателя, 
λ — длина волны в ткани.

Для среды без поглощения теория 
дифракции предсказывает, что только 
84% энергии излучателя проходит че-
рез фокальную область. Однако в тка-
ни всегда имеется поглощение, а значит 
эта доля становится еще меньше. Именно 
в силу сильного поглощения резко огра-
ничивается использование ультразвука с 
частотой превышающей несколько мега-
герц. Обычно удается получить фокаль-
ные области с размерами 2-4 мм в шири-
ну и 5-6 мм в длину [1, 8].

Хотя таким способом удается воз-
действовать на области с четко очерчен-
ными границами, регулировать глубину 
зоны воздействия в этом случае оказыва-
ется непросто. Используя плоский излу-
чатель совместно с различными акусти-
ческими линзами, можно добиться изме-
нения глубины области воздействия. Так 
как акустические линзы обычно дела-
ются из материала, имеющего скорость 
звука больше, чем в воде, то для созда-
ния сходящегося пучка линзы необхо-
димо изготавливать вогнутыми. Главное 
ограничение при использовании набо-
ра из таких линз накладывает поглоще-
ние ультразвука в материале самих линз. 
Оптимальная передача энергии осущест-
вляется в том случае, когда линза и излу-
чатель разделены четвертьволновым со-
гласующим слоем. Появление техноло-
гии фазированных решеток в различных 

применениях мощного ультразвука при-
вело к разработке преобразователей, ко-
торые позволяли электронным образом 
сканировать ультразвуковой пучок и та-
ким образом воздействовать («закраши-
вать») на большие, в сравнении с лока-
лизованной фокальной областью, объе-
мы ткани [8, 9].

Однако для успешной фокусировки 
ультразвука необходимо несколько ис-
точников. Причина в том, что при фоку-
сировке с одного сферического излуча-
теля произошло бы чрезмерное повыше-
ние температуры тканей мозга, прилега-
ющих к черепу, вследствие большого по-
глощения на границах сред. Чтобы избе-
жать «теплового ожога» необходимо ис-
пользовать несколько излучателей мень-
шей мощности. 

Череп человека является существен-
ной преградой для ультразвука. Являясь 
сложной двухфазной структурой непра-
вильной формы, кость черепа отража-
ет, рассеивает и поглощает ультразвук. 
Первые попытки создания ультразвуко-
вых разрушений в тканях мозга были не-
удачными, из-за того, что облучение про-
водилось непосредственно через кости че-
репа. Хотя в мозге и были замечены не-
большие разрушения, значительно более 
сильные повреждения были обнаружены 
в коже головы. Преобразование мод коле-
баний и значительное поглощение ультра-
звука обусловливают весьма высокое за-
тухание ультразвука в костях черепа. 

Локальные очаги разрушения в глубо-
ких тканях мозга удалось создать, лишь, 
когда в черепе было сделано трепанаци-
онное отверстие. Необходимость удалять 
часть черепа, а также сложность наведе-
ния фокуса на требуемый участок моз-
га ограничивали практическое использо-
вание этого подхода. Однако разработан-
ные методы коррекции фаз на элементах 
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фазированной решетки могут позволить 
устранить фазовые аберрации после про-
хождения ультразвука через кости чере-
па и, тем самым, восстановить хорошее 
качество фокусировки. Такая возмож-
ность была продемонстрирована экспе-
риментально с использованием больших 
по площади полусферических фазиро-
ванных решеток. Уже к началу 80-х го-
дов прошлого века советским ученым 
удалось создать экспериментальную ап-
паратуру, позволяющую фокусировать 
ультразвук за костью черепа (рис. 2) [3]. 

  В ряде статей сообщается о различ-
ных достижениях по локализации ультра-
звукового пятна [1, 3, 8]. По крайней мере 
большинство авторов сходится во мнении 
что диаметры звукового пятна в 5-10 мм 
(в зависимости от частоты ультразвука и 
места воздействия) вполне достижимы.

До недавнего времени не существо-
вало математической модели описываю-
щей прохождение ультразвука через че-
реп. В существовавших моделях не учи-
тывалась возможность трансформиро-
вать продольные волны, проходящие че-
рез скальп, в поперечные волны в чере-
пе, и, затем обратно в продольные в тка-
нях мозга. Это считалось невозможным 
[12, 19]. Однако в работе [13], как теоре-
тически, так и экспериментально, была 

показана существенность вклада попе-
речных волн в прохождение ультразву-
ка. Был разработан метод проникнове-
ния ультразвука внутрь черепа без тре-
панации, при котором ультразвуковые 
волны из продольных, распространяю-
щихся в скальпе, преобразовывались бы 
в поперечные в кости черепа, а затем об-
ратно в продольные в тканях мозга. За-
тем, на основе этого метода был разрабо-
тан прибор для ультразвукового скани-
рования мозга [23].

В работе [19] череп рассматривается 

как трехслойная структура, состоящая 
из двух слоев кости и промежуточно-
го слоя ячеистой кости, лежащего меж-
ду ними. Акустические свойства черепа 
в такой модели изучались ранее в работе 
[16]. Границы слоев предполагаются па-
раллельными плоскостями. Это допусти-
мое приближение, так как рассматривае-
мая длина волны меньше радиуса кривиз-
ны черепа (изучаемая частота составля-
ет от 0,5 МГц до 1 МГц). Далее произво-
дится прямой расчет с помощью 3-мер-
ных уравнений упругости. В результате 
численных экспериментов авторы при-
ходят к неутешительному выводу о том, 
что поперечные волны не могут проник-
нуть в ткани мозга, из-за отражений на 
границах тканей различного типа.

Н.Н.Каркищенко1, Д.Б.Чайванов2, А.А.Вартанов2 

Рис. 2. Прохождение фокусированного ультразвука: в воде (а), через кость черепа человека (б).
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Однако в работе [13], а также в рабо-
те [24] была рассмотрена модель, в кото-
рой череп рассматривался как изотроп-
ное твердое тело. В данной модели было 
сделано предположение, что границы че-
репа — 2 плоскости (необязательно па-
раллельные). Это допустимо опять-таки 
из-за того, что длина волны много мень-
ше радиуса кривизны черепа. Был произ-
веден численный расчет с использовани-
ем трехмерного закона упругости. Так-
же были произведены эксперименты на 
мертвом мозге человека и на модели, вы-
полненной из пластика. Рассматривался 
ультразвук с частотой 0,75-1,5 МГц. 

В ходе экспериментов и численных 
расчетов было установлено, что при до-
статочно больших углах падения вол-
ны, весьма существенное значение име-
ет трансформация ультразвука из про-
дольных волн в поперечные. А именно, 
при угле с нормалью поверхности мень-
шем 26 градусов в черепе преобладает 
продольная волна, в пределах от 26 до 32 
градусов — имеются волны обоих типов, 
при угле, большем 32 градусов — преоб-
ладает поперечная волна. Также при 32 
градусах достигается локальный макси-
мум амплитуды. Полученные различия 
по фазе между измерениями для пласти-
ка и расчетной величиной не превосхо-
дят 30 градусов для всевозможных значе-
ний угла падения, исключая промежуток 
между 20 и 30 градусами. По амплиту-
де (для пластика) ошибка также невели-
ка, это можно считать хорошим резуль-
татом эксперимента. 

Как показано в работе [21] и обзоре [8], 
мозг и скальп человека по акустическим 
характеристикам можно считать однород-
ными структурами. В работе [21] были 
рассмотрены акустические свойства раз-
личных структур мозга, в результате чего 
были выявлены незначительные разли-

чия между коэффициентами затухания и 
между скоростями звука. Таким образом, 
основная сложность заключается в разра-
ботке математической модели прохожде-
ния ультразвука через череп. 

Рассмотрим теорию прохождения 
ультразвуковых волн сквозь череп, опи-
санную в работах [13, 24]. Главная ее за-
дача заключается в вычислении амплиту-
ды и фазы сигнала в мозге человека, зная 
параметры волны на поверхности черепа. 
Это позволит сфокусировать ультразвук 
в данной зоне мозга, используя несколь-
ко источников на поверхности, т.е. так 
задать входные параметры ультразвука, 
чтобы в заданной зоне мозга волны нахо-
дились в одной и той же фазе.

Теория вытекает из трехмерного за-
кона упругости

σij = cijkl εkl ,

где σij — тензор напряжений, cijkl —
тензор упругости, εkl — тензор дефор-
маций. В рассматриваемом частном слу-
чае изотропного твердого тела имеем для 
продольных волн

σij = λ(ε
11

+ ε
22 

+ ε
33

)+2μεij ,  
(1)

где λ и μ—коэффициенты Ламе для 
черепа. А для поперечных волн — 

 σij = 2μεij . (2)

Скорость волн в жидкости имеет вид 

где Ф — скалярный потенциал скоро-
сти. В твердом теле имеет место формула

здесь Θ и   — соответственно скаляр-
ный и векторный потенциалы. Выберем 

Об эффективности и безопасности ультразвуковой транскраниальной стимуляции головного мозга человека



Биомедицина № 2, 2011 10

евклидову систему координат, так что-
бы нормаль к поверхности черепа была 
направлена по оси Oy, а вектор Oz был 
сонаправлен векторному произведению 
вектора направления распространения 
волны и единичного вектора, направлен-
ного по нормали к поверхности черепа. 
Тогда решение волнового уравнения для 
падающей продольной волны, распро-
страняющейся в скальпе, имеет вид 

где k1— волновое число падающей вол-
ны, θ

1
— угол падения волны (здесь и да-

лее рассматриваются углы между норма-
лью к поверхности черепа и направлением 
распространения волны). Для отраженной 
волны в скальпе решение имеет вид

где θ
2
— угол распространения отра-

женной волны. Для продольной волны в 
черепе, имеем

где k2— волновое число продольной 
волны в черепе, θ

3 
— угол распростране-

ния продольной волны. Также для попе-
речной волны в кости черепа имеем

где Ψ — y-компонента вектора   , k3 — 
волновое число поперечной волны, θ

4 
— 

угол распространения поперечной вол-
ны. Далее, по определению тензора де-
формаций 

где  — вектор смещения. Производя 
подстановку в уравнениях (1) и (2), учи-
тывая, что волны гармонические и про-
изводные смещения несложно выража-
ются через производные скоростей, по-
лучаем соотношения 

Далее, по определению потенциалов, 
выражая производные скорости через Ф, 
Θ, Ψ, после подстановки получаем

Теперь необходимо учесть гранич-
ные условия. Они включают в себя не-
прерывность нормальных составляю-
щих скорости и давления на границе 
сред, а также условие, что тангенциаль-
ная составляющая давления равна нулю 
на границе сред. Эти условия описыва-
ются уравнениями

где λ
2
— коэффициент Ламе для жид-

кости. Из всех этих уравнений, подста-
новкой в формулы решений волновых 
уравнений, как следствие был получен 
закон Снеллиуса 

где с1— скорость звука в скальпе, с3— 
скорость распространения продольной 
волны в черепе, с4— скорость распро-
странения поперечной волны. Здесь учи-
тываются выражения для скоростей 

Н.Н.Каркищенко1, Д.Б.Чайванов2, А.А.Вартанов2 



11 Biomedicine № 2, 2011

Также отсюда в работах [13, 24] были 
выражены амплитуды продольной и по-
перечной волн в черепе:

Аналогичным образом решается за-
дача расчета амплитуды волн в мозге че-
ловека, в результате которой получается 
следующее выражение:

где k5 — волновое число продольной 
волны в мозге, с5 — скорость продольной 
волны в мозге, а ρ

3 
— плотность мозга. 

В данных работах [13, 24] были про-
изведены эксперименты на модели из 
пластика и на мертвом мозге челове-
ка. Для модели из пластика полученная 
ошибка по фазе и амплитуде составила 
не более 30%. Был выявлен наилучший 
угол прохождения волн — 32 градуса. В 

работе [23] на основе этой модели был 
представлен прибор для ультразвукового 
сканирования мозга. Результаты скани-
рования были сопоставлены с результа-
тами МРТ-обследования, была выявлена 
очень хорошая корреляция между этими 
данными (n=38; R2=0,9962). 

Клинический опыт использования 
ультразвука и механизм его воздействия

Терапевтический ультразвук мо-
жет быть условно разделен на ультра-
звук низких и высоких интенсивностей. 
Основная задача применения ультразву-
ка низких интенсивностей (0,125-3,0 Вт/
см2 на частотах порядка нескольких ме-
гагерц) — не повреждающий нагрев или 
какие-либо нетепловые эффекты, а так-
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же стимуляция и ускорение нормальных 
физиологических реакций при лечении 
травм [1]. При более высоких интенсив-
ностях (> 5 Вт/см2) основная цель — вы-
звать управляемое избирательное раз-
рушение в тканях [1]. Первое направле-
ние включает в себя большинство при-
менений ультразвука в физиотерапии, 
а второе — ультразвуковую хирургию. 
Ультразвуковая хирургия, кроме того, 
предъявляет высокие требования к точ-
ности локализации воздействия.

По-видимому, главным нетепловым 
эффектом, приводящим к лечебному 
действию ультразвука, являются акусти-
ческие течения [1, 3, 8]. Они могут быть 
вызваны долгоживущими осциллиру-
ющими пузырьками или радиационны-
ми силами как внутри, так и вне клеток 
[1]. Акустические течения могут влиять 
на среду около мембран, изменяя гради-
енты концентраций, воздействуя тем са-
мым на диффузию ионов и молекул че-
рез мембраны. Кроме того, под действи-
ем ультразвука может изменяться как 
проницаемость самой мембраны, так и 
эффективность работы ионных насосов. 
Это может привести к изменению возбу-
димости нейронов [1]. Показано, что ис-
пользование ультрафонофореза вместе с 
лекарственными препаратами позволяет, 
наряду с использованием других физиче-
ских воздействий (лазерного обучения) 
существенно ускорить медицинскую реа-
билитацию больных, перенесших острые 
нарушения мозгового кровообращения, и 
снизить дозы и укоротить период лекар-
ственной терапии [2]. 

Можно предположить, что использо-
вание низких интенсивностей ультразвука 
наряду с высокой точностью фокусиров-
ки позволит добиться локальной стимуля-
ции головного мозга. Модуляция ультра-
звука низкочастотным сигналом, возмож-

но, позволит локально изменять функци-
ональные состояния частей мозга. В част-
ности известно, что стимуляция кожных 
рецепторов ультразвуком вызывает раз-
нообразные кинетические ощущения [3]. 
Стимуляция улитки уха человека ультра-
звуком с частотой 0,3-2 МГц, модулиро-
ванным звуковой частотой, приводит к 
ощущению звука. Локальная стимуляция 
мозга кошки может привести к временной 
(до 30 мин.) потере зрения [3]. 

Другим возможным механизмом от-
клика сенсорных систем организма на 
воздействие ультразвука могут являться 
данные, представленные в работах [27, 
28, 29]. Авторами показано, что под вли-
янием ультразвука у различных млекопи-
тающих изменяется синтез белка прести-
на, а также генов, ответственных за этот 
процесс. Престин в этой ситуации удли-
няет волоски клеток улитки внутреннего 
уха и усиливает звуковой сигнал опреде-
ленной частоты.

Транскраниальный ультрафонофорез

При лечении ряда психических и не-
врологических заболеваний, а также в 
фундаментальных исследованиях выс-
шей нервной деятельности используют-
ся психотропные, противоэпилептиче-
ские, противосудорожные, противопар-
кинсонические, наркотические, снотвор-
ные средства. В ряде случаев, например, 
при лечении паркинсонизма прибегают к 
локальному введению допамина и других 
средств непосредственно в определен-
ные отделы головного мозга. Для более 
гуманного решения этой задачи предла-
гается локальное открытие гематоэнце-
фалического барьера путем локального 
транскраниального ультрафонофореза 
с одновременным внутриартериальным 
введением психотропных препаратов, не-
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способных проходить через гематоэнце-
фалический барьер в обычных условиях. 
Предполагается, что фокусированный 
ультразвук способен повысить проница-
емость гематоэнцефалического барьера. 

Известно, что крупные гидрофильные 
молекулы неспособны проходить через 
гематоэнцефалический барьер в обыч-
ных условиях [4]. Однако действие уль-
тразвука существенно изменяет свой-
ства тканей, увеличивая их диффузион-
ную проницаемость. Данное явление из-
вестное как фонофорез или ульрафоно-
форез нашло широкое применение в ме-
дицине для введения в кожу и жировые 
ткани различных препаратов. Основани-
ем для разработки и внедрения ультра-
фонофореза в практику послужили дан-
ные о том, что ультразвук разрыхляет 
соединительнотканные структуры, по-
вышает проницаемость кожи, сосуди-
стых и клеточных мембран, увеличива-
ет эффузию лекарств, усиливает переме-
щение жидкостей [6]. Эксперименталь-
но доказана возможность введения с по-
мощью ультрафонофореза некоторых 
фармакологических препаратов в ткани 
[6, 8]. При ультрафонофорезе неболь-
шое количество лекарственных веществ 
(1-3 % наносимых на кожу) поступает в 
эпидермис, собственно кожу, частично в 
подкожно-жировой слой. Вскоре после 
процедуры лекарство обнаруживается на 
глубине 2-5 см. 

Количество вводимого препарата и 
глубина его проникновения определяют-
ся интенсивностью, длительностью дей-
ствия, режимом и частотой ультразву-
ка, способом озвучивания, концентраци-
ей лекарств, исходным функциональным 
состоянием ткани. Содержание вводимых 
лекарств относительно увеличивается 
при невысоких концентрациях раствора 
(до 5%), средней интенсивности ультра-

звука (0,4-0,6 Вт/см2), увеличении дли-
тельности процедуры (обычно до 5-15 
мин.), частоте 880 кГц по сравнению с 
2640 кГц, непрерывном режиме по срав-
нению с импульсным, лабильном воздей-
ствии по сравнению со стабильным [6]. 

Безопасность транскраниальной уль-
тразвуковой стимуляции

Ультразвуковые исследования наш-
ли широкое применение в акушерстве 
и гинекологии (сегодня рекомендуется 
проводить три ультразвуковых исследо-
вания при нормальном развитии плода). 
Именно поэтому безопасности таких ис-
следований посвящено множество ра-
бот [8]. Принято считать, что ультразвук 
низкой интенсивности не оказывает не-
обратимого воздействия на формирую-
щейся головной мозг плода. Тем более, 
принято считать безопасным ультра-
звуковое исследование головного мозга 
взрослого человека. 

В ряде работ, однако, показано, что 
в группе детей подвергшихся облуче-
нию ультразвуком несколько хуже раз-
вит хватательный рефлекс, чаще обнару-
живаются затруднение при чтении и про-
изношении слов, среди мальчиков боль-
ший процент левшей. Также чаще встре-
чается задержка развития речи. В целом 
можно сказать, что вопрос о безопасно-
сти применения ультразвука в психоло-
гическом эксперименте и психотерапии 
остается открытым.

Безопасность транскраниального уль-
трафонофореза

Хорошо известно, что низкочастот-
ные ультразвуковые колебания (1,2×104-
1,0×105 Гц) распространяются в воздуш-
ной среде. Интенсивность, длительность 
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воздействия, размеры тех или иных участ-
ков организма определяют характер био-
логического эффекта ультразвука. Много-
кратное или систематическое воздействие 
ультразвука нарушает деятельность нерв-
ной, вестибуло-кохлеарной, эндокринной, 
сердечно-сосудистой систем. В послед-
ние годы развиваются методы разрушения 
опухолей головного мозга, не поддающие-
ся обычному лечению.

Вместе с тем появляются многочис-
ленные сообщения о явлениях астении, 
сосудистой гипотонии, снижении элек-
трической активности мозга и сердца у 
лиц, работающих с ультразвуковыми из-
лучателями. Локальное действие ультра-
звука вызывает нарушения капиллярного 
кровообращения, снижение болевой чув-
ствительности и другие неврологические 
нарушения. Также известно, что интен-
сивное или длительное воздействие уль-
тразвука способно вызывать нарушение 
плотности костной ткани и другие изме-
нения ее структуры. Широко дискутиру-
ется вопрос о безопасности ультразвука 
при обследованиях беременных женщин 
на ранних стадиях развития плода.

Однозначного мнения об опасности 
или безопасности ультразвукового об-
следования плода нет ни в нормативных 
документах Минздравсоцразвития РФ, 
ни в Американском Агентстве по кон-
тролю за пищевыми продуктами и лекар-
ствами (FDA). Тем не менее, накапли-
вающиеся экспериментальные данные 
(мыши, крысы, обезьяны) позволяют за-
думаться над феноменами рассеивания 
нейронов в коре головного мозга у заро-
дышей животных, возможно связанных 
с вибрационными воздействиями и нару-
шениями термодинамических процессов 
под влиянием ультразвука.

Хотя вопрос синергетического дей-
ствия ультразвука и психотропных пре-

паратов на сегодняшний день изучен не-
достаточно, современная медицина не 
предусматривает никаких ограниче-
ний по приему психотропных препара-
тов перед ультразвуковым исследовани-
ем. Нам также неизвестны случаи раз-
вития патологий обусловленных при-
емом психотропных препаратов перед 
ультразвуковым исследованием. В слу-
чае применения технологии транскра-
ниального ультрафонофореза безопас-
ность воздействия психотропных пре-
паратов дополнительно увеличивается 
вследствие меньших доз и меньших вре-
мен действия. 

Меньшие дозы, как и меньшие време-
на действия, вызваны тем, что необхо-
димые концентрация препарата в крови, 
поступающей в головной мозг, при вну-
триартериальном введении достигают-
ся много меньшим количеством препара-
та, чем при введении через энтеральные 
пути. Более того, гидрофильные препа-
раты быстро выводятся из организма че-
рез почки, не требуя предварительного 
метаболизма в печени. 

	
Заключение

Транскраниальная стимуляция голов-
ного мозга человека может иметь не-
сомненные преимущества перед иными 
способами воздействия на мозг, включая 
физические, химические факторы и фар-
макологические агенты. Представленные 
выше сложности в получении фокусиро-
ванных пучков ультразвука могут быть 
преодолены при использовании фазиро-
ванных решеток.

Перспективными направлениями уль-
тразвуковой транскраниальной стиму-
ляции мозга могут оказаться возможно-
сти локального разрушения небольших 
участков ткани в глубинных структурах 
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мозга (опухоли, участки посттравмати-
ческой гиперактивности нейрональных 
пулов, болезнь Паркинсона и др.), так и 
стимуляции отдельных ядер или участ-
ков головного мозга с целью коррекции 
неврологических нарушений органиче-
ской или функциональной природы.

Несомненно перспективным являет-
ся использование транскраниальной уль-
тразвуковой стимуляции для коррек-
ции нарушенных психических функций. 
Это возможно осуществлять как вме-
сте с психотропными препаратами, так 
и без них. Механизмы ультразвукового 
изменения психических функций до кон-
ца не выяснены, однако, стремительное 
развитие геномики и протеомики позво-
ляет надеяться на расшифровку интим-
ных процессов формирования интрацен-
тральных взаимоотношений в головном 
мозге. Одним из таких механизмов мож-
но считать генную регуляцию синтеза 
белка престина у большого отряда мле-
копитающих. Схожесть генов престина у 
таких различных животных, как у дель-
фина, летучей мыши и других млекопи-
тающих позволяет использовать концеп-
цию конвергентной молекулярной эво-
люции для расшифровки психотропного 
действия ультразвука на мозг.

Обнаруженная в самое последнее вре-
мя [5] способность животных и челове-
ка осуществлять и воспринимать ультра-
звуковые сигналы, имеющие определен-
ные информативные параметры и несу-
щие соответствующую информацию о 
состоянии организма и его взаимодей-
ствии с окружающей средой, подкрепля-
ют убежденность в оправданности и це-
лесообразности ультразвуковой транс-
краниальной стимуляции, а также от-
крывает пути установления безопасных 
диапазонов и параметров в отношении 
головного мозга человека.
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About effectiveness and safety of transcranial ultrasound 
stimulation of the brain

N.N. Karkischenko, D.B. Chaivanov, A.A. Vartanov

Applications of a focused transcranial ultrasound has been discussed in the context of psychotherapy and 
experimental physiology. Ultrasound can be used to the stimulation of the current part of the brain. Possibility 
of focusing ultrasound using of phased grids has been analyzed.

Key words: ultrasound transcranial neurostimulation, ultrasound transcranial neuronmodulation, 
transcranial ultraphonophoresis, ultrasound phased grid.
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Покоящиеся споры B. anthracis, обра-
зующиеся внутри цитоплазмы вегетатив-
ных клеток в неблагоприятных услови-
ях, отличаются репрессией генома, поч-
ти полным отсутствием обмена веществ, 
малым количеством свободной воды, по-
вышенной концентрацией ионов кальция, 
дипиколиновой кислоты, с которыми свя-
зывают термоустойчивость спор, образо-
ванием дополнительных оболочек, пре-
пятствующих осуществлению диффузии 
и проникновению веществ из внешней 
среды, большой устойчивостью к повреж-
дающим факторам и способностью очень 
долго сохранять жизнеспособность. При 
попадании в благоприятные условия, а 
также под влиянием физико-химических 
факторов происходит активация спор 
(1-2 минуты) с последующей инициаци-
ей и прорастанием (20-30 минут), и вы-

растанием в вегетативные клетки (60-90 
минут). Активация заключается в моби-
лизации метаболических процессов. Про-
растание характеризуется удалением ди-
пиколиновой кислоты, ионов кальция, 
разрушением пептидогликана кортек-
са. Прорастание регулируется специаль-
ными веществами — аминокислотами-
активаторами прорастания, ионами маг-
ния, n-додециамином, глюкозой, нукле-
озидами, ПАВ и др. Также прорастанию 
способствует механическое воздействие 
на споры. Давление 100 МРа иницииру-
ет прорастание спор посредством акти-
вации рецепторов прорастания, а давле-
ние 550 МРа открывает каналы для выхо-
да дипиколиновой кислоты из спорового 
кортекса. Обработка давлением от 60 до 
500 МРа и температурой 60°С благопри-
ятна для прорастания покоящихся спор и, 

Общеизвестно, что бактериофаги не действуют на споры B. anthracis, но способны лизировать про-
растающие споры и вегетативные клетки. Поэтому одной из задач при разработке биологического де-
зинфицирующего препарата против сибирской язвы является подбор эффективного активатора прорас-
тания спор. Нами было выявлено, что наилучшим активатором прорастания спор B. anthracis является 
L-аланин, который способствует прорастанию более 90% спор за короткое время. Оптимальная концен-
трация L-аланина для запуска триггерных механизмов прорастания составляет 50-100 мМ.
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таким образом для их инактивации [1-6]. 
В целом прорастание — это процесс, со-
провождающийся сложными физиоло-
гическими и биохимическими изменени-
ями, который приводит к потере споро-
специфических свойств. Начинается он 
с интенсивного поглощения спорой воды 
и набухания. Специфические химиче-
ские вещества взаимодействуют с соот-
ветствующими рецепторами [7]. Иденти-
фикация молекул для запуска процессов 
прорастания эндоспор B. anthracis и чув-
ствительных к ним рецепторов прораста-
ния является важным в процессе прорас-
тания спор. Для каждого из известных пу-
тей прорастания спор B. anthracis необхо-
димы, по крайней мере, два отдельных ре-
цептора, взаимодействие между которы-
ми обеспечивает покоящееся состояние 
эндоспор. Однако, еще не полностью де-
тализирована функция некоторых рецеп-
торных белков прорастания, которые яв-
ляются мембранными белками [7].

Активация рецепторов прорастания 
инициирует серию комплексных био-
химических процессов, которые после-
довательно активируют внутриклеточ-
ные протеазы и внеклеточные гидрола-
зы, способствующие клеточной диффе-
ренциации в вегетативную форму. Меха-
низмы сигнальной трансдукции от рецеп-
торов прорастания к ферментам остают-
ся до сих пор непонятыми [8].

 На первом этапе прорастания проис-
ходит активация ферментов, которые на-
ходятся в поверхностных структурах (и в 
первую очередь, литических), необходи-
мых для разрушения кортекса [8]. Про-
исходят изменения в химическом соста-
ве, идет активный синтез белка и РНК.

Генетические локусы, кодирующие 
рецепторы прорастания были найде-
ны и типизированы в локусе gerA у B. 
subtilis [8, 9]. Эти локусы функциони-

руют при запуске простого ответа на ак-
тивацию прорастания. Локусы являются 
трицистроновыми оперонами, которые 
проявляют активность в развитии пред-
споры при спорообразовании сигма-G-
зависимым способом [10,11]. Было по-
казано, что мутации в семействе оперо-
нов gerA вызывают инактивацию прорас-
тания в ответ на воздействие специфиче-
скими молекулами активаторов прорас-
тания спор [12-17]. 

На настоящий момент, в геноме B. 
anthracis идентифицировано семь gerA-
подобных локусов [18]. Шесть из них 
(gerA, gerH, gerK, gerL, gerS и gerY) ло-
кализуются на хромосоме, тогда как 
седьмой локус, gerX, расположен вну-
три островка патогенности на вирулент-
ной плазмиде pXO1 [19]. Два хромосом-
ных оперона gerS и gerH совместно об-
уславливают прорастание споры в от-
вет на воздействие инозином, или ала-
нином в комбинации с ароматическими 
компонентами [12, 20]. При моделирова-
нии инфекции на животных было показа-
но, что локус gerX участвует в прораста-
нии спор in vivo, а также кодирует виру-
лентность [19]. Совместно локусы gerK 
и gerL требуются для активации аланин-
зависимого пути прорастания споры, а 
также по отдельности для распознава-
ния пролина и метионина (gerK) или се-
рина и валина (gerL), как коактиваторов 
прорастания в комбинации с инозином 
[7]. Локус gerS требуется для активации 
прорастания в ответ на воздействие аро-
матическими аминокислотами — коак-
тиваторами прорастания спор. Функция 
рецепторов, кодируемых локусами gerA 
и gerY, была незначительной при распо-
знавании всех известных молекул акти-
ваторов прорастания спор [7]. Также вы-
яснено, что промотер каждого предпола-
гаемого оперона рецептора прорастания, 
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за исключением локуса gerA, активен во 
время спорообразования [7]. 

Общеизвестно, что бактериофаги не 
действуют на споры B. anthracis, но спо-
собны лизировать прорастающие споры 
и вегетативные клетки. Поэтому одной 
из задач при разработке биологическо-
го дезинфицирующего препарата явля-
ется подбор эффективного активато-
ра прорастания спор. Проводилась оцен-
ка воздействия активаторов прорастания 
на разных этапах развития спор в вегета-
тивные клетки. Основное внимание уде-
лялось веществам, которые не только 
способствуют прорастанию, но и дела-
ют этот процесс необратимым, запуская 
триггерные механизмы. Кроме того, вы-
бирались активаторы прорастания, спо-
собствующие прорастанию наибольшего 
количества спор за короткое время.

Материал и методы

Суспензия спор B. anthracis (вакцин-
ный штамм СТИ-1) готовилась в физи-
ологическом растворе (pH 7,0). Концен-
трация спор в суспензии составляла 106 
спор/см3, что корректи-
ровалось по стандарту 
мутности и биологиче-
ской концентрации.

В кюветы с суспен-
зией спор добавляли 
L-аланин в концентраци-
ях 50 мМ или 100 мМ. 

С целью снижения 
расхода L-аланина и вы-
явления влияния на ско-
рость прорастания спор 
B. anthracis комбинации 
L-аланина с другими ами-
нокислотами была про-
ведена серия опытов в 
комбинации с L-валином, 

L-аспарагином и L-изолейцином в кон-
центрациях 50 мМ или 100 мМ. Концен-
трация L-аланина, при этом была сниже-
на до 10 мМ. Скорость прорастания опре-
деляли путем измерения снижения опти-
ческой плотности системы в течение 20 
минут (длина волны 600 нм) на биофото-
метре Eppendorf, с интервалом 2 минуты, 
при комнатной температуре (+22±2°С). 

Для определения эффективности дей-
ствия активаторов прорастания спор, 
определяли количество непроросших 
спор в тестируемых системах по биоло-
гической концентрации после их прогре-
вания при 70°C в течение 30 минут. 

Результаты и их обсуждение

На рисунках 1 и 2 приведены средние 
результаты двух независимых опытов 
взаимодействия спор B. anthracis и акти-
ваторов прорастания. При использовании 
L-аланина в качестве активатора прорас-
тания (концентрация 50 мМ), оптическая 
концентрация суспензии спор снизилась 
в более чем в два раза в течение 10 ми-
нут (рис. 1). 

0.3

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1.0

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

L-A l a

L-A la+L -Val

L-A la+L- Asn

L-Ala+L -I le

 Время, мин

O
D

/O
D

60
0

Контроль

Рис. 1. Прорастание спор B. anthracis in vitro. L-аланин (L-Ala) 
применялся в концентрации 50 мМ. При применении комбинации 
L-аланина с другими аминокислотами, использовались концентра-
ции 10 мМ для L-аланина и по 50 мМ каждой из аминокислот: L-валин 
(L-Val), L-аспарагин (L-Asn), L-изолейцин (L-Ile). 
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При использовании L-аланина в кон-
центрациях 100 мМ начальная ско-
рость прорастания покоящихся спор B. 
anthracis была немного выше, чем при 
концентрации 50 мМ (рис. 2). Несмо-
тря на то, что при применении L-аланина 
(L-Ala) в концентрации 50 мМ начальный 
этап прорастания происходит медленнее, 
процент проросших спор через 20 ми-
нут инкубации системы практически ра-
вен показателям, по-
лученным при исполь-
зовании L-аланина в 
концентрации 100 мМ 
(рис. 3). 

При добавлении 
к 10 мМ L-аланина 
других аминокис-
лот (L-валина (L-Val), 
L-аспарагина (L-Asn) 
и L-изолейцина 
(L-Ile)), в качестве ко-
активаторов прорас-
тания, в концентраци-
ях 50 мМ или 100 мМ, 
не ускорило процесс 
прорастания. Оптиче-

ская плотность суспен-
зии спор при добавле-
нии ко-активаторов про-
растания снижалась на 
30-40% от исходной в 
течение 10 минут, при 
этом использование ко-
активаторов в концен-
трации 100 мМ незна-
чительно ускоряло про-
цесс прорастания (рис. 
2). Процент проросших 
спор при добавлении ко-
активаторов составил 
только 46,7-53,8%, что 
в почти в 2 раза ниже, 
чем при использова-
нии L-аланина без ко-

активаторов (рис 3). Следовательно, ис-
пользование L-валина, L-аспарагина и 
L-изолейцина, как ко-активаторов про-
растания спор B. anthracis с целью сни-
жения расхода L-аланина оказалось не 
эффективным.

Таким образом, исходя из полученных 
результатов, наилучшим активатором 
прорастания спор B. anthracis являет-
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Рис. 2. Прорастание спор B. anthracis in vitro. L-аланин (L-Ala) 
применялся в концентрации 100 мМ. При применении комбинации 
L-аланина с другими аминокислотами, использовались концентрации 
10 мМ для L-аланина и по 100 мМ каждой из аминокислот: L-валин 
(L-Val), L-аспарагин (L-Asn), L-изолейцин (L-Ile).
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Рис 3. Процент проросших спор B. anthracis через 20 минут воз-
действия активаторов, в зависимости от их концентрации активаторов 
прорастания. Концентрация L-аланина в сочетании с другими амино-
кислотами составляла 10 мМ.
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ся L-аланин, который способствует про-
растанию более 90% спор за 20 минут. 
Оптимальная концентрация L-аланина 
для запуска триггерных механизмов про-
растания составляет 50-100 мМ.
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Activation of receptors for B. anthracis spore germination

M.U. Ozerov, V.G. Popov, N.N. Karkischenko, D.V. Popov, S.U. Pchelincev,
V.N. Karkischenko

It is generally known, that bacteriophages do not interact with B. anthracis spores but able to lyse 
germinating spores and vegetative cells. Therefore, one of the steps in developing of biological disinfectant 
against anthrax is selection of the effective spore germinant. We have revealed that L-alanine is the best 
germinant which assists the germination of more than 90% of spores during the short period. The optimal 
L-alanine concentration to run trigger mechanisms of germination is 50-100 mM.

Key words: B. anthracis, spore germinats, L-alanine
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Изучался эффект воздействия излучения гелий-неонового лазера, излучения крайне высоких частот 
(КВЧ) c длиной волны 7,1 мм, а также лазеро-индуцированных гидродинамических процессов на про-
лиферацию стволовых клеток стромы костного мозга in vitro в состояниях «норма» и «ослабленное». 
Ослабление клеток достигалось их культивированием на питательных средах с пониженным содержа-
нием сыворотки эмбрионов коров. Показано, что использованные физические воздействия могут усили-
вать пролиферативную активность стволовых клеток, причем эффект усиления наиболее выражен при 
воздействии на «ослабленные» стволовые клетки.

Ключевые слова: стволовые клетки стромы костного мозга, мультипотентные мезенхимальные 
стромальные клетки, лазерное излучение, КВЧ излучение, лазеро-индуцированная гидродинамика

Все возрастающий интерес к изуче-
нию биологии и свойств стволовых кле-
ток, в частности, стволовых стромаль-
ных клеток костного мозга или мульти-
потентных мезенхимальных стромаль-
ных клеток (ММСК) вызван их широ-
ким терапевтическим потенциалом, от-
крывающим серьезные перспективы их 
использования в различных областях ре-
генеративной медицины [1]. При транс-
плантации в организм выращенные in 
vitro ММСК способны образовывать раз-
личные ткани мезенхимального происхо-
ждения [14]. С развитием клеточных тех-
нологий эти клетки все более успешно 
используются в медицинской практике 
(травматологии и ортопедии, челюстно-
лицевой хирургии, стоматологии и др.) 

для восстановления целостности кост-
ной ткани, гиалинового хряща суставов, 
сухожильно-связочного аппарата и дру-
гих тканей [7, 10].

Очевидно, что эксплантация костно-
го мозга в культуру ткани нарушает ми-
кроокружение ММСК. Перенос этих 
клеток из своей естественной ниши, под-
держивающей их стволовой статус, в но-
вую нишу, например, в тканеинженерную 
конструкцию [2] может привести к изме-
нению их статуса. Как следствие, может 
иметь место «ослабление» ММСК, неже-
лательное изменение их регенераторно-
го и дифференцировочного потенциала. 
Для восстановления возможных измене-
ний свойств ММСК, наступивших при их 
извлечении из естественной ниши, в этой 
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работе используются «физические» воз-
действия на клетки, включая воздействие 
низкоинтенсивным электромагнитным 
излучением и лазероиндуцированными 
гидродинамическими процессами.

В настоящее время воздействие низ-
коинтенсивным электромагнитным из-
лучением широко используется в меди-
цинской практике для лечения различ-
ных заболеваний. Наибольшее распро-
странение получили лазерная терапия, 
основанная на применении низкоинтен-
сивного лазерного излучения видимого и 
ближнего инфракрасного диапазонов [6], 
и КВЧ — терапия, использующая волны 
миллиметрового диапазона [9]. Стреми-
тельное распространение этих методов 
воздействия связано с их высокой тера-
певтической эффективностью. Действие 
низкоинтенсивного лазерного излуче-
ния на различные биологические объек-
ты исследовалось на молекулярном, суб-
клеточном, клеточном и организменном 
уровнях [3, 13, 15].

Лазероиндуцированные гидродинами-
ческие (ЛИГ) процессы при воздействии 
лазерного излучения умеренной мощно-
сти (1-5 Вт) на водонасыщенные биотка-
ни в последнее время также стали эф-
фективно использоваться в регенератив-
ной медицине [4, 8]. Механизм терапев-
тического действия лазероиндуцирован-
ных гидродинамических процессов об-
условлен образованием и схлопывани-
ем парогазовых пузырьков в водонасы-
щенной ткани вблизи торца оптическо-
го транспортного волокна (через кото-
рое лазерное излучение вводится в био-
ткань), что приводит к возникновению 
в зоне лазерного воздействия кумуля-
тивных микроструй и генерации мощ-
ных низкочастотных механических ко-
лебаний среды [12, 16]. Возникшие ме-
ханические колебания среды вследствие 

эффектов механобиологии и запускают 
процесс регенерации ткани [5].

Проведенные ранее исследования по 
воздействию на биологические объек-
ты низкоинтенсивного лазерного излуче-
ния показали, что результат воздействия 
значительно зависит от состояния самих 
биологических объектов [13]. Так, при 
воздействии на биологические объекты, 
состояние которых характеризуется как 
«норма», различные контролируемые ха-
рактеристики (такие как, например, ин-
дукция интерферона лейкоцитами) до и 
после воздействия достоверно не отли-
чаются. Иная картина наблюдается при 
воздействии низкоинтенсивного излу-
чения на биологические объекты, нахо-
дящиеся в «ослабленном» состоянии. В 
этом случае после воздействия низкоин-
тенсивного излучения большинство кон-
тролируемых характеристик изменяют-
ся в сторону значений, характерных для 
биообъектов в состоянии «норма».

В этой работе, являющейся продол-
жением наших исследований физиче-
ских воздействий на ММСК [11], изуча-
ется влияние ряда используемых в совре-
менной медицине физических полей на 
изменение пролиферативной активности 
ММСК in vitro в состояниях, условно ха-
рактеризующихся как «норма» и «осла-
бленное».

Материалы и методы

Для сравнительного изучения проли-
феративной активности ММСК костного 
мозга в состояниях «норма» и «ослаблен-
ное» под воздействием низкоинтенсив-
ных полей нами была разработана мето-
дика получения штаммов ММСК в изме-
ненном («ослабленном») состоянии. Ко-
лонии фибробластов, сформированные 
к 12-14 дню после эксплантации костно-
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го мозга человека, обрабатывали 0,25% 
раствором трипсина, снимали с пласти-
ка и подвергали пассированию в опти-
мальных условиях культивирования — в 
среде, состоящей из 80% среды α-MEM, 
20% сыворотки эмбрионов коров (СЭК) 
с добавлением антибиотиков. Спустя не-
сколько дней в культуральных флаконах 
образовывался конфлюентный слой кле-
ток, состоящий из фибробластов. При 
последующих пассажах культура кле-
ток разделялась на две части и эксплан-
тировалась в культуральные флаконы с 
питательной средой различного состава. 
В первом случае культуральная среда со-
стояла из 80% среды α-MEM и 20% СЭК 
и обозначалась нами как «норма», в дру-
гом — из 97% среды α-MEM и 3% СЭК 
и была обозначена нами как «ослаблен-
ная». В дальнейшем, мы вели эти культу-
ры параллельно до IV-VI пассажа. Такое 
значительное уменьшение СЭК приво-
дило к стабильному снижению (пример-
но в 3 раза) пролиферации клеток. Перед 
облучением ММСК низкоинтенсивными 
полями клетки обрабатывались 0,25% 
трипсином и снимались с пластика. Су-
спензии ММСК объемом 3 мл разлива-
лись по пластиковым пробиркам с диаме-
тром 15 мм. В каждой из пробирок содер-
жалось около 3х105 клеток.

Облучение суспензии «нормальных» 
и «ослабленных» клеток проводили сле-
дующими полями:

— излучением He-Ne лазера (лазер-
ный аппарат ЛГН-213-1, длина волны 
0,63мкм, мощность 0,8 мВт, интенсив-
ность облучения 0,4 мВт/см2, время воз-
действия 60 с);

— КВЧ — излучением (аппарат «Ак-
вастин» фирмы ИРЭ-Полюс, длина вол-
ны 7,1 мм, интенсивность облучения 5 
мВт/см2, время воздействия 10 с, 30 с и 
60 с);

— полем ЛИГ (использовался воло-
конный лазерный аппарат ЛС-0,97 фир-
мы ИРЭ-Полюс, длина волны 0,97мкм, 
мощность 3 Вт, время воздействия 60 с).

Использовались следующие методи-
ки облучений. Для воздействия излуче-
нием He-Ne лазера использовался расхо-
дящийся лазерный луч, образованный с 
помощью линзы с фокусным расстояни-
ем 10 мм. Пробирка с культурой ММСК 
устанавливалась на расстоянии 40 см от 
линзы, где интенсивность облучения со-
ответствовала выбранному значению 0,4 
мВт/см2. Для воздействия КВЧ — излу-
чением предварительно отцентрифуги-
рованные пробирки с суспензией ММСК 
располагались внутри конусной антенны 
КВЧ аппарата таким образом, чтобы за-
уженное дно пробирки устанавливалось 
на излучающем торце головки аппарата. 
При воздействии полем ЛИГ пробирка с 
клеточной суспензией устанавливалась в 
кювету с водой. Там же в воде на рассто-
янии около 5 мм от пробирки закреплял-
ся фрагмент куриной кости, в которой 
кварцевым волокном аппарата ЛС-0,97 
прожигались (формировались) лазерные 
каналы. Формирование каналов проводи-
лось контактно кварцевым волокном ди-
аметром 400 мкм. При этом вблизи торца 
волокна развивались активные гидроди-
намические процессы, которые порож-
дали широкополосные акустические сиг-
налы [9, 12], воздействующие на ММСК 
в пробирке. Контроль параметров ла-
зерного излучения проводился с помо-
щью измерителя мощности FieldMaster 
(Coherent, США).

Фибробласты из каждой облученной 
пробирки и пробирок с контролем экс-
плантировали в три культуральных фла-
кона площадью 25 см2. Клетки выра-
щивались в инкубаторе при 37ºC в ат-
мосфере 5% CO2 в течение 5 дней. Для 
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определения пролиферативной актив-
ности ММСК культуры обрабатыва-
лись раствором TrypLe, затем прово-
дился подсчет выросших фибробластов 
с помощью счетчика клеток Countess™ 
Automated Cell Counter (Invitrogen). По 
результатам измерений вычислялись 
средние значения и стандартные откло-
нения. Существование различий между 
отдельными выборками проверяли с по-
мощью U-критерия Манна-Уитни.

Результаты и их обсуждение

На рисунках 1 и 2 представлены по-
лученные результаты. Как видно из ри-
сунков, средние значения количества вы-
росших фибробластов практически для 

всех экспериментов выше контрольных 
значений. Наибольшее отличие от кон-
троля (уровень значимости р≤0,01) заре-
гистрировано при воздействии на «осла-
бленные» клетки с помощью ЛИГ и КВЧ 
(при времени воздействия 10 с и 30 с). 
При этом пролиферативная активность 
ММСК при воздействии на суспензию 
«ослабленных» клеток за счет процессов 
ЛИГ в течение 60 с (рис. 1б) и КВЧ излу-
чением в течение 10 с (рис. 2б) возросла 
на 30%. Увеличение времени воздействия 
КВЧ излучением до 30 с (рис. 2б) приве-

ло к усилению пролиферативной актив-
ности ММСК по сравнению с контролем 
до 40%. Однако дальнейшее увеличение 
времени воздействия КВЧ излучения до 

Рис. 1. Пролиферация «нормальных» (а) и «ослабленных» (б) MМСК после облучения полем ЛИГ 
и низкоинтенсивным излучением He-Ne лазера.

Рис. 2. Пролиферация «нормальных» (а) и «ослабленных» (б) MМСК после облучения КВЧ излуче-
нием при различных временах воздействия.
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60 с привело к нивелированию позитив-
ного эффекта. Таким образом, резуль-
таты наших исследований, проведенных 
на ММСК, показывают, что эффект от 
воздействия на клетки различными фи-
зическими факторами существенно за-
висит от состояния самих клеток. Такие 
воздействия, практически не действуют 
на ММСК в состоянии «норма», но уве-
личивают пролиферативную активность 
клеток, находящихся в «ослабленном» 
состоянии.

Выводы

Используемые нами факторы физи-
ческого воздействия на ММСК (электро-
магнитное излучение гелий-неонового 
лазера, КВЧ излучение крайне и интен-
сивные акустические волны, генерируе-
мые в условиях лазеро-индуцированной 
гидродинамики) увеличивают их проли-
феративную активность. Максималь-
ный эффект усиления наблюдался при 
воздействии на «ослабленные» ММСК, 
культивирование которых проводилось 
на питательных средах с дефицитом 
СЭК. Полученные результаты открыва-
ют новые возможности терапевтическо-
го применения указанных физических 
воздействий, в частности, при использо-
вании ММСК в клеточных технологиях 
и тканевой инженерии.

Работа выполнена при поддержке 
РФФИ (проекты 10-02-01472, 09-02-
00714, 10-02-00672).
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Effect of hydrodynamic processes and low-intensity 
radiation with wavelengths 0,63 μm and 7,1 mm

on the proliferative activity of bone marrow
stromal stem cells in vitro

R.K Chailakhyan, V.I Yusupov, J.V. Gerasimov, P.A. Sobolev, A.H. Tambiev,
N.N. Vorobieva, A.P. Sviridov, V.N.Bagratashvili

The effects of He-Ne laser and extremely high frequency (wavelength 7,1mm) radiations as well as of 
laser induced hydrodynamic processes on the proliferation of bone marrow stromal stem cells in vitro were 
studied. We have tested stem cells in states «normal» and «suppressed». Suppression of cells was realized by 
reduction of cow embryo serum concentration in a nutrient medium of cultivated cells. It is shown that applied 
physical impacts have minor effects on «normal» bone marrow stromal stem cells, but stimulate proliferation 
of «suppressed» cells.

Key words: stem cells, bone marrow stromal stem cells, laser radiation, extremely high frequency, laser 
induced hydrodynamical field

Влияние гидродинамических процессов и низкоинтенсивного излучения с длинами волн 0,63 мкм и 
7,1 мм на пролиферативную активность стволовых клеток стромы костного мозга in vitro
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Результаты современного состояния 
проблемы введения и выявления иденти-
фикационной метки показывают, что эти 
процессы достаточно трудоемки и доро-
ги, однако при использовании донорских 
клеток костного мозга, содержащих ген 
зеленого белка от мышей линии B.10GFP 
и созданных нами праймеров для поли-
меразной цепной реакции от данных мы-
шей, упростили и более точно решили 
эти проблемы. 

Целью настоящего исследования яви-
лось изучение возможности выявления 
донорских клеток костного мозга, содер-
жащих метку гена зеленого белка, после 
их трансплантации мышам-реципиентам 
с генетической моделью СД 2 типа на 
длительных сроках.

Материалы и методы

Данное исследование проводилось 
на базе НЦБМТ РАМН. В эксперимен-
те были задействованы здоровые транс-
генные мыши линии B.10GFP, обоих по-
лов, в возрасте 3 месяцев, использовав-
шиеся в качестве доноров клеток кост-
ного мозга (ККМ). Реципиентами ККМ 
являлись гомозиготные по гену диабе-

та мыши линии С57BL/KsJYLeprdb/+ 
(db/db), обоих полов, аналогичного воз-
раста. Для осуществления аллогенной 
трансплантации стволовых клеток ис-
пользовали гемопоэтическую фракцию 
костного мозга. Способ введения ККМ 
— внутрибрюшинный. 

Реципиентам — мышам db/db прово-
дили двукратное введение аллогенных 
гемопоэтических клеток костного мозга 
(ГПККМ) по 8-9 млн. (всего 16-18 млн. 
клеток) с интервалом в 7 дней; клетки 
были предварительно культивированы 
5-7 суток; общий срок наблюдения со-
ставил 60, 120 и 224 суток.

Все работы по выделению клеток и их 
культивированию проводились в соот-
ветствии с общими принципами культу-
ральных исследований на живых и труп-
ных донорах. Время гибели животных 
— 30-40 минут. Жизнеспособность кле-
ток гемопоэтической фракции ККМ ис-
следовалась с помощью их окрашивания 
трипановым синим. 

Забор клеток костного мозга у 
мышей-доноров осуществлялся под нар-
козом, в качестве которого был исполь-
зован диэтиловый эфир. Соблюдая сте-
рильность, у доноров иссекали кости 

Изучено морфологическими методами выявление донорского маркера гена зеленого белка у мышей-
реципиентов больных сахарным диабетом 2 типа и подтверждено путем проведения полимеразной цеп-
ной реакции наличие гена зеленого белка на длительных сроках в организме животных. 

Ключевые слова: мыши B.10GFP, идентификационная метка, клетки костного мозга.
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предплечья, плеча, голени и бедра (вме-
сте с суставами), отделяя их от мышц. 
Далее кости обрабатывали в 70% спирте, 
стерильно ножницами отсекали суставы, 
и с помощью шприцев (объемами 1 и 2 
мл) вымывали ККМ раствором Хенкса 
(без Са2+ и Mg2+) из костномозгового ка-
нала. Суспензию клеток центрифугиро-
вали в течение 5 минут при 1500 об./мин.; 
осадок клеток ресуспендировали в лизи-
рующем растворе (114 mM NH4Cl; 7,5 
mM KHCO3; 100 мкM EDTA) из расчета 
1:1, при комнатной температуре (22°C), 
в течение 1 мин., а затем центрифугиро-
вали 5 мин. при 1500 об./мин., добиваясь 
полного лизиса эритроцитов. Гемолизи-
рованный супернатант полностью удаля-
ли отсасыванием с помощью водоструй-
ного насоса, а клеточный осадок, содер-
жащий мононуклеарные клетки (МНК) и 
мультипотентные мезенхимальные стро-
мальные клетки костного мозга (ММСК 
КМ), ресуспендировали в ростовой среде 
DMEM (ПанЭко), с добавлением 25мМ 
HEPES, 0,58 г/л глютамина, 100мкг/л 
гентамицина, 10% бычьей эмбриональ-
ной сыворотки (HyClone, USA), 5 мкг/л 
инсулина. Через 5-7 суток отбирали не 
прикрепившиеся к пластику клетки, ко-
торые затем использовали в опытах на 
животных как очищенную от стромаль-
ных (пластикадгезивных) клеток моно-
нуклеарную фракцию гемопоэтических 
клеток. Полученная культура МНК была 
готова для трансплантации.

Криосрезы внутренних органов де-
лали на криостате (для быстрого замо-
раживания образцов тканей) фирмы 
«LEICA» (Германия) при температу-
ре -18-24°С, толщина срезов составляла 
5-6 микрон. Фазово-контрастную и флу-
оресцентную микроскопию клеточного 
материала от доноров и криосрезы вну-
тренних органов реципиентов проводили 

на микроскопе фирмы «NIKON» (Япо-
ния). Флуоресцентную микроскопию 
проводили с использованием ультрафи-
олетового излучения с длиной волны 
390 нм. Для фотографирования исполь-
зовали цифровой фотоаппарат фирмы 
«OLYMPUS» (Япония).

Наличие гена, продуцирующего бе-
лок с зеленой флуоресценцией (GFP-
green fluorescent protein) и содержаще-
гося в ядрах клеток доноров, по присут-
ствию которого можно идентифициро-
вать клетки — как в культуре, так и по-
сле трансплантации во внутренних орга-
нах реципиентов (мышей db/db), выявля-
емые в криопрепаратах с помощью лю-
минесцентной микроскопии — было под-
тверждено проведением полимеразной 
цепной реакции (ПЦР). Процесс выявле-
ния проводился в три этапа:

1.	 Выделение ДНК из пробы пече-
ни доноров и реципиентов (мышей db/
db) при помощи набора Diatom DNA Prep 
100 (ООО «Компания Биоком», Россия), 
по инструкции фирмы-производителя.

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

3.	 Идентификация ПЦР-продуктов 
методом горизонтального электрофоре-
за. Гели сканировали в ультрафиолето-
вом свете при помощи трансиллюмина-
тора Gel|Chemi Doc («Bio-Rad» США).

Содержание реакционной смеси (объ-
ем — 25 мкл):

• 1,0 мкл геномной ДНК; 
•  0,2 мкл Taq ДНК-полимеразы;
• 2,5 мкл 10х буфера;
•  2,5 мкл 25 мМ хлорида магния; 
•  0,5 мкл 10 мМ dNTP;
•  0,5 мкл 10 М primers 
(первая пара — 
5'-CAC ATG AAG CAG CAC GAC TTC T-3' 
5'-AAC TCC AGC AGG ACC ATG TGA T-3'
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вторая пара — 
5'-CAC ATG AAG CAG CAC GAC TTC T-3' 
5'-AAC TCC AGC AGG ACC ATG TGA T-3');
•  17,8 мкл воды.
Протокол амплификации 

включал:
1 цикл: 94ºС — 3 минуты; 
2 цикл : 94ºС — 15 секунд 
 62ºС — 30 секунд
 72ºС — 30 секунд. 38 циклов
3 хранение 4ºС.

Результаты и их обсуждение

Для выявления связи клиниче-
ских, биохимических и морфоло-
гических изменений наступающих 
в организме мышей db/db с СД 2 
типа после проведения клеточной 
терапии с распределением ККМ 
в организме и их жизнеспособно-
стью — нами были проведены ис-
следования с аллогенными донор-
скими ККМ — мышей B.10GFP 
при внутрибрюшинном введении 
их мышам db/db. ККМ выявляли 
в криопрепаратах разных органов 
на 60 и 120 сутки после введения 
с помощью люминесцентной ми-
кроскопии, т.к. введенные клетки 
содержат флюоресцирующий ген 
зеленого белка (390 нм). Наше ис-
следование показало, что на 60 и 
120 сутки после внутрибрюшин-
ного введения введенные клетки 
достигают разных органов и не по-
гибают, а сохраняют свою жизне-
способность. Люминесцентная ми-
кроскопия по флуоресценции кри-
осрезов разных органов позволи-
ла нам выявить донорские клет-
ки в поджелудочной железе, селе-
зенке, почках, печени (рис. 1, рис. 2) и 
связать возникающие в этих органах из-

менения (морфологические и функцио-
нальные) со стимуляцией в этих органах 
процессов адаптации и компенсации [2, 
3, 6, 7, 8, 9, 10].

Сопоставление результатов морфоло-
гического исследования органов при про-

Н.В. Касинская, О.И. Степанова, Н.Н. Каркищенко, В.Н. Каркищенко, Х.Х.Семенов, Т.Б. Бескова, 
Г.Д. Капанадзе, А.О. Ревякин, С.Е. Деньгина

Рис. 1. Распределение донорских ККМ (мыши B.10GFP) 
в органах через 60 суток после внутрибрюшинного введе-
ния их реципиентам db/db. Увел. х 200

А — поджелудочная железа донора B.10GFP (с геном зе-
леного белка); фазово-контрастная микроскопия; Б — под-
желудочная железа донора B.10GFP; люминесцентная ми-
кроскопия; В — поджелудочная железа реципиента db/db c 
CД 2 типа без введения ККМ, люминесцентная микроско-
пия; Г — поджелудочная железа реципиента после введения 
ККМ; Д — селезенка после введения ККМ; Е — почка по-
сле введения ККМ; люминесцентная микроскопия. 

Рис. 2. Распределение донорских ККМ (мыши B.10GFP) 
в органах через 120 суток после внутрибрюшинного введе-
ния реципиентам db/db; Увел. х 200

А — поджелудочная железа; Б — печень; В — селе-
зенка; Г — почка (флюоресцентное свечение в перива-
скулярных участках почечной артерии); слева — фазово-
контрастная микроскопия; справа — люминесцентная ми-
кроскопия; Увел.х 400.
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ведении клеточной терапии аллогенными 
ККМ на фоне развернутой клинической 
картины СД (через 3 мес. после рожде-
ния) показывает, что клеточная тера-
пия оказывала положительный эффект, 
а также использование донорского ма-
териала ККМ содержащих ген-зеленого 
белка позволила нам использовать их как 
идентификационную метку на длитель-
ных сроках после введения. 

Гистологическим методом мы выяви-
ли у реципиентов во внутренних органах 
присутствие донорского гена-зеленого 
белка на 60 и 120 сутки после введения, 
что также нами было подтверждено с 
помощью более точного ПЦР метода их 
присутствие у реципиентов не только в 
те же сроки (рис.3 А.,Б), но и выделить 
их на более отдаленном сроке, т.е. через 
224 сутки после введения ККМ (рис.3 
В.) когда животные пали естественной 
смертью и где длительность жизни ре-
ципиентов составила 314 дней (в груп-
пе контроля без лечения ККМ длитель-
ность жизни животных db/db составила 
199 дней [1, 4, 5]).

 

Выводы

1.	  В качестве установления иден-
тификационной метки донорского мате-
риала возможно использование клеток 
костного мозга мышей линии B.10GFP.

2.	 Аллогенные клетки костного 
мозга после трансплантации сохраняют-
ся в организме реципиента (мыши линии 
С57BL/KsJYLeprdb/+) в течение длитель-
ного времени, участвуя в процессах мор-
фогенеза внутренних органов.

3.	 Введение клеток костного мозга 
позволяет в 1,6 раза увеличить сроки жиз-
ни животных по сравнению с контролем 
(СД 2 типа без клеток костного мозга).

4.	 Пролонгированное поддержание 
восстановительного морфогенеза по-
врежденных органов при моделировании 
СД 2 типа обусловлено длительным (120 
дней) сохранением жизнеспособности 
введенных клеток костного мозга, что 
подтверждается люминесценцией клеток 
костного мозга мышей B10.GFP содер-
жащих ген зеленого белка. 

5.	 Создание новых праймеров от 
мышей линии B.10GFP позволило более 

точно подтвердить наличие донор-
ских клеток в организме реципи-
ентов (через 60 и 120 дней) и вы-
явить в более отдаленные сроки 
(224 дней).
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Важной задачей современной биоме-
дицины и биофармации является пони-
мание процесса доставки лекарственного 
вещества (ЛВ) до органов и клеток-
мишеней при внутреннем применении. 

Проницаемость ЛВ можно достовер-
но определить в исследованиях in vivo 
на здоровых добровольцах: например, 
определением абсолютной биодоступно-
сти (относительно внутривенного введе-
ния), анализом массового баланса, иссле-
дованиями методом кишечной перфузии 
[2-4]. Подобные данные являются наи-
более точными, однако также трудоем-
кими и дорогостоящими, а также вовле-
кают в испытание здоровых доброволь-
цев, что вызывает дополнительные эти-
ческие сложности. Например, значение 
коэффициента кишечной проницаемости 
на здоровых добровольцах к настоящему 
моменту было определено лишь для 29 
субстанций [5]. В связи с этим получение 
данных in vivo не может быть приемле-
мо для рутинного анализа или для скри-

нинговых целей при поиске новых лекар-
ственных средств. 

Поэтому перед исследователями в по-
следние 15 лет стояла задача разработать 
косвенный метод оценки кишечной прони-
цаемости. Среди моделей, позволяющих 
оценить проницаемость ЛВ без вовлечения 
здоровых добровольцев, можно выделить 
3 основные группы: исследования in situ 
(например, на тонком кишечнике крыс) 
[6], исследования in vitro (например, на мо-
нослое клеток Сасо-2) [7], а также иссле-
дования in silico, то есть путем компьютер-
ного моделирования [5, 8, 9].

Взаимосвязь структуры и физико-
химических свойств молекулы с прони-
цаемостью

Двумя основными свойствами ЛВ, 
влияющими на его кишечную проницае-
мость, являются его растворимость в во-
дных средах и его липофильность. Для 
того чтобы субстанция абсорбировалась 

Статья посвящена основным подходам, применяемым для оценки кишечной проницаемости лекар-
ственных веществ с использованием компьютерного моделирования (методов in silico). Приведена вза-
имосвязь некоторых физико-химических параметров субстанций (log P, C log P, log D) и коэффициен-
та кишечной проницаемости, а также достоверность данной корреляции. Описаны основные компью-
терные программы, применяемые для прогнозирования проницаемости, и модели, лежащие в основе их 
функционирования.

Ключевые слова: абсорбция, проницаемость, коэффициент распределения, методы in silico.
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через стенку кишечника, она, с одной 
стороны, должна быть достаточно рас-
творимой в средах ЖКТ, чтобы достиг-
нуть слизистой оболочки, с другой сто-
роны — достаточно липофильной, чтобы 
проникнуть через липидный бислой мем-
бран энтероцитов путем пассивной диф-
фузии. На данные параметры влияют, в 
первую очередь, ионизация вещества, его 
кислотно-основные свойства, молеку-
лярная масса, водородные связи, распре-
деление заряда и т.д. [10]. Общеприня-
тым термином, характеризующим связь 
между структурой вещества, и каким-
либо его свойством (в том числе и биоло-
гическим), является QSAR — quantitative 
structure-activity relationship (синоним 
QSPR — quantitative structure-property 
relationship) [11]. Среди многочислен-
ных подходов оценки такой взаимосвязи 
между структурой вещества с его биодо-
ступностью наибольшее распростране-
ние нашло «правило пяти», разработан-
ное Lipinski. Данное правило утвержда-
ет, что оптимальной биодоступностью 
обладают субстанции, которые:

1.	 имеют молекулярную массу ме-
нее 500;

2.	 имеют значение коэффициента 
распределения октанол-вода (log P) ме-
нее или равное 5;

3.	 количество доноров протонов 
(групп -NH и -ОН) менее 5; 

4.	 количество акцепторов протонов 
(атомов N- и О-) менее 10.

Если два или более из этих требова-
ний не будут соблюдены, существует вы-
сокий риск низкой биодоступности сое-
динения [12]. 

Взаимосвязь проницаемости и липо-
фильности молекул

Физико-химическим свойством моле-

кулы, вносящим наибольший вклад в ее 
проницаемость, является липофильность. 
Мерой липофильности является коэффи-
циент распределения октанол-вода (log P) 
— логарифм отношения концентраций 
неионизированной субстанции в системе 
двух несмешивающихся жидкостей — 
н-октанол и вода [11]. Для ионизируемых 
молекул липофильность более достовер-
но характеризуется коэффициентом log 
D, который учитывает как неионизиро-
ванную, так и ионизированную долю ве-
щества в водной фазе. Коэффициент рас-
пределения, определенный эксперимен-
тально, имеет высокую степень корреля-
ции, между таковым, определенным пу-
тем компьютерного моделирования с ис-
пользованием методов QSAR. Коэффи-
циент распределения, рассчитанный при 
помощи программы BioLoom (компания 
Biobyte, США), называется C log PТМ 
(calculated log P) и является «золотым 
стандартом» для прогнозирования липо-
фильности in silico [13]. В настоящее вре-
мя существует ряд программ, достоверно 
определяющих данный параметр на осно-
вании структуры молекулы [5].

Kasim с соавторами на основании пред-
положения о ключевой роли липофиль-
ности в процессе всасывания ЛВ, оцени-
ли взаимосвязь между коэффициентами 
распределения log D, log P (рассчитанные 
с помощью программы ChemDraw Ultra 
6.0) и С log P (BioLoom 5.0) и коэффи-
циентом проницаемости Peff in vivo, по-
лученным на здоровых добровольцах, для 
29 ЛВ. В качестве стандартного веще-
ства использовали метопролол — веще-
ство с биодоступностью более 95 % (log 
P = 1,72; Peff in vivo = 1,34 х 10-4 см/с) [5]. 
Среди исследуемых ЛВ было 14 субстан-
ций, входящих в модельный перечень ре-
ферентных веществ FDA [2] для оценки 
проницаемости косвенными методами.
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По результатам проведенного иссле-
дования по показателю log P для 18 из 
26 ЛВ была получена корректная клас-
сификация относительно метопролола 
(69 %); для референтных субстанций из 
модельного перечня FDA совпали дан-
ные 11 из 12 ЛВ (92 %). Для показате-
ля С log P данные in vivo и in silico каче-
ственно совпали для 18 из 28 субстанций 
(64 %), при этом для перечня FDA про-
ницаемость была корректно классифи-

цирована для 11 из 13 ЛВ (85 %). Допол-
нительно, для коэффициента log D была 
получена правильная классификация для 
13 из 15 исследуемых веществ (87 %) [5]. 

Для перечня FDA в целом правильная 
классификация проницаемости была по-
лучена для 14 из 20 субстанций (70 %) 
(табл. 1). Критерием «высокой» прони-
цаемости было значение биодоступности 
90 % и более.

Таблица 1
Корреляция между кишечной проницаемостью и коэффициентом

распределения октанол-вода для модельного перечня
референтных субстанций FDA

ЛВ Проницаемость1 log P2

антипирин высокая низкий (л/о)

кофеин высокая низкий (л/о)

карбамазепин высокая высокий

флувастатин высокая высокий

кетопрофен высокая высокий

метопролол высокая высокий

напроксен высокая высокий

пропранолол высокая высокий

теофиллин высокая низкий (л/о)

верапамил высокая высокий

амоксициллин низкая низкий

атенолол низкая низкий

фуросемид низкая высокий (л/п)

гидрохлоротиазид низкая низкий

маннитол низкая низкий

α-метилдофа низкая низкий

ПЭГ-400 низкая низкий

ПЭГ-1000 низкая низкий

ПЭГ-4000 низкая низкий

ранитидин низкая низкий

Методы прогнозирования кишечной проницаемости лекарственных веществ
с применением компьютерного моделирования

данные таблицы приведены по [14]
1 — согласно руководству FDA [2]
2 — относительно метопролола (log P= 1,72) 

л/о — ложноотрицательный результат
л/п — ложноположительный результат
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Недостатком модели всасывания, 
основанной на липофильности, явля-
ется то, что она не учитывает механиз-
мы всасывания ЛВ, которые отлича-
ются от простой диффузии (активный 
транспорт с участием переносчиков). 
Среди исследуемых субстанций, кото-
рые были некорректно классифицирова-
ны на основании коэффициента распре-
деления, 7 абсорбировались путем ак-
тивного транспорта (ложноотрицатель-
ные результаты) и 2 являлись субстра-
тами эфлюкс-транспортеров (ложнопо-
ложительные результаты). Таким обра-
зом, из всего перечня исследуемых ЛВ 
20 из 29 абсорбировались путем простой 
диффузии, при этом для 19 из них про-
ницаемость, определенная in silico, ка-
чественно совпала с таковой, определен-
ной in vivo, то есть достоверность опи-
санного метода для подобных ЛВ соста-
вила 95 % [14].

Принципы работы компьютерных 
программ компьютерного моделирова-
ния абсорбции

Наиболее известными коммерчески 
доступными компьютерными програм-
мами для прогнозирования абсорбции, 
распределения, метаболизма и выведе-
ния ЛС являются GastroPlusTM (компания 
SimulationsPlus, США) и iDEATM (компа-
ния Lion Biosciences, Германия) [15]. 

Принцип работы программы 
GastroPlusTM основан на оценке биодо-
ступности ЛВ в ЖКТ исходя из его рас-
творимости и коэффициента кишечной 
проницаемости. Первичными входными 
данными для программы является струк-
турная формула молекулы. На основа-
нии структуры первый модуль програм-
мы рассчитывает его растворимость, ко-

эффициент распределения октанол-вода 
и другие физико-химические свойства. 
На основании растворимости и log P рас-
считывается коэффициент проницаемо-
сти, что возможно благодаря значитель-
ному количеству данных по корреля-
ции проницаемости с липофильностью, 
имеющемуся в программе [15]. Далее 
GastroPlusTM определяет проницаемость 
ЛВ при помощи модели ACAT (Advanced 
Compartmental Absorption and Transit), 
согласно которой кишечник подразде-
ляется на 7 частей, каждой из которых 
соответствует определенный рН, сред-
нее время нахождения ЛВ в данной части 
и объем среды растворения [16]. Кроме 
того, данная программа позволяет опи-
сать всю фармакокинетику, метаболизм, 
прохождение через ГЭБ, токсичность, 
лекарственное взаимодействие и ряд дру-
гих свойств [17]. 

Базовые принципы программы 
iDEATM не отличаются существенно от 
таковых у программы GastroPlusTM — 
она моделирует поведение потока жид-
кости с ЛВ в тонком кишечнике, кото-
рый также подразделяется на несколько 
фрагментов. Для каждого из фрагмен-
тов рассчитывается доля всосавшего-
ся ЛВ на основании его растворимости, 
проницаемости и площади поверхно-
сти кишечника. Для достоверной оценки 
биодоступности iDEATM учитывает воз-
можный эффект первичного прохожде-
ния через печень [15]. 

В целом, обе программы обеспечива-
ют достоверность данных порядка 68%-
79% (при качественной оценке биодо-
ступности). GastroPlusTM является более 
многофункциональной программой, что 
требует высокого уровня квалифика-
ции персонала при работе с ней, в то вре-
мя как iDEATM является более простой и 
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удобной в обращении, однако не позволя-
ет реализовать многие возможности, до-
ступные в GastroPlusTM [15]. 

Очевидно, что методы компьютер-
ного моделирования являются наибо-
лее простыми при оценке кишечной 
проницаемости, однако поскольку они 
не учитывают ряда реальных физио-
логических факторов (например, роль 
белков-переносчиков, наличие слизи в 
ЖКТ, моторики и др.), методы in silico 
рекомендуется использовать для первич-
ного прогнозирования и скрининговых 
целей при изучении абсорбции ЛВ. 
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Сахарный диабет (СД) 2 типа отно-
сится к числу наиболее распространен-
ных хронических неинфекционных за-
болеваний в мире и число больных СД 
продолжает, неуклонно расти. Несмотря 
на определенные достижения последних 
лет, современная медикаментозная тера-
пия сахарного диабета по-прежнему не 
способна надежно препятствовать про-
грессированию клинических проявлений 
СД и его осложнений, поэтому поиск и 
разработка новых подходов к лечению 
СД остается актуальной проблемой.

Целью настоящего исследования яви-
лось изучение возможности коррекции 

углеводного обмена, а также метаболи-
ческих и иммунологических нарушений 
с помощью алло- и изогенных гемопоэ-
тической и стромальной фракции кле-
ток костного мозга (ККМ) при использо-
вании генетической модели СД 2 типа на 
разных стадиях этого заболевания.

Материалы и методы

Для коррекции клинических и мор-
фологических признаков СД 2 типа 
использовали модель гомозигот-
ных мутантных мышей линии C57BL/
KsJYLeprdb/+ (db/db), эта модель имеет 

Полученные результаты новы, т.к. впервые применен метод лечения СД 2 типа с помощью аллоген-
ных и изогенных культивированных клеток костного мозга. Метод лечения СД 2 типа впервые выпол-
нен на отечественной генетической модели СД 2 типа, воспроизводящей клинические проявления СД 2 
типа у человека. В работе были установлены условия, при которых оптимизируются эффекты лечения 
с помощью стволовых и прогениторных клеток костного мозга. Показано, что пролонгированный кли-
нический эффект регуляции углеводного обмена и предотвращение глубоких структурных патогенети-
ческих нарушений во внутренних органах наступают при использовании клеток костного мозга в ран-
нюю стадию развития СД 2 типа в высоких дозах или многократном применении умеренных доз клеток, 
что позволяет длительно компенсировать углеводный обмен за счет сохранения адекватной функцио-
нальной активности островкового аппарата поджелудочной железы. Эту работу можно рассматривать, 
как предклинический этап изучения возможности и перспективности применения клеток костного моз-
га в комплексном лечении СД 2 типа.

Ключевые слова: сахарный диабет 2 типа, мыши db/db, поджелудочная железа, углеводный обмен, 
клетки костного мозга.
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стадийность течения заболевания и со-
ответствующие патогенетические изме-
нения внутренних органов.

В опытных группах использовали 
мышей в возрасте 1 мес. (первая стадия 
заболевания) и в возрасте 3-4 мес. (вто-
рая стадия заболевания), а контроль-
ную группу составили мыши с СД без 
введения ККМ.

Для коррекции клинических и пато-
генетических нарушений заболевания 
использовали аллогенные клетки (гемо-
поэтической и стромальной фракций) 
ККМ от здоровых доноров мышей ли-
нии B10.GFP и изогенные клетки (ге-
мопоэтической и стромальной фрак-
ций) ККМ от фенотипически здоровых 
гетерозиготных мышей той же линии 
C57BL/KsJYLeprdb/+ (db/+). Введение 
ККМ проводили внутрибрюшинно, воз-
раст доноров соответствовал возрасту 
реципиентов, сроки наблюдения соста-
вили 2 и 4 месяца.

I. В опытной группе на второй ста-
дии заболевания, когда имели место вы-
раженные клинические признаки, было 
выполнено 6 серий наблюдений:

 серия 1. — однократно введено 4,5-
5 млн. культивированных гемопоэтиче-
ских аллогенных ККМ (ГПККМ);

серия 2. — однократно введено 4,5-5 
млн. некультивированных аллогенных 
ККМ;

серия 3. — производилось 7-ми крат-
ное введение ККМ: сначала 4-х кратно с 
интервалом в 7 дней введение культиви-
рованных аллогенных ГПККМ (общее 
количество 18-20 млн. клеток), а затем 
3-х кратное с интервалом в 14 дней (об-
щее количество 6-7,5 млн. клеток) куль-
тивированных мультипотентных мезен-
химальных стромальных аллогенных 
ККМ (ММСК КМ);

серия 4. — 3-х кратное введение куль-
тивированных изогенных ГПККМ с ин-
тервалом 3-4 дня (общее количество 24-
39 млн. клеток);

серия 5. — 3-х кратное введение с ин-
тервалом 14 дней культивированных изо-
генных ММСК КМ (общее количество 
24-30 млн. клеток);

серия 6. — однократное введение 
100 млн. культивированных изогенных 
ГПККМ.

II В опытной группе на первой ста-
дии заболевания, характеризующейся 
начальными признаками СД, было вы-
полнено 2 серии наблюдений:

—7-ми кратное введение ККМ: сна-
чала 4-х кратное введение аллогенных 
ГПККМ (общее количество 18-20 млн. 
клеток), затем 3-х кратное с интервалами 
14 дней введение культивированных ал-
логенных ММСК КМ (общее количество 
6,5-7 млн. клеток) (7-я серия) и однократ-
ное введение 100 млн. культивированных 
изогенных ГПККМ (8-я серия).

У мышей — реципиентов в динами-
ке определяли в крови содержание глю-
козы, гликозилированного гемоглобина 
(HbA1с), измеряли массу тела и массу 
внутренних органов; определяли объем 
выпитой воды и съеденного корма. Про-
водили в динамике гистологические ис-
следования поджелудочной железы, пе-
чени, почек и селезенки.

Результаты и их обсуждение 

После введения аллогенных ККМ у 
животных на 2-ой стадии СД (через 3-4 
мес. после рождения) в серии 1 и 2 (где 
были введены одинаковые дозы клеток) 
наблюдали снижение показателей уров-
ня глюкозы и HbA1с, более достовер-
ный выраженный эффект был в серии 
1 с использованием культивированных 
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клеток, а менее выраженный в серии 2 
с некультивированными ККМ. Одна-
ко в серии 3 при многократном после-
довательном (7-ми кратном) примене-
нии аллогенных культивированных кле-
ток удается достигнуть более пролонги-
рованного воздействия на показатели 
углеводного обмена.

В 4 и 5 сериях после применения 
культивированных изогенных ККМ до-
стоверно и в равной степени снижались 
показатели углеводного обмена по срав-
нению с контролем, однако эти показате-
ли оставались выше, чем в 6-ой серии (с 
однократным введением в дозе 100 млн.). 
При введении такой дозы клеток уда-
лось достигнуть более пролонгированно-
го эффекта снижения показателей угле-
водного обмена (до 120 дней).

Считаем важным подчеркнуть, что 
аллогенные и изогенные ККМ во всех 
сериях при введении на 2-ой стадии СД 
не способствовали устойчивому сниже-
нию показателей углеводного обмена, 
они лишь стабилизировали его на уровне 
более низком по сравнению с контролем. 

При введении ККМ 1стадии заболе-
вания в сериях 7 и 8 удалось достигнуть 
выраженного пролонгированного сни-
жения показателей углеводного обмена 
(120 дней) до субнормальных величин: 
6,9±2,82 ммоль/л; 6,7±2,18 ммоль/л и 
4,4±0,55%; 4,4±0,57% HbA1с соответ-
ственно.

Во всех сериях опытов масса тела, ко-
личество выпитой воды и аппетит жи-
вотных стабилизировались и удержива-
лись на одном уровне, но их выражен-
ность была различной, так в серии 7 и 8 
динамика этих показателей была близка 
к норме, а в контрольных группах с СД 
2 типа за аналогичный период масса тела 
или повышалась, или понижалась в зави-
симости от стадии течения болезни. На-

блюдали снижение полиурии до её пол-
ного исчезновения, особенно в сериях на 
ранней стадии развития болезни и в се-
риях (на выраженной стадии болезни) с 
использованием 7-ми кратного введения 
и при введении 100млн. ККМ; отмечено 
также устранение мацерации кожных по-
кровов в опытных сериях после клеточ-
ной терапии, когда в контрольных груп-
пах мацерация становилась не заживаю-
щей раной, которая оставалась у живот-
ного вплоть до его гибели.

Полученные позитивные эффекты 
клеточной терапии в опытных сериях с 
СД привели к пролонгированному увели-
чению сроков жизни животных, так сро-
ки жизни были в 1,7-2,3 раза (2-ой ста-
дии заболевания) и 2,5-2,7 раза (на ран-
ней стадии болезни) больше по сравне-
нию с контролем.

В поджелудочной железе (ПЖ) при 
введении культивированной взвеси ал-
логенных и изогенных ККМ отмечается 
положительный эффект, выражающий-
ся в увеличении количества и размеров 
островков Лангерганса (ОЛ), увеличении 
базофильных β-клеток островков, высо-
ко достоверные результаты получены в 
сериях в 7, 8 и 3,6. 

С целью подтверждения сохранения 
нейроэндокринных клеток в составе ОЛ 
в опытных сериях, использовался метод 
иммуногистохимического (ИГХ) анали-
за с хромогранином А. Полученные дан-
ные показали, что положительное цито-
плазматическое окрашивание выявляет-
ся практически во всех клетках остров-
ков в сериях с использованием ККМ при 
разных дозах введений. С целью установ-
ления наличия и степени пролифератив-
ной активности клеток островковой ча-
сти ПЖ после введения ККМ, нами так-
же было выполнено ИГХ исследование 
(иммуннопероксидазный метод с АТ) с 



Биомедицина № 2, 2011 44

использованием маркеров репликации 
ДНК - антител к Кi-67. Использование 
данных ИГХ маркеров показало нали-
чие высокой пролиферативной активно-
сти островковых клеток особенно в се-
риях 7, 8 и в сериях 3, 6, 1, 4, 5; несколь-
ко менее выраженную активность в се-
рии 2. В контроле окраска островковых 
клеток на хромогранин А и антителами 
Кi-67 — отсутствовала.

 В печени после клеточной терапии у 
реципиентов наблюдали накопление гли-
когена от умеренной степени до выра-
женной, за счет улучшения в печени бел-
кового и углеводного обменов. В опыт-
ных сериях признаки жировой дистро-
фии гепатоцитов отсутствовали и отме-
чалось хорошее накопление гликогена 
гепатоцитами всех отделов долек, осо-
бенно в серии 7 и 8. В контроле — были 
выраженными признаки жировой дис-
трофии печени и сниженное содержание 
гликогена в гепатоцитах.

В ткани селезенки под действи-
ем алло- и изогенных ККМ формиру-
ются крупные лимфоидные фоллику-
лы, наблюдается интенсивная бласто-
трансформация лимфоидных клеток в 
селезенке, что свидетельствует о вос-
становлении структуры селезенки как 
иммуно-компетентного органа и о вос-
становлении её иммунорегуляторной ак-
тивности. Восстановление структуры се-
лезенки подтверждают морфометриче-
ские исследования её белой пульпы, а 
также массы селезенок, которые были 
достоверно выше в сериях 7,8 и 3,6.

 В почках во всех эксперименталь-
ных сериях после клеточной терапии на-
блюдали снижение степени выраженно-
сти дистрофических изменений эпителия 
дистальных и проксимальных канальцев; 
исчезновение эозинофильных и PAS- по-
ложительных масс в просвете канальцев, 

что было связано с нормализацией угле-
водного и жирового обменов в организме 
животных и более выраженные резуль-
таты получены в сериях 7 и 8.

В ходе экспериментальной работы 
была проведена оценка введенных ал-
логенных ККМ с геном зеленого бел-
ка, которая показала, что на 66 и 120 
сутки после их введения, они не поги-
бают в организме, а сохраняют свою 
жизнедеятельность, мигрируя в разные 
органы, в том числе в ПЖ и селезенку, 
стимулируя участие этих органов в ау-
торегенерации.

Выводы

Стволовые и прогениторные ККМ 
выполняют не заместительную, а биоре-
гуляторную функцию.

 Установлено, что выраженность те-
рапевтического эффекта ККМ у мы-
шей с СД 2 типа повышается: при ис-
пользовании культивированных клеток; 
при повышении дозы и кратности введе-
ния ККМ, а также зависит от степени со-
хранности адаптационных резервов орга-
низма (т.е. от стадии заболевания), но не 
зависит от фенотипа используемых кле-
ток (ГПККМ или ММСК КМ) и их ги-
стосовместимости (аллогенные или изо-
генные клетки).

 Введение ККМ на ранней стадии раз-
вития СД 2 типа (1 мес. после рожде-
ния) позволяет пролонгировано сохра-
нять нормальные уровни глюкозы и гли-
козилированного гемоглобина в крови, 
сохранять значения массы тела в преде-
лах нормальных величин, а так же пре-
дотвращать развитие патологических из-
менений во внутренних органах и поддер-
живать гипертрофию и гиперплазию ОЛ 
в ПЖ, что обеспечивает адекватную ре-
гуляцию углеводного обмена.

О.И. Степанова1, Н.Н. Каркищенко1, Н.А. Онищенко2, О.В. Баранова1
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 Введение ККМ на фоне выражен-
ных проявлений СД 2 типа (3-4 мес. по-
сле рождения) не сопровождается значи-
тельным снижением гликемии и содер-
жания гликозилированного гемоглобина, 
однако снижает выраженность развития 
патоморфологических изменений во вну-
тренних органах, что способствует под-
держанию их функции и пролонгирует 
сроки жизни животных.

Позитивные эффекты клеточной те-
рапии у животных с СД 2 типа на клини-
ческие и морфологические проявления 
заболевания во внутренних органах, свя-
заны с пролонгированными сроками со-
хранения жизнеспособности и функци-
ональной активности ККМ в организме 
после трансплантации.

Dynamic indicators of correction by marrow cages
a condition of C57BL/KsJYLeprdb / +

O.I.Stepanova, N.N.Karkishchenko, N.A.Onishchenko, O.V.Baranova

The received results are new, since the method of treatment СD 2 types with the help allogenic for the 
first time is applied and the isogene cultivated marrow cages the Method of treatment СD 2 types is executed 
for the first time on the domestic genetic model СD 2 types reproducing clinical displays СD of 2 types at the 
person. In work conditions at which effects of treatment by means of stem and progenitor marrow cages are 
optimized have been established. It is shown that the prolonged clinical effect of regulation of a carbohydrate 
exchange and prevention of deep structural pathogenetic infringements in an internal come at use of cages of a 
marrow in an early stage of development СD 2 types in high doses or repeated application of moderate doses 
of cages that allows is long to compensate a carbohydrate exchange at the expense of preservation of adequate 
functional activity islet the pancreas device. This work can be considered, how a preclinical stage of studying 
of possibility and perspectivity of application of cages of a marrow in complex treatment СD 2 types.

Key words: a diabetes 2 types, mice db/db, pancreas, carbohydrate exchange, marrow cages.
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Гипоксия — явление, которое соглас-
но современным представлениям, вклю-
чается в патогенез практически любо-
го заболевания. Гипоксические состоя-
ния осложняют течение многих заболе-
ваний различного генеза, являясь важ-
нейшей составляющей самых разноо-
бразных нозологических форм патоло-
гии, включающих такие типовые патоло-
гические процессы как воспаление, лихо-
радка, шок и другие [8]. Несмотря на оче-
видные различия в пусковых механизмах 
формирования гипоксии экзогенного или 
эндогенного происхождения метаболи-
ческие сдвиги в условиях дефицита кис-
лорода в биологических системах в зна-
чительной мере стереотипны [7, 9]. По-
следние, как известно, характеризуются 
активизацией процесса гликолиза, липо-

лиза, протеолиза, развитием метаболиче-
ского или респираторного ацидоза, набу-
ханием митохондрий и, соответственно, 
разобщением окислительного фосфори-
лирования и свободного дыхания, дефи-
цитом АТФ, подавлением энергозависи-
мых реакций в клетках различной струк-
турной и функциональной организации 
[4, 10]. На основании изложенного ак-
туален выбор адекватной биологической 
модели для исследования антигипоксан-
тов, так как от чувствительности живот-
ного к гипоксии во многом зависит и точ-
ность оценки анитигипоксантного дей-
ствия препаратов. В связи с этим целью 
настоящей работы является создание ли-
ний крыс, оппозитных по чувствительно-
сти к острой гипобарической гипоксии.

Работа посвящена контролю процесса формирования низко- и высокоустойчивых к гипобарической 
гипоксии линий крыс в НЦБМТ РАМН. Исходным материалом для создания линий служила аутбредная 
популяция крыс филиала «Андреевка». Предыдущий контроль был осуществлен на 5-м поколении ин-
бридинга. Установлено, что за 10 последующих поколений (F5-F15) тесного инбридинга и селекции по-
казатель времени жизни (ВЖ) «на высоте», который является мерой оценки чувствительности живот-
ных к острой гипобарической гипоксии, возрос у резистентных животных в 2,2 раза, у низкоучтойчи-
вых — снизился в 2,3 раза. Полученные данные являются свидетельством эффективности проводимой 
генетико-селекционной работы.

Ключевые слова: низко- и высокоустойчивые животные к гипобарической гипоксии, селекция, ин-
бридинг, крысы.
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Материал и методы

Исходным материалом служила аут-
бредная популяция крыс филиала «Ан-
дреевка» НЦБМТ РАМН. Для селек-
ции были использованы животные обо-
его пола в возрасте 3-3,5 месяцев, со-
держащиеся в конвенциональных усло-
виях. Кормили крыс гранулированным 
комбикормом ПК-120. Отбор животных 
и дальнейшая селекция осуществляет-
ся по индивидуальной чувствительности 
к острой гипобарической гипоксии. Для 
этого каждая крыса в барокамере «под-
нималась на критическую высоту» (11,5 
тыс. м) со скоростью 165 м/сек., где она 
находилась до агонального состояния. 
Исследуемые показатели: ВПП — вре-
мя первого падения (переход в лежа-
чее положение), характеризующее по-
рог реакции организма на данное воздей-
ствие, сек.; ВЖ — время жизни «на вы-
соте» (до появления агонального дыха-
ния), сек.; ВВП — время восстановления 
позы после «спуска» животного с «высо-
ты», сек. [3]. Мерой оценки чувствитель-
ности животных к острой гипобариче-
ской гипоксии служило время жизни «на 
высоте». К высокоустойчивым были от-
несены те животные, которые выдержи-
вали в барокамере острую гипобариче-
скую гипоксию не менее 1200 сек. (ВЖ 

> 1200 сек.). К низкоустойчивым — жи-
вотные, выдерживающие острую гипоба-
рическую гипоксию менее 150 сек. (ВЖ 
< 150 сек.). Разведение (по селектируе-
мому признаку) животных осуществля-
ется в строгом соответствии с «Прави-
лами разведения инбредных животных» 
по системе близкородственного скрещи-
вания родных братьев и сестер (в соот-
ношении 1:1). При этом непременными 
условиями являются следующие.

1.	 Потомство каждого поколения 
должно проходить тест на чувствитель-
ность к острой гипобарической гипок-
сии и соответстветствовать требовани-
ям селекции.

2.	 Потомство каждого последую-
щего поколения при отсадке от родите-
лей должно рассаживаться раздельно по 
полу, что не предусмотрено при обычном 
инбредном разведении.

Эти требования обусловлены особен-
ностями выведения данных конкретных 
линий лабораторных животных.

Результаты и их обсуждение

Данные проведенной сравнительной 
оценки эффективности селекции крыс 
оппозитных линий по чувствительности 
к гипобарической гипоксии представле-
ны в таблице.

Таблица 1
Средние показатели времени жизни «на высоте» у оппозитных линий

крыс на 5 и 15 поколениях инбридинга

Чувствительность
к гипобарической 

гипоксии
Поколение

Количество
животных

Время жизни на 
высоте, сек.

Высокоустойчивые
F5 31 1320±89,6

F15 30 2931±107,4

Низкоустойчивые
F5 27 143±15,2

F15 30 62,2±7,5
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Результаты тестирования, спустя 10 
поколений (F5-F15) [5] показали, что 
селекция по продолжительности жиз-
ни «на высоте» у высоко- и низкоустой-
чивых животных имела одинаковый эф-
фект по величине, но противополож-
ный по значимости. Так, время пребы-
вания «на высоте» у высокоустойчивых 
крыс возросло за указанный период в 2,2 
раза, в то же время у низкоустойчивых 
животных оно снизилось в 2,3 раза. Та-
ким образом, проводимая селекционная 
работа убедительно показывает, что она 
— эффективна. При этом нельзя забы-
вать о сложности механизмов наруше-
ний метаболизма, а, соответственно, и 
структур и функций клеток в различных 
органах и тканях при гипоксических со-
стояниях различного генеза, очевидны и 
чрезвычайные трудности медикаментоз-
ной коррекции сдвигов метаболическо-
го статуса в условиях гипоксии [6, 11]. В 
последние годы ведутся усиленные пои-
ски антигипоксантов — веществ, облег-
чающих реакцию организма на гипок-
сию, либо предотвращающих ее разви-
тие, ускоряющих нормализацию функ-
ций в постгипоксический период и уве-
личивающих резистентность организ-
ма или отдельных органов к ней [1-3]. В 
виду выше изложенного оппозитные ли-
нии крыс по индивидуальной чувстви-
тельности к острой гипобарической ги-
поксии являются адекватной биомоде-
лью для тестирования фармакологиче-
ских препаратов и экстраполяции полу-
ченных результатов на человека.

Исследования были выполнены со-
гласно Правилам лабораторной практики 
в Российской Федерации (Национальный 
стандарт Российской Федерации ГОСТ Р 
53434-2009 «Принципы надлежащей ла-
бораторной практики», Федеральный за-

кон от 12.04.2010 № 61 ФЗ «Об обраще-
нии лекарственных средств») и рассмо-
трены и одобрены биоэтической комис-
сией НЦБМТ РАМН.
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Monitoring of the forming opposite rat strains process
on individual sensitivity to acute hypobaric hypoxia

H.H. Semenov, V.N. Karkischenko, E.L. Matveenko

Work is devoted to monitoring the process of formation of low-and highly resistant to hypobaric hypoxia 
in rat strains of Scientific Biomedical Center of RAMS. The original material for the creation of strains was 
outbreed population of rats from the branch «Andreevka». Previous monitoring has been carried out on 
5-th generation of inbreeding. Established that for the next 10 generations (F5-F15) close inbreeding and 
the breeding rate of the lifetime (LT) «at height», which is a measure of the sensitivity of animals to acute 
hypobaric hypoxia, increased in resistant animals in 2,2 times; in low-resistant — decreased in 2,3 times. The 
data obtained are evidence of the efficacy of the genetic and breeding work. 

Key words: low-and high-resistant animals to hypobaric hypoxia, selection, inbreeding, rats.
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БИОФАРМАЦИЯ

В последнее десятилетие биофарма-
цевтическая классификационная систе-
ма (БКС) стала неотъемлемой частью 
мировой регуляторной фармацевтиче-
ской науки и практики при оценке вза-
имозаменяемости воспроизведенных ле-
карственных средств (ЛС) по процеду-
ре «биовейвер» [1-5]. Применение дан-
ной системы позволяет заменить фар-
макокинетические исследования биоэк-
вивалентности in vivo на изучение кине-
тики растворения in vitro для ЛС, содер-
жащих лекарственные вещества (ЛВ), 
относящиеся к 1, 2 и 3 классу БКС при 
выполнении некоторых дополнитель-

ных условий [2]. Согласно действующей 
БКС, критерием «высокой проницаемо-
сти» ЛВ через мембраны ЖКТ является 
высокая (ЕМА, ВОЗ, РФ — более 85 %, 
FDA — более 90 %) абсолютная биодо-
ступность [2-5], либо высокий (относи-
тельно внутреннего стандарта — мето-
пролола) коэффициент проницаемости 
Peff in vivo, определенный методом кишеч-
ной перфузии in vivo [6]. В то же время, 
такие исследования являются достаточ-
но трудоемкими и дорогостоящими [7]. 
Прочие биофармацевтические критерии 
(кишечная проницаемость, определенная 
на крысах in situ, проницаемость, опреде-

В статье описывается биофармацевтическая классификация лекарственных веществ по их рас-
творимости и метаболизму (BDDCS), разработанная в 2005 г с целью расширения перечня ЛВ — по-
тенциальных кандидатов на оценку взаимозаменяемости согласно процедуре «биовейвер». Рассмотре-
на взаимосвязь интенсивности метаболизма, кишечной проницаемости и других биофармацевтических 
свойств. Оценена приемлемость BDDCS для установления кишечной проницаемости ЛВ. Приведена 
классификация некоторых ЖНВЛС согласно данной системе. Определены основные перспективы при-
менения BDDCS в регуляторной фармацевтической практике.

Ключевые слова: биофармацевтическая классификационная система (БКС), биофармацевтическая 
классификация лекарственных веществ по их растворимости и метаболизму (BDDCS), проницаемость, 
биовейвер.
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ленная на монослое эпителиальных кле-
ток Caco-2, коэффициент распределения 
в системе октанол-вода Log P), рекомен-
дованные разными авторами [7-9], как 
более простые и доступные методы кос-
венной оценки кишечной проницаемости 
по сравнению с исследованиями на людях 
in vivo, являются недостаточно надежны-
ми и достоверными. Таким образом, воз-
никла необходимость в разработке ново-
го объективного критерия, позволяюще-
го оценить степень проникновения ЛВ 
в системный кровоток для дальнейшего 
его применения в области установления 
эквивалентности воспроизведенных ЛС.

Биофармацевтическая классифика-
ция лекарственных веществ по их рас-
творимости и метаболизму (BDDCS)

Основа BDDCS

В 2005 г. С.-Y. Wu и L. Benet пред-
ложили новую биофармацевтическую 
классификационную систему — био-
фармацевтическую классификацию ле-
карственных веществ по их раствори-
мости и метаболизму (biopharmaceutical 
drug disposition classification system — 

BDDCS) [10]. Они ввели дополнитель-
ный критерий классификации проницае-
мости действующих веществ — степень 
интенсивности их метаболизма. Теорети-
ческим базисом данной системы являет-
ся положение о том, что основное пред-
назначение метаболизма — это усиление 
элиминации ЛВ из организма [11]. Со-
гласно данной системе, лекарственные 
вещества, подвергающиеся интенсивно-
му метаболизму (более 70 %), относят-
ся к веществам с «высокой» проницаемо-
стью, а вещества, степень метаболизма 
которых менее 70 %, т.е. они элиминиру-
ются печенью и почками в частично не-
изменном состоянии, классифицируют-
ся как вещества с «низкой» проницаемо-
стью[10, 12]. Таким образом, действую-
щие вещества согласно BDDCS подраз-
деляются на 4 класса: 1 класс («высо-
кая» растворимость, «интенсивный» ме-
таболизм), 2 класс («низкая» раствори-
мость», «интенсивный» метаболизм), 3 
класс («высокая» растворимость, «сла-
бый» метаболизм), 4 класс ((«низкая» 
растворимость», «слабый» метаболизм). 
Сравнительная характеристика БКС и 
BDDCS, приведена в таблице 1. 

Сравнение критериев классификации ЛВ согласно БКС и BDDCS

I класс
Высокая растворимость

Высокая проницаемость (> 85 %)
Интенсивный метаболизм (> 70 %)

(Парацетамол)

III класс
Высокая растворимость
Низкая проницаемость
Слабый метаболизм

(Циметидин)

II класс
Низкая растворимость

Высокая проницаемость (> 85 %)
Интенсивный метаболизм (> 70 %)

(Ибупрофен)

IV класс
Низкая растворимость
Низкая проницаемость
Слабый метаболизм

(Фуросемид)

Таблица 1
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Типичным примером ЛВ, абсолют-
ная биодоступность которого не харак-
теризует его кишечную проницаемость, 
является амлодипин. Так, его значение 
Fa составляет 60 — 65 %, что долж-
но определять его кишечную проницае-
мость как «низкую». Однако данное низ-
кое значение абсолютной биодоступно-
сти связано с тем, что амлодипин под-
вергается пресистемному метаболизму 
(эффект первого прохождения через пе-
чень), при этом содержание его метабо-
литов в моче составляет 90 — 95 % [13], 
то есть его метаболизм согласно BDDCS 
можно охарактеризовать как «интенсив-
ный». Таким образом, принимая во вни-
мание «высокую» растворимость амло-
дипина, его можно достоверно класси-
фицировать к 1 классу БКС и BDDCS и, 
соответственно, рекомендовать его вос-
произведенные ЛС к процедуре «биовей-
вер» вместо исследований биоэквива-
лентности in vivo. 

Таблица 2

Оценка приемлемости BDDCS для модельных веществ
из руководства FDA по БКС

ЛВ Проницаемость1 log P2 Метаболизм3

антипирин4 высокая низкий (л/о) интенсивный

кофеин высокая низкий (л/о) интенсивный

карбамазепин высокая высокий интенсивный

флувастатин высокая высокий интенсивный

кетопрофен высокая высокий интенсивный

метопролол4 высокая высокий интенсивный

напроксен высокая высокий интенсивный

пропранолол высокая высокий интенсивный

теофиллин высокая низкий (л/о) интенсивный

верапамил4 высокая высокий интенсивный

амоксициллин низкая низкий слабый

Пригодность BDDCS для оценки про-
ницаемости ЛВ

После разработки данной системы 
важной задачей стало установление ее 
пригодности для оценки проницаемости 
ЛВ. В руководстве FDA, нормирующим 
порядок проведения процедуры «биовей-
вер» [3] в приложении А приведен пе-
речень модельных веществ с известной 
кишечной проницаемостью, определен-
ной методами in vivo: кишечной перфу-
зии или на основании абсолютной биодо-
ступности. Данный перечень предназна-
чен для оценки пригодности различных 
методов определения проницаемости 
ЛВ. В таблице 2 приведены вещества из 
данного перечня, величина их проницае-
мости («высокая» или «низкая» соглас-
но критерию FDA — 90 % и более), сте-
пень метаболизма («интенсивная» или 
«слабая» на основании критерия прием-
лемости BDDCS — 70 %), а также для 
сравнения другой косвенный показа-
тель проницаемости — Log P (в системе 
октанол-вода).
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атенолол низкая низкий слабый

фуросемид низкая высокий (л/п) слабый

гидрохлоротиазид низкая низкий слабый

маннитол4 низкая низкий слабый

α-метилдофа низкая низкий слабый

ПЭГ-400 низкая низкий слабый

ПЭГ-1000 низкая низкий слабый

ПЭГ-40005 низкая низкий слабый

Ранитидин низкая низкий слабый

На основании вышеуказанных данных 
можно сделать вывод о высокой досто-
верности BDDCS — так, проницаемость 
всех модельных веществ FDA соответ-
ствует интенсивности метаболизму (со-
гласно критерию 70 %). При этом другой 
способ косвенной оценки проницаемости 
(на основании коэффициента распределе-
ния) является значительно менее надеж-
ным — так, из 20 веществ 3 вещества (ан-
типирин, кофеин и теофиллин) дали лож-
ноотрицательные («низкий» Log P при 
«высокой» проницаемости), и 1 вещество 
(фуросемид) — ложноположительный 
результат. Дополнительно, G. Amidon с 
соавт. провели аналогичную оценку для 
29 ЛВ, для которых опубликованы досто-
верные данные по коэффициенту прони-
цаемости Peff in vivo. По результатам такой 
оценки только для 19 веществ из 29 со-
впали данные по проницаемости in vivo, 
определенной методом кишечной перфу-
зии и косвенно на основании показателей 
Log P и C Log P (то есть достоверность 
составила около 70 %). В то же время, 
у 27 из 29 ЛВ «высокий» (относительно 
метопролола) показатель кишечной про-

ницаемости совпал с «интенсивным» ме-
таболизмом, т.е. достоверность критерия 
BDDCS составила около 93 %. Степень 
метаболизма и проницаемость не совпала 
у 2 ЛВ — цефалексина и лозартана, что 
можно объяснить тем, что их значения 
Peff in vivo (1,56 х 10-4 и 1,15 х 10-4 см/с, соот-
ветственно) близки к таковому у ЛВ, ко-
торое было принято за внутренний стан-
дарт — метопролол (1,34 х 10-4 см/с). Та-
ким образом, степень метаболизма ЛВ 
свыше 70 % с высокой степенью надеж-
ности свидетельствует о его «высокой» 
кишечной проницаемости [12].

BDDCS и биовейвер

Основной областью практического 
применения BDDCS разработчики пред-
ставляли ее применение совместно с 
БКС при проведении процедуры «био-
вейвер». Ими было сделано предположе-
ние, что критерий FDA «высокой» про-
ницаемости (Fa более 90 %) является до-
статочно консервативным, а поскольку 
данный нормативный документ позволя-
ет применять биовейвер только для ЛС, 

1 — согласно руководству FDA [3]
2 — относительно метопролола (Log P = 1,72) [9]
3 — критерий «интенсивного» метаболизма — более 70 %
4 — рекомендуемые внутренние стандарты определения проницаемости FDA [3]
5 — рекомендуемый маркер нулевой проницаемости FDA [3]
л/о — ложноотрицательный результат
л/п — ложноположительный результат
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содержащие ЛВ из 1 класса БКС, введе-
ние параметра «интенсивного метаболиз-
ма» (который первоначально составлял 
90 % и затем был снижен до 70 %) может 
позволить расширить 1 класс БКС и, та-
ким образом, увеличить перечень ЛВ — 
кандидатов на упрощенную регистрацию 
без проведения исследований биоэквива-
лентности. Так предполагалось, что дан-
ная система может позволить провести 

точную классификацию некоторых ЛВ, 
для которых класс БКС в настоящее вре-
мя еще достоверно не определен.

В таблице 3 приведены некоторые ЛВ 
из Перечня ЖНВЛС (утвержден Распо-
ряжением Правительства РФ от 2009 г.) 
[14], их биофармацевтические свойства, 
степень метаболизма, классификация со-
гласно БКС [15-18] и BDDCS.

Таблица 3

Классификация некоторых ЛВ из Перечня ЖНВЛС согласно БКС и BDDCS 

ЛВ Растворимость1 Проницаемость1 Метаболизм2 класс 
БКС

класс 
BDDCS

каптоприл высокая низкая слабый 3 3

ацикловир высокая низкая слабый 3 3

мебендазол низкая низкая/высокая интенсивный 2 или 4 2

индинавир низкая низкая интенсивный 4 2

доксициклин высокая высокая слабый 1 3

мефлохин низкая низкая/высокая интенсивный 2 или 4 2

леводопа высокая высокая интенсивный 1 1

Использование BDDCS позволяет 
снять вопросы по биофармацевтической 
классификации таких ЛВ, например, как 
мефлохин и мебендазол, по которым в 
настоящее время отсутствуют достовер-
ные данные по кишечной проницаемости. 
Индинавир (антиретровирусный препа-
рат, применяемый для лечения ВИЧ) на 
основании «интенсивного» метаболиз-
ма переходит во 2 класс. Перевод данных 
ЛВ во 2 класс делает их потенциальны-
ми кандидатами на процедуру «биовей-
вер». Доксициклин, напротив, выводит-
ся в 3 класс, что ужесточает критерии 
биовейвера [2] для данного ЛВ. В то же 
время, в «монографии по биовейверу» 

на мефлохин [18], подготовленной Все-
мирной Фармацевтической Федерацией 
(FIP) [19] указано, что отнесение его ко 
2 классу BDDCS не может быть в насто-
ящее время принято во внимание регуля-
торными органами в связи с тем, что кор-
реляция данных по интенсивности мета-
болизма и кишечной проницаемости тре-
бует дальнейшей проработки. 

BDDCS в регуляторной фармацевти-
ческой практике 

В настоящее время (2010 г.) BDDCS 
не упоминается ни в одном из действу-
ющих нормативных документах по БКС 

Г.В. Раменская1, 3, И.Е. Шохин1, 2, А.Ю. Савченко2, Ю.И. Кулинич1, 2, К.С. Давыдова3

1 — критерии «высокой» растворимости и проницаемости согласно Методическим Рекомендациям по 
биовейверу Росздравнадзора РФ [2]
2 — критерий «интенсивного» метаболизма — более 70 %



55 Biomedicine № 2, 2011

и биовейверу [2-5]. Однако необходимо 
учитывать, что утверждение подобных 
регуляторных инструментов является 
весьма длительным процессом. Следу-
ет отметить, что с момента разработки 
биофармацевтической классификаци-
онной системы G. Amidon с соавт. [20] 
до внедрения ее в фармацевтическую 
практику на уровне национальных ре-
гуляторных органов (руководство FDA) 
прошло 6 лет [3]; в российской фарма-
цевтической отрасли первые Методиче-
ские Рекомендации по БКС и процеду-
ре «биовейвер» были утверждены толь-
ко в 2010 г [2]. 

Создатели БКС рекомендуют ввести 
BDDCS в нормативную документацию в 
виде следующего положения: «дополни-
тельным достоверным критерием высо-
кой проницаемости является степень ме-
таболизма ЛВ, превышающая 90 %» [12]. 
Критерий приемлемости 90 % был уста-
новлен на основании показателя «высо-
кой» проницаемости FDA (абсолютная 
биодоступность более 90 %), несмотря на 
предположении разработчиков BDDCS о 
том, что «высокую» проницаемость ха-
рактеризует степень метаболизма более 
70 % [10]. Изменение критерия позволи-
ло устранить несоответствие показателя 
проницаемости и метаболизма для упомя-
нутого выше ЛВ — лозартана [12]. Про-
работка валидированного критерия при-
емлемости для оценки кишечной прони-
цаемости на основании степени метабо-
лизма ЛВ является важной задачей совре-
менной молекулярной фармации. 

Выводы 

Таким образом, биофармацевтиче-
ская классификация лекарственных ве-
ществ по их растворимости и метаболиз-
му (BDDCS) может стать эффективным 

инструментом для оценки кишечной про-
ницаемости ЛВ и, соответственно, для 
дальнейшего регулирования проведения 
процедуры «биовейвер». В то же время, 
очевидно, что критерии классификации 
данной системы нуждаются в дальней-
шей проработке и обосновании, что бу-
дет являться важной задачей современ-
ной биофармации. После дальнейших ис-
следований в данной отрасли можно бу-
дет рекомендовать BDDCS к внедрению 
в практику регуляторных органов.
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G.V. Ramenskaya, I.E. Shohin, A.U. Savchenko, U.I. Kulinich, K.C. Davidova

Paper of Ramenskaya G.V., Shohin I.E., Savchenko A.Y., Kulinich J.I., and Davydova K.S. describes 
biopharmaceutical drug disposition classification system (BDDCS), developed by С.-Y. Wu and L. Benet in 
2005 in order to extend list of drugs - potential biowaiver candidates. Metabolic rate, intestinal permeability 
and other biotharmaceutical properties relationship is described. BDDCS suitability for permeability 
determination is evaluated. Some Essential Medicines are classified according BDDCS. General tendencies of 
BDDCS application in pharmaceutical regulatory science and practice are proposed.
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Оптимальная локомоция требует ми-
нимальных энергетических затрат, ми-
нимально необходимого произвольно-
го контроля и других расходов со сто-
роны организма, что особенно важ-
но в условиях спорта высших достиже-
ний [2]. В тоже время в основе наруше-
ния генетически обусловленной межмы-
шечной координации лежит гиповозбу-
димость мышцы агониста, определяемая 
его функциональной слабостью, с после-
дующим формированием гиперактивно-
сти других мышечных групп и укороче-
ния компенсаторных мышц, что в сово-
купности и является факторами ограни-
чения оптимальности динамической ре-
ализации [4]. Нервно-мышечный дисба-

ланс сопровождается перераспределени-
ем нагрузок в звеньях кинематической 
цепи с развитием биомеханической де-
зорганизации и возникновением компен-
саторных процессов снижающих пато-
логическую асимметрию не выгодную 
организму с точки зрения энергетики и 
биомеханики [9,12]. 

Статистические данные [3,11] пока-
зывают, что наиболее уязвимым элемен-
том опорно-двигательного аппарата яв-
ляется коленный сустав, на долю которо-
го в спорте приходится около 50% травм.

Защитное выключение нейрогенной 
стимуляции четырехглавой мышцы в 
результате вынужденного оперативно-
го вмешательства приводит к наруше-

Изучено влияние коррекции нервно-мышечного дисбаланса мышц ног с различной степенью функ-
циональных нарушений нижних конечностей на динамику их силовых проявлений и мозаику тониче-
ской составляющей. Определено, что тонические реакции мышц нижней конечности определяются сте-
пенью функциональных нарушений, а также могут являться маркером в определении предтравматиче-
ского состояния. Различные уровни компенсации опорно-двигательного аппарата имеют обратимый и 
рефлекторно — тонический характер формирования.
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нию спектра афферентации от рецептор-
ных структур и нервно-мышечному дис-
балансу, что ограничивает функциональ-
ную реализацию коленного сустава [1, 
6]. ЦНС, получая искажённый или недо-
статочный афферентный сигнал от вы-
ключенных мышц, заякорённых на трав-
мированный сустав, вынуждена для под-
держания определённого уровня дина-
мической реализации увеличивать силу 
контралатеральной конечности за счёт 
повышения своей возбудимости [2, 5, 6]. 

Высокая напряженность тренировоч-
ного процесса и соревновательного кален-
даря ставят перед опорно-двигательным 
аппаратом спортсмена задачи поддержа-
ния не просто высокого уровня функци-
онального состояния, но и готовности 
к максимальной реализации. В связи с 
этим одной из важнейших задач профи-
лактики и постоперационной реабилита-
ции опорно-двигательного аппарата спор-
тсменов является снижение вплоть до 
элиминации уровня компенсаций в систе-
ме нервно-мышечных взаимодействий. 

Цель: исследовать формирование 
компенсаторных механизмов в форми-
ровании нервно-мышечного дисбалан-
са нижних конечностей у спортсменов с 
различной степенью нарушения функций 
нижней конечности.

Материалы и методы

В исследовании участвовало 38 спор-
тсменов высокой квалификации (от кмс 
до мсмк), представители циклических 
(марафон, триатлон) и игровых (футбол, 
хоккей, теннис, волейбол) видов спор-
та, разделенных в соответствии со сте-
пенью функциональных нарушений ниж-
них конечностей на 2 группы. Первую 
группу составили 17 спортсменов, пере-

несших артроскопическую операцию ко-
ленного сустава (ОКС) по удалению ме-
диального мениска, находящихся на ста-
дии физической реабилитации от 8 до15 
недель. Вторая группа представлена 21 
спортсменом с рефлекторными боле-
выми тонусно-мышечными синдромами 
(БМС) в области нижних конечностей 
(голеностоп, колено, тазобедренный су-
став) и поясничного отдела.

Программа исследования включала 
ряд мероприятий, как коррекционной, 
так и мониторинговой направленности. 
В качестве коррекционных мероприятий 
использовался метод миофасциальных 
цепей, применяемый в прикладной ки-
незиологии (техники: ишемическая ком-
прессия триггерных пунктов, рольфинг, 
постизометрическая релаксация, рееду-
кация двигательного паттерна), разра-
ботанный Л.Ф. Васильевой, О.В. Куз-
нецовым, А.Ю. Мочаловым (РУ № ФС 
001/2005 от 24.02.2005 г.) и рекомендо-
ванных МЗ РФ к практическому исполь-
зованию [7,10]. 

В качестве мониторинговых тестов 
функционального состояния мышц ниж-
них конечностей использовались ста-
билографическое тестирование и элек-
тронная динамометрия, проводимые до и 
после нормализации тонической реакции 
мышц нижних конечностей.

Стабилометрия — метод исследо-
вания функций организма, связанных с 
поддержанием равновесия. Стабиломе-
трическое тестирование проводилось 
на компьютерном стабилоанализаторе с 
биологической обратной связью «Ста-
билАн-01». Исследование проводилось 
с открытыми глазами (тест «стойка на 
одной ноге»). Регистрировались показа-
тели: скорость перемещения общего цен-
тра давления (ОЦД), площадь статоки-
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незиограммы, среднеквадратическое от-
клонение (разброс колебаний) во фрон-
тальной и сагиттальной плоскостях.

Электронная динамометрия четырех-
главой мышцы бедра проводилась на ди-
намометре «Biodex multi-joint system 
3». Рассматривались: индикатор мы-
шечной силы — пиковый 
вращающий момент (ПВМ) 
и пиковый вращающий мо-
мент относительно веса 
тела (ПВМ/ВТ).

Результаты и их обсуж-
дение

Мышечное тестирование 
в группе ОКС показало вы-
сокое преобладание нормо-
тонии мышц здоровой ниж-
ней конечности (рис. 1) наря-
ду с высоким преобладанием 
гипотонии в большей части 
мышц оперированной конеч-
ности (рис. 2). Частота про-
явлений нормотоничности 
здоровой конечности высока 
для всех тестируемых мышц, 
варьирует от 72 до 97%, тог-
да как на оперированной ко-
нечности нормотоничное со-
стояние характерно только 
для двух мышц — большая 
ягодичная (38% ) и задняя 
большеберцовая мышца (8% 
случаев). Проявление гипо-
тоничности мышц в большей 
мере характерно для опе-
рированной конечности (в 
среднем — 65%), существен-
но реже проявляясь на здоро-
вой (17%). Сочетанность ги-
потонии и фасциальных уко-

рочений, как проявление механизма ком-
пенсации при поддержании стабильности 
сустава, проявляется на оперированной 
конечности для 6-ти из 8-ми протестиро-
ванных мышц, как возможное следствие 
тотальной гипотоничности мышц этой 
конечности.

М.Н. Алфимов, Т.Ф. Абрамова, В.В. Арьков, Т.М. Никитина

Рис. 1. Частота выявления нормотоничных, гипотоничных и 
укороченных мышц у спортсменов в группе ОКС для здоровой 
ноги (%).

Рис. 2. Частота выявления нормотоничных, гипотоничных и 
укороченных мышц у спортсменов в группе ОКС для оперирован-
ной ноги (%).
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 У спортсменов группы БМС отмеча-
ется значительное преобладание мышц с 
наличием гипотонии (в среднем 56% на 
правой и 62% на левой конечности) (рис. 
3, 4). Исключение из общего проявле-
ния гипотонии в этой группе на обеих ко-
нечностях составили лишь 
большая ягодичная (28 и 
38%% случаев гипотонии — 
на правой и левой конечно-
стях, соотв.) и средняя яго-
дичная (10 и 14%% случа-
ев гипотонии — на правой и 
левой конечностях, соотв.). 
Фасциальные укорочения, 
в отличии от гипотонии, в 
группе с болевыми синдро-
мами отмечаются для огра-
ниченного количества мышц 
(4 из 8 мышц) и в малой ча-
стоте (2-19%).

Таким образом, нормо-
тоничность убывает, а ги-
потоничность возрастает в 
последовательности — здо-
ровая нога в группе опери-
рованных спортсменов, обе 
ноги в группе спортсменов с 
болевым синдромом, опери-
рованная конечность. Фас-
циальные укорочения, от-
ражая нарушение, в группе 
ОКС максимально проявля-
ются также на оперирован-
ной конечности при значи-
тельно более низкой часто-
те и более равном предста-
вительстве на здоровой ноге 
в группе ОКС и на обеих но-
гах в группе БМС. 

Результаты проведения 
силового и стабилометриче-
ского тестирования показа-

ли, что различное состояние нижней ко-
нечности дифференцирует динамику си-
ловых проявлений после нормализации 
тонической реакции мышц нижних ко-
нечностей в зависимости от выраженно-
сти нарушения.

Рис. 3. Частота выявления нормотоничных, гипотоничных и уко-
роченных мышц у спортсменов в группе БМС для правой ноги (%).
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Рис. 4. Частота выявления нормотоничных, гипотоничных и уко-
роченных мышц у спортсменов в группе БМС для левой ноги (%).
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 Так, в группе ОКС, сразу после нор-
мализации тонических реакций, величи-
на пикового вращающего момента мышц 
разгибателей голени оперированного су-
става увеличилась по абсолютному по-
казателю (ПВМ) на 11%, а по относи-
тельному (ПВМ/ВТ) на 18,8%, тогда как 
в случае контралатеральной конечности 
абсолютная и относительная величины 
пикового вращающего момента снизи-
лась порядка 9-ти % (рис. 5).

В группе БМС, ПВМ и ПВМ/ВТ уве-
личивались практически равным обра-
зом для обеих конечностей: на правой 
ноге абсолютные проявления силы раз-
гибателей голени увеличивались на 5,6% 
, относительные — на 7,4%; на левой — 
на 6,1 и 9,3%%, соотв..

В результатах стабилометрического 
тестирования в тесте «стойка на одной 
ноге» также была выявлена схожая с си-
ловым тестированием дифференциро-
ванная динамика изменений основных 
показателей стабилометрии (рис. 5).

В частности, нормализация тониче-
ской реакции мышц нижней конечности 
привело в характеристиках механизмов 
поддержания ортоградного положения к 
однонаправленным изменениям в груп-
пе БМС и некоторым разнонаправлен-
ным — в группе ОКС. Характеристики 
площади статокинезиограммы в группе 
БМС снизились при стойке на обеих ко-
нечностях (11,6% — на левой, 7,8% — 
на правой). В группе ОКС эти же харак-
теристики изменились разнонаправлено 
для разных конечностей: на оперирован-
ной конечности снизились на 28,6%, на 
здоровой конечности, напротив, вырос-
ли на 12,9%. Показатели скорости так-
же снизились в обеих группах: в груп-
пе БМС на 12,9 и 11,5% при стойке на 
левой и правой конечности (соотв.); 
в группе ОКС наиболее значительное 
снижение скорости перемещения ОЦД 
произошло на оперированной конечно-
сти (18,5%) при значительно менее вы-
раженном снижении на здоровой конеч-

ности (2,9%). Разброс 
колебаний ОЦД во фрон-
тальной плоскости в 
группе БМС уменьшил-
ся на обеих конечностях 
на 3,8 и 6,8% (на левой и 
правой конечностях, со-
отв.), тогда как в группе 
ОКС произошли разно-
направленные изменения 
по конечностям: на опе-
рированной конечности 
разброс во фронтальной 
плоскости снизился на 
4,2%, а на здоровой вы-
рос на 2,7%. В показа-
телях разброса колеба-
ний ОЦД в сагиттальной 
плоскости выявлена схо-
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Рис. 5. Изменение показателей динамометрии и стабилометрии у 
спортсменов групп БСМ (Л — левая и П — правая конечности ) и ОКС 
(О — оперированная и З — здоровая конечности) после нормализации 
тонических реакций мышц нижних конечностей (%).
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жая динамика изменений (снижение раз-
броса в группе с болевыми синдромами 
на 6,9 и 3,7% на левой и правой соотв.), 
и разнонаправленная динамика в груп-
пе оперированных — снижение размаха 
колебаний на оперированной и увеличе-
ние на здоровой конечности (на 27,7 и на 
9,4% соотв.).

Специфика изменений показателей по-
зволяет предположить, что различия ди-
намики силовых проявлений и стабило-
метрических показателей в группах по-
сле коррекции маркируют их уровень ком-
пенсации. В группе БМС, однонаправлен-
ное изменение силовых и стабилометриче-
ских показателей указывает на механизм 
компенсации уровня ипсилатеральной ко-
нечности, что характеризуется включени-
ем в механизм компенсации всех суставов 
и мышц конечности (изменением биомеха-
ники самой конечности) [2]. 

Разнонаправленный рисунок сило-
вых и стабилометрических показателей 
в группе ОКС определяет наличие уров-
ня компенсации межконечностного вза-
имодействия, характеризующегося не-
возможностью компенсировать наруше-
ния с использованием конечности сто-
роны поражения и вовлечением здоро-
вой контралатеральной конечности. Это 
нормальный механизм компенсации, по-
зволяющий разгрузить поражённую ко-
нечность за счёт повышения нагрузки на 
контралатеральную конечность. В таких 
случаях контралатеральная конечность 
выполняет функцию опоры, а повреж-
дённая — функцию переноса. В тяжё-
лых случаях патологическая асимметрия 
достигает порядка 20% и выше [2]. При 
коррекции восстанавливается нормото-
ничность мышц пораженной конечности 
и снижается вынужденно излишняя воз-
будимость здоровой конечности. 

Результаты динамометрического и 
стабилометрического исследования со-
четаются с результатами мышечного 
тестирования. Так в группе БМС пра-
вая и левая конечность, имеющие сход-
ную встречаемость гипотоничных мышц, 
проявили так же однонаправленную ди-
намику силовых показателей после кор-
рекции. В группе ОКС оперированная 
конечность с преобладанием тотальной 
гипотоничности и большим количеством 
укороченных мышц проявляет значи-
тельно меньшие силовые показатели и 
сниженные показатели механизмов под-
держания ортоградного положения тела 
относительно здоровой конечности до 
коррекции.

Выводы

1. Рисунок тонической функциональ-
ности мышц нижних конечностей опреде-
ляется гипотонией мышц, дифференциро-
ванно формирующей различную степень 
компенсации. Здоровая конечность по со-
стоянию тонической функциональности 
контрастирует с контралатеральной опе-
рированной конечностью так, что опери-
рованная отличается ансамблем мышц с 
предельной гипотонией и компенсаторным 
укорочением с уровнем компенсации меж-
конечностного взаимодействия. В случае 
болевого мышечного синдрома тоническая 
функциональность на обеих конечностях 
проявляется умеренно-критическим коли-
чеством мышц с наличием функциональ-
ной слабости, уровень компенсации ипси-
латеральный.

2. Восстановление нормотоничности 
мышц на оперированной конечности обе-
спечивает рефлекторное снижение излиш-
ней возбудимости и вовлечённости в дви-
жение противоположной — здоровой ко-
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нечности, понижая уровень вынужденной 
компенсации межконечностного взаимо-
действия с результирующей оптимизаци-
ей силовых и ортоградных характеристик.

 3. Рефлекторные болевые тонусно-
мышечные синдромы в области су-
ставов и мышц нижних конечностей 
также свидетельствуют о наличии 
нервно-мышечного дисбаланса и меха-
низмов компенсации, устранение кото-
рых повышает способности максималь-
ных силовых проявлений и улучшает по-
зную устойчивость.

4. Различные уровни компенсации 
ОДА, определяемые степенью вовле-
чения звеньев биомеханической цепи, 
имеют обратимый (функциональный), 
рефлекторно-тонический характер 
формирования.

5. Тонические реакции мышц ниж-
ней конечности определяются степенью 
функциональных нарушений, а также 
могут являться маркером в определении 
предтравматического состояния.
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Традиционные диагностические тех-
нологии клинической медицины позво-
ляют определить состояние здоровья с 

точки зрения наличия или отсутствия па-
тологических изменений, а технологии 
спортивной и восстановительной меди-

В статье представлены возможности современных аппаратно-программных комплексов для изуче-
ния особенностей адаптации к физическим нагрузкам. В 2007-2010 гг. обследованы 160 человек в воз-
расте от 17 до 25 лет, из них 115 студентов ММА им. И.М.Сеченова и 45 человек, занимающихся в мо-
сковском фитнес клубе. В результате обследования с помощью АПК «Истоки здоровья» было выявле-
но снижение общих резервов здоровья студентов-медиков по сравнению со сверстниками, занимающи-
мися в фитнес клубе. Помимо этого определены следующие особенности адаптации к физическим на-
грузкам: у студентов 1-го курса снижение общих резервов здоровья определялось за счет низкого гоме-
остатического компонента, у студентов 6-го курса превалировало снижение соматической составляю-
щей общих резервов здоровья. 

Ключевые слова: физическая нагрузка, функциональное состояние, адаптационные резервы, физиче-
ская работоспособность, максимальное потребление кислорода, оздоровительно-тренировочная программа.
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Characteristics of compensatory mechanisms changes 
under the condition myoneural imbalance

of the professional sportsmen’s lower
extremities muscles

M.N. Alfimov, T.F. Abramova, V.V. Arkov, T.M. Nikitina

This article focuses on the research of the influence on the dynamic of the power symptom and the picture 
of tone component by the method of myoneural imbalance of leg muscles with a different level of pathology 
lower extremities. Several things have been determined in the research: muscle tone function of lower 
extremities is determined by а pathology rate and also it might be а marker in the initial stage of .Recovery 
of normal tone rate with a high pathology level leaves to extremity hyper excitability reflex reduction of the 
extremity that hasn’t been operated. The result of this process is the reduction of compensation rate. Slight 
pain muscular and joint syndrome of lower extremities indicates its tone-power misbalance. Also it shows 
availability of compensatory mechanism and a lack of developing maximal muscular power opportunity. The 
different support-motor apparatus compensation levels have reflex, reflex-tone formation character.

Key words: myoneural imbalance, hypotension, power symptom, dynamometry, sportsmen, pain muscular 
syndrome, operated knee joint.
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цины — с точки зрения оценки резервов 
адаптации [4, 9]. 

В качестве наиболее оптимальной ме-
тодологии охраны здоровья здоровых, в 
соответствии со стратегией ВОЗ, рассма-
триваются мониторинг функциональных 
резервов, донозологическая диагностика 
на ранних стадиях развития адаптацион-
ного синдрома и своевременная коррек-
ция функционального состояния [4, 9].

В последние годы все большее внима-
ние уделяется вопросам оценки функци-
ональных резервов организма как пока-
зателя уровня здоровья, играющего цен-
тральную роль и в процессах приспосо-
бления к изменяющимся условиям окру-
жающей среды, и при восстановлении 
после перенесенных заболеваний [4]. 
Очевидно, что проблема оценки функци-
ональных резервов должна базировать-
ся на фундаментальных положениях тео-
рии адаптации, поскольку речь идет о ме-
ханизмах приспособительной деятельно-
сти организма, о перенастройке систем 
управления физиологическими функци-
ями, о процессах активации и мобилиза-
ции различных звеньев регуляции.

 Многие годы одним из направлений 
научно-исследовательской работы кафе-
дры лечебной физкультуры (ЛФК) и спор-
тивной медицины Первого МГМУ им. 
И.М. Сеченова является разработка мето-
дов управления адаптационным процессом 
с целью повышения резистентности орга-
низма, главным аспектом которого явля-
ется использование оптимальных физиче-
ских нагрузок [11]. Существующая до на-
стоящего времени система физического 
воспитания в ВУЗах недостаточно эффек-
тивна из-за отсутствия дифференцирован-
ного подхода к выбору объема и интенсив-
ности оздоровительно-тренировочных на-
грузок. В таких условиях общей тенден-
цией при стандартном врачебном обследо-

вании с целью распределения студентов на 
медицинские группы (по форме 061-у) яв-
ляется снижение физической нагрузки у 
лиц с отклонениями в состоянии здоровья, 
что в свою очередь ведет к еще большему 
снижению их физической работоспособно-
сти [3, 6]. Широко применяющиеся в прак-
тике врачебного контроля за занимающи-
мися оздоровительной физической куль-
турой функциональные пробы (20 приседа-
ний, PWC-170 и др.) не дают достаточной ин-
формации об имеющихся адаптационных 
резервах организма [1, 5, 9].

Одним из наиболее важных направ-
лений реализации национального проек-
та «Здоровье нации» и отраслевой про-
граммы «Охрана и укрепление здоровья 
здоровых на 2003-2010 гг.» (Приказ МЗ 
РФ №114 от 21.03.03) [7, 8, 10] является 
создание и совершенствование методик 
донозологической диагностики, неинва-
зивных, в том числе экспресс-методов 
исследования функционального состо-
яния организма для практики массовых 
скрининг-обследований. 

 В настоящее время известен целый 
ряд компьютеризованных комплексов, 
позволяющих осуществлять экспресс-
диагностику состояния систем адаптации 
организма человека с одновременной ко-
личественной оценкой интегрального по-
казателя здоровья [2,11, 12].

Цель. Исследование функционально-
го состояния и особенностей адаптации к 
физическим нагрузкам с помощью совре-
менных методик экспресс-диагностики, 
разработанных для массовых скрининг-
обследований.

Материалы и методы

Для решения поставленных в работе 
задач в 2007-2010 гг. были обследованы 
160 человек в возрасте от 17 до 25 лет 
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(средний возраст — 20,8+0,4 лет). Было 
87 девушек и 73 юноши. Все обследо-
ванные были разделены на 3 группы: I 
группа — 82 студента 1-го курса Пер-
вого МГМУ им. И.М. Сеченова (ранее 
ММА им. И.М. Сеченова); II группа — 
33 студента 6-го курса Первого МГМУ 
им. И.М. Сеченова; III группа — 45 че-
ловек, занимающихся в одном из москов-
ских фитнес-клубов. 

В работе использовался аппаратно-
программный комплекс (АПК) «Ис-
токи здоровья» (Св. РОСПАТЕНТ 
№2004610012 от 5 января 2004 г), кото-
рый представляет собой комплексную 
программу тестирования функциональ-
ного состояния и адаптационных резер-
вов организма. Входящие в состав АПК 
«Истоки здоровья» диагностические те-
сты являются общепризнанными и хо-
рошо зарекомендовавшими себя в функ-
циональной диагностике: проба PWC-170 
позволяет оценить физическую работо-
способность, определить фактическое 
и должное максимальное потребление 
кислорода (МПК), характеризующее аэ-
робную производительность и функци-
ональные резервы кислородтранспорт-
ной системы организма; тест вариаци-
онной пульсометрии (по Р.М. Баевско-
му) [4] — высокоэффективный метод 
исследования системы нейрогумораль-
ной регуляции и оценки на этой основе 
текущего функционального состояния и 
адаптационных резервов организма; тест 
зрительно-моторной реакции (по Т.Д. 
Лоскутовой) позволяет оценить функци-
ональное состояние ЦНС по показате-
лям возбудимости, реактивности и устой-
чивости реагирования; тест физических 
возможностей (по Г.Л. Апанасенко) [2] 
является известным экспресс-методом 
количественной оценки уровня физиче-
ского здоровья; тест общей реактивности 

(по Л.Х. Гаркави с соавт.), основанный на 
тесной связи психофизиологического со-
стояния человека с общей неспецифиче-
ской адаптационной реакцией, позволяет 
определить тип и уровень адаптивных ре-
акций организма; блок тестов для оцен-
ки психоэмоционального состояния чело-
века (тест Люшера, Спилбергера, САН), 
используемый для характеристики уров-
ня тревожности, эмоциональной стабиль-
ности и стрессоустойчивости.

По результатам проведенного иссле-
дования определялся так называемый 
«интегральный показатель здоровья» 
[12], который вычислялся как произво-
дная величина от значений соматическо-
го, психологического и гомеостатиче-
ского компонентов, исходя из принци-
па выявления и учета «слабых» звеньев 
в функциональном состоянии организма. 

 На заключительном этапе диспансери-
зации, проводимой в студенческой поли-
клинике при участии сотрудников кафе-
дры ЛФК и спортивной медицины Перво-
го МГМУ им. И.М. Сеченова после пред-
варительно назначенной специальной или 
подготовительной группы всем студен-
там I группы обследованных было прове-
дено углубленное медицинское обследо-
вание (УМО) с помощью АПК «Истоки 
здоровья». При этом у 18 (22,0%) студен-
тов этой группы общие резервы здоро-
вья оказались более 75%, что при тести-
ровании с помощью АПК «Истоки здоро-
вья» соответствует оценке «Выше сред-
него». В этом случае студенту назначали 
подготовительную или основную группу, 
врачебно-педагогическое наблюдение и 
дополнительное обследование у специа-
листа (в зависимости от имеющегося диа-
гноза) для подтверждения фазы ремиссии 
основного заболевания и оценки функци-
онального состояния вовлеченной в пато-
логический процесс системы. 
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 II группа обследованных — студен-
ты 6 курса Первого МГМУ им. И.М. Се-
ченова, обучающиеся на кафедре ЛФК 
и спортивной медицины. На занятиях по 
темам: «Исследование и оценка функ-
ционального состояния», «Медицинское 
заключение», «Врачебный контроль в 
оздоровительной физической культу-
ре» студентов знакомили с современны-
ми аппаратно-программными комплекса-
ми, в том числе АПК «Истоки здоровья». 
На учебном занятии одному из студентов 
каждой группы проводили демонстраци-
онное тестирование, результаты которо-
го анализировали и включали в исходные 
данные по II группе обследованных. 

III группа обследованных — это мо-
лодые люди, занимающиеся в одном из 
московских фитнес-клубов. Результа-
ты первичных тестирований 45 человек в 
возрасте от 18 до 25 лет составили исхо-
дные данные по Ш группе обследованных.

 С помощью АПК «Истоки здоровья» 
у всех 160 обследуемых определяли об-
щие резервы здоровья по 3 составляю-
щим: соматическому, психологическому 
и гомеостатическому компонентам.

Соматический компонент определя-
ли на основании 3 тестов: уровня физи-
ческого здоровья в баллах (по Г.Л. Апа-
насенко), оценки физической работо-
способности по тесту PWC170 и тесту 
зрительно-моторной реакции (по Т.Д. 
Лоскутовой). 

 Психологический компонент опреде-
ляли с помощью блока тестов для оценки 
психоэмоционального состояния челове-
ка (тест Люшера, Спилбергера, САН) и 
использовали для характеристики уров-
ня тревожности, эмоциональной ста-
бильности и стрессоустойчивости.

Гомеостатический компонент опре-
деляли по тесту общей реактивности (по 
Л.Х. Гаркави с соавт.) и тесту вариацион-

ной пульсометрии (по Р.М. Баевскому). 
Это метод объективно отражает состоя-
ние нейрогуморальной регуляции и позво-
ляет на этой основе оценить общее функ-
циональное состояние и общие адаптаци-
онные резервы организма. В АПК «Исто-
ки здоровья» реализован исходный автор-
ский алгоритм вычисления показателя ак-
тивности регуляторных систем (ПАРС) 
Р.М. Баевского, который ориентирован 
на скрининговое выявление функциональ-
ных резервов сердечно-сосудистой систе-
мы по наблюдению 100 кардиоинтервалов. 
Класс состояния системы регуляции рит-
ма сердца определяли по пяти характери-
стикам: суммарному эффекту всех регуля-
торных воздействий; функции автоматиз-
ма сердечной мышцы; вегетативному го-
меостазу; устойчивости регуляции; состо-
янию подкорковых нервных центров. По-
сле этого вычисляли показатель активно-
сти регуляторных систем (ПАРС) и опре-
деляли пять основных групп состояний: 
норма (ПАРС = 0-1), умеренное функци-
ональное напряжение (ПАРС = 2-4), вы-
раженное функциональное напряжение 
(ПАРС = 5-6), резко выраженное функци-
ональное напряжение (ПАРС = 7-8), асте-
низация (истощение) регуляторных систем 
(ПАРС > 9).

 
Результаты и их обсуждение

Общие резервы здоровья, которые 
вычислялись как производная величи-
на от значений соматического, психо-
логического и гомеостатического ком-
понентов по результатам тестирования 
с помощью АПК «Истоки здоровья», 
у студентов Первого МГМУ им. И.М. 
Сеченова оказались сниженными и со-
ставили в среднем 46,5±2,1% и 49±3,4 
в I и II группах соответственно, тог-
да как у их сверстников, занимающих-
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ся в фитнес-клубе, этот показатель со-
ставлял 67±1,6% (табл. 1). Заслужива-
ет внимания тот факт, что при недосто-
верной разнице (р>0,05) между конеч-
ными результатами обследования сту-
дентов 1 и 6 курса (I и II группа), ког-
да общие резервы здоровья снижены в 
одном диапазоне значений интегрально-
го показателя здоровья (ИПЗ), отмече-
на существенная разница между состав-
ляющими этот показатель компонента-
ми. Так, в I группе (у студентов 1 кур-
са) при общей оценке резервов здоро-
вья ниже среднего отмечали более вы-
сокий соматический компонент и более 
низкий гомеостатический компонент по 
сравнению с аналогичными составляю-
щими во II группе студентов (6 курса). 

Резервы здоровья и составляющие их 
компоненты, выявленные у обследованных 
студентов, можно представить следую-
щим образом: в I группе общие резервы — 
46,5±2,1% (ниже среднего); соматический 
компонент — 53,8±3,6% (средний), го-
меостатический компонент — 35,4±2,3% 
(ниже среднего), при среднем психологи-
ческом компоненте — 57,8±1,8%. Во II 
группе при аналогичных общих резервах 
здоровья на уровне 49±3,4% их состав-
ляющие существенно отличались: сома-
тический компонент был ниже среднего 
— 34,7±1,6 %, а гомеостатический выше 
среднего — 71,2±3,1% при среднем психо-
логическом компоненте (56,2±2,5%), су-
щественно не отличающимся от аналогич-
ного показателя I группы. 

Таблица 1

Исследуемые показатели: общие резервы здоровья и составляющие
их компоненты

Показатель
I группа
 (n=82 )

II группа
 (n=33)

III группа
 (n=45)

Р1 Р2 Р3

Общие резервы 
здоровья

46,5±2,1% 49±3,4% 67±1,6% p>0,05 р<0,05 р<0,05

Соматический 
компонент

53,8±3,6% 34,7±1,6 % 59,2±3,8% р<0,05 р>0,05 р<0,05

Психологический 
компонент

57,8±1,8% 56,2±2,5% 61,5±4,7% р>0,05 р>0,05 р>0,05

Гомеостатический 
компонент

35,4±2,3% 71,2±3,1% 75,4±1,6% р<0,05 р<0,05 р>0,05

Р1 — достоверность различий показателей I и II группы
Р2 — достоверность различий показателей I и III группы
Р3 — достоверность разлaичий показателей II и III группы

В табл. 2 представлены характеристики 
соматического здоровья: в I группе были 
выявлены удовлетворительные показате-
ли физического здоровья в баллах по Г.Л. 
Апанасенко (от 8 до 12) и хорошие пока-
затели физической работоспособности по 
тесту PWC170 (от 16 до 20, в среднем — 
18,4+2,4 кгм/мин/кг). При этом основной 

показатель функционального состояния 
кислородтранспортной	  системы — МПК 
также соответствовал хорошему уровню и 
составлял от 30 до 38 мл/мин/кг (в среднем 
35,4+1,7 мл/мин/кг) у девушек и от 40 до 
48 мл/мин/кг (в среднем 43,2+2,5 мл/мин/
кг) у юношей. Однако, показатель адапта-
ционных резервов организма по тесту ва-

Использование современных аппаратно-программных комплексов для изучения
особенностей адаптации организма к физическим нагрузкам
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риационной пульсометрии — ПАРС, вхо-
дящий в состав гомеостатического компо-
нента, явно указывал на «высокую цену 
адаптации» и у 90% (74 из 82) обследован-
ных первокурсников составлял от 2 до 5 
баллов. Это свидетельствовало о напряже-
нии механизмов адаптации, поскольку, по 
Р.М. Баевскому, показатель ПАРС в ди-
апазоне от 2 до 4 баллов свидетельствует 
об умеренном функциональном напряже-
нии. Это донозологическое состояние, при 
котором функции организма реализуются 
более высоким, чем в норме, напряжени-
ем регуляторных систем. Такое состояние 
возникает как результат высокой активно-
сти человека или после работы, к концу ра-
бочего дня. Постоянное пребывание в этом 
состоянии указывает на то, что регулятор-
ные механизмы работают с более высокой 

нагрузкой, чем это должно быть в норме. 
ПАРС на уровне 5-6 баллов соответству-
ет выраженному функциональному напря-
жению. Это преморбидное состояние, ко-
торое характеризуется снижением функ-
циональных резервов. Для здорового че-
ловека такое состояние возможно во вре-
мя выполнения напряженной физической 
или умственной работы. Оно характерно 
для лиц со сниженными функциональными 
возможностями системы кровообращения, 
с неудовлетворительной адаптацией орга-
низма к условиям окружающей среды. Та-
кое состояние в покое является признаком 
неадекватного ответа организма на воздей-
ствие факторов окружающей среды. Со-
стояние постоянного стресса ведет к уско-
ренному расходованию жизненных ресур-
сов и к развитию заболеваний.

Таблица 2

Показатели физической работоспособности (PWC170, МПК)
и активности регуляторных систем (ПАРС)

Показатель
I группа
 (n=82 )

II группа
 (n=33)

III группа
 (n=45)

Р1 Р2 Р3

PWC170, кгм/мин/кг 18,4+2,4	 14,3+1,7 20,4 +3,4% р<0,05 р>0,05 р<0,05

МПК, мл/мин/кг
мужчины 
женщины

43,2±2,5(м)
35,4±1,7(ж)

36,4±3,2(м)
28,4±2,4(ж)

45,2±2,5(м) 
38,4±2,4(ж)

р<0,05
р<0,05

р>0,05
р>0,05

р<0,05
р<0,05

ПАРС баллы 2-5 0-1 0-1 р<0,05 р<0,05 р>0,05

Р1 — достоверность различий показателей I и II группы
Р2 — достоверность различий показателей I и III группы
Р3 — достоверность различий показателей II и III группы

Во II группе обследованных (студен-
ты 6 курса) наблюдалась обратная кар-
тина: отмечены низкие показатели сома-
тического здоровья — от 4 до 8 баллов 
по Г.Л. Апанасенко, низкие показатели 
PWC170 — от 14 до 16 кгм/мин/кг (в сред-
нем — 14,3±1,7) и скромные значения 
МПК — от 25 до 32 мл/мин/кг (в среднем 
— 28,4±2,4 мл/мин/кг) у девушек и от 33 
до 42 мл/мин/кг (в среднем 36,4±3,2 мл/

мин/кг) у юношей. Гомеостатический же 
компонент был достоверно выше сред-
него, и у 75% обследованных показатель 
ПАРС составил от 0 до 1 баллов, что со-
ответствовало физиологической норме 
(по Р.М. Баевскому) — состоянию пол-
ной или достаточной уравновешенности 
организма с внешней средой. При этом 
отмечались достаточные функциональ-
ные (адаптационные) возможности (ре-
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зервы) организма. Высокая (удовлетво-
рительная) приспособляемость организ-
ма к текущим условиям достигается при 
минимальном напряжении регуляторных 
систем.

В III группе обследованных (молодые 
люди, занимающиеся в оздоровитель-
ных центрах) были отмечены более вы-
сокие общие резервы здоровья (67±1,6%) 
по сравнению со студентами Первого 
МГМУ им. И.М. Сеченова (46,5±2,1% в 
I группе и 49±3,4% во II группе). У них 
выше среднего были и гомеостатический 
(75,4±1,6%), и психологический компо-
ненты (61,5±4,7%). Показатели физиче-
ской работоспособности по тесту PWC170 
были выше среднего (от 18 до 22 кгм/мин/
кг, в среднем — 20,4±3,4% ). При этом 
показатель МПК тоже соответствовал 
хорошему уровню и составлял от 35 до 44 
мл/мин/кг (в среднем 38,4±1,9 мл/мин/кг) 
у девушек и от 42 до 50 мл/мин/кг (в сред-
нем 45,2±2,5 мл/мин/кг) у юношей. Пока-
затель активности регуляторных систем 
(ПАРС), отражающий уровень адаптаци-
онного потенциала, у большинства обсле-
дованных соответствовал норме (от 0 до 
1 балла), не отличаясь от аналогичного 
показателя студентов-шестикурсников. 
Все полученные данные подтверждают 
известный факт, что регулярные физи-
ческие нагрузки, выбранные в соответ-
ствии с функциональным состоянием ор-
ганизма, полезны для здоровья и повыша-
ют его резервы.

Заключение

Результаты обследования с помощью 
АПК «Истоки здоровья» позволили не 
только количественно определить общие 
резервы здоровья в выделенных группах, 
но и изучить особенности адаптации к 
физическим нагрузкам у разного контин-

гента лиц. Так, при одинаковых итоговых 
результатах (по показателю общих резер-
вов здоровья) у первокурсников сниже-
ние общих резервов здоровья происходи-
ло за счет высокой цены адаптации (низ-
кого гомеостатического компонента), а у 
шестикурсников такие же низкие показа-
тели общих резервов здоровья определя-
лись низкими показателями физического 
здоровья, физической работоспособно-
сти, которые имеют неуклонную тенден-
цию к снижению с 1 по 6 курс.

Выводы

1. Использование АПК «Истоки здо-
ровья» позволяет дать количественную 
характеристику резервам здоровья, из-
учить особенности адаптации к физиче-
ской нагрузке на основании анализа со-
матического, гомеостатического и пси-
хологического компонентов.

2. Общие резервы здоровья студентов 
1 и 6 курсов Первого МГМУ им. И.М. 
Сеченова существенно снижены (~20%) 
по сравнению с молодыми людьми, зани-
мающимися в оздоровительных центрах. 

3. В снижении общих резервах здоро-
вья у студентов-медиков выделены на-
рушения разных механизмов адаптации 
к физическим нагрузкам: у первокурс-
ников — за счет низкого гомеостатиче-
ского компонента (по показателю ПАРС 
в тесте вариационной пульсометрии), у 
студентов-шестикурсников — за счет со-
матической составляющей (низкого уров-
ня физической работоспособности по те-
сту PWC170 и низкого значения МПК).

4. Результаты обследования с помо-
щью АПК «Истоки здоровья» необходи-
мо учитывать при разработке индивиду-
альных оздоровительно-тренировочных 
программ для коррекции выявленных на-
рушений адаптации.

Использование современных аппаратно-программных комплексов для изучения
особенностей адаптации организма к физическим нагрузкам
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The use of modern hardware-software complexes
for the study of the features of adaptation

of organism to physical exercises

S.D. Runenko, E.E. Achkasov, N. Samamikodgedi, N.N. Karkishchenko, 
E.A.Talambum, O.A. Sultanova, T.V. Krasavina, E.N. Kekk

The paper presents the capabilities of modern software and hardware complex for studying adaptation 
to physical stress. In 2007-2010 yy 160 people aged 17 to 25 years were surveyed, of which 115 students of 
the I.M. Sechenov First Moscow State Medical University (MSMU), before I.M. Sechenov Moscow Medical 
Academy and 45 visitors of one Moscow fitness club. A survey by APC «Sources of Health» revealed decrease 
of students` general health reserves in comparison with young people training in a fitness club. In addition, 
the following features of adaptation to physical stress were identified: within freshman students reduction in 
overall health reserves was determined by low homeostatic component, senior students possessed reduction of 
somatic component of overall health reserves.

Кey words: physical activity, functional state, adaptive reserves, physical working capacity, maximal 
oxygen consumption, individual fitness health-improving program.
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В настоящее время во всем мире и в 
России сохраняется напряженная эпидеми-
ческая обстановка по туберкулезу [1, 3]. 

Распространение в 1980 — 1990 гг. 
штаммов микобактерий туберкулеза с 
множественной лекарственной устой-
чивостью (которые теперь определяют-
ся как устойчивые - по крайней мере, к 
H и R) поставило под угрозу успех ме-
роприятий по борьбе с туберкулезом 
[4], привело к снижению эффективно-
сти химиотерапии [5, 6]. По данным спе-
циальных контролируемых исследова-
ний в ряде областей РФ частота выде-
ления лекарственно-устойчивых МБТ 
среди впервые заболевших достига-
ет 19-26%, при обследовании клиниче-

ских контингентов — до 38%, среди кон-
тингентов хронических больных ситу-
ация еще серьезней — частота выделе-
ния лекарственно-устойчивых штам-
мов достигает 80-90% и при остропро-
грессирующих формах — до 100% [7]. 
На фоне вынужденной полихимиотера-
пии с привлечением противотуберкулез-
ных препаратов резервного ряда снижа-
ется функциональная активность систем 
защиты макроорганизма, регистрируют-
ся побочные реакции со стороны различ-
ных органов и систем, что обусловливает 
затяжное течение и хронизацию воспали-
тельных процессов [8]. Все это определя-
ет необходимость создания новых проти-
вотуберкулезных средств.

Разработан новый противотуберкулезный препарат — перхлозон. Хроматографирование осущест-
вляли с использованием предколонки ZORBAX SB C18, 5 мкм, 35 мм × 2,1 мм и аналитической колон-
ки ZORBAX SB C18, 5 мкм, 150 мм × 2,1 мм. Степень извлечения перхлозона из плазмы крови 88%. От-
носительное стандартное отклонение при оценке внутри- и междневной воспроизводимости менее чем 
9,5% и 14,2% соответственно. Диапазон аналитических концентраций составлял 10-10000 нг/мл для 
масс-спектрометрического детектирования и 250-10000 нг/мл для спектрофотометрического детекти-
рования. Предел количественного определения — 10 нг/мл для масс-спектрометрического детектирова-
ния и 250 нг/мл для спектрофотометрического детектирования.

Ключевые слова: перхлозон, ВЭЖХ, масс-спектрометрия, фармакокинетика.
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Перхлозон (перхлорат-4-тиоуреидо-
иминометилпиридиния) рис. 1, противо-
туберкулезное средство, обладающий 
выраженным, строго избирательным ин-
гибирующим действием на жизнеспособ-
ность микобактерий туберкулеза, чув-
ствительных и устойчивых к существу-
ющим противотуберкулезным препара-
там. Механизм его действия в настоящее 
время не известен. Перхлозон находится 
на стадии клинических испытаний и по-
этому еще не имеет широкого клиниче-
ского применения, что объясняет отсут-
ствие в литературе методов его опреде-
ления в биожидкостях и данных по его 
фармакокинетике.

В представленном исследова-
нии нами была разработана про-
стая и быстрая методика определе-
ния перхлозона в плазме крови с при-
менением высокоэффективной жид-
костной хроматографии (ВЭЖХ) с 
масс-спектрометрическим и спектро-
фотометрическим детектированием. 

Материалы и методы

1. Реактивы
Перхлозон (перхлора-4-тиоуреидо-

иминометилпиридиния, чистота 99,7%) 
был предоставлен разработчиком ОАО 
«Фармасинтез» (Россия), трифторук-
сусная кислота и ацетонитрил (MERK 
KGaA Darmstadt, Германия), вода деио-
низированная и очищенная с использо-
ванием Milli-Q system MP-650, IWAKI 
Millipore, (Япония).

2. Приготовление стандартного и ра-
бочих стандартных растворов перхлозона

Стандартный раствор 10 мг/мл гото-
вили путем растворения точной навески 
перхлорат 4-тиоуреидоиминометилпири-
диния в метаноле. Стандартный раствор 
хранили при температуре -40°С. Срок 
годности стандартного раствора — 3 ме-
сяца. Рабочие стандартные растворы 
перхлозона (500 мкг/мл, 100 мкг/мл, 10 
мкг/мл, 1 мкг/мл) готовили из стандарт-
ного раствора разведением водой. Ис-
пользовали свежеприготовленные рабо-
чие стандартные растворы.

3. Приготовление образцов плазмы 
крови для калибровки

Для калибровки при-
бора и валидации мето-
дики использовали «чи-
стую» плазму. Образцы 
для калибровки готови-
ли добавлением к 1 мл 
плазмы 10-50 мкл рабо-

чих стандартных растворов до получения 
финальных концентраций 10, 50, 100, 
1000, 10000 нг/мл плазмы. Калибровоч-
ные кривые получали ежедневно.

4. Пробоподготовка
К 0,5 мл плазмы крови в пробирке 

типа «эппендорф» добавляли 1,5 мл аце-
тонитрила, смешивали на шейкере в те-
чение 5 минут со скоростью 2500 об./
мин., и центрифугировали при 13200 об/
мин 10 минут. Надосадочную жидкость 
перемещали в виалу и упаривали в токе 
азота при нагревании до 40°С, к остат-
ку после упаривания добавляли 200 мкл 
подвижной фазы и перешивали 15 сек. 
на вортексе, затем центрифугировали 
при 13200 об./мин. 5 минут и переноси-
ли 100 мкл супернатанта в микровиалу.

5. Оборудование
Хроматографическая система Agilent 

1200, состоящая из дегазатора, бинар-

 H N C H N N H C N H 2

S

C lO 4

Рис. 1. Химическая структура перхлозона (перхлорат 4-тиоуреидои-
минометилпиридиния).
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ного насоса, автосамплера, колоночного 
термостата, мультиволнового спектро-
фотометрического детектора и масс-
спектрометрического квадрупольного 
детектора Agilent 6120. В качестве непод-
вижной фазы использовалась хромато-
графическая колонка Agilent «ZORBAX 
SB C18 5мкм, 150*2,1мм» c предколон-
кой «ZORBAX SB C18 5мкм, 35*2,1мм». 

6. Хроматографические условия
Разделение проводили на колон-

ке Agilent «ZORBAX SB C18 5мкм, 
150*2,1мм» при температуре колонки 
400°С. В качестве подвижной фазы ис-
пользовали смесь ацетонитрила и 0,1% рас-
твора трифторуксусной кислоты (рН=2,6) 
в соотношении 85:15. Скорость потока со-
ставляла 1 мл/мин. Объем образца вводи-
мый в систему составлял 20 мкл. Для де-
тектирования использовали спектрофо-
тометрический (длина волны — 317 нм) и 
масс-спектрометрический детекторы. Ио-
низацию проводили с помощью электро-
спрея при атмосферном давлении (API-
ES), напряжение на капилляре 4000V, ско-
рость азота 12 мл/мин, температура осу-
шающего газа — 300°С. Детектирование 
проводили в режиме индивидуальных масс 
(SIM) по молекулярному иону 183,4 m/z. 
Время анализа составляло 5 минут. Вре-
мя удерживания перхлозона в указанных 
условиях — 3,05 мин.

7. Дизайн фармакокинетического ис-
следования

Фармакокинетическое изучение про-
водилось в рамках исследования перено-
симости, безопасности и фармакокинети-
ки препарата на здоровых добровольцах, с 
целью выработки рекомендаций по режи-
му дозирования для последующих фаз кли-
нических исследований. В исследование 
было включено 36 здоровых добровольцев 
(мужчин) от 19 до 38 лет, вес от — 58 до 
92 кг, рост — от 170 до 190 см. Доброволь-

цы были сгруппированы на 4 группы по 9 
человек. Каждая группа получала перхло-
зон однократно, в виде таблеток по 400 мг 
— так, чтобы разовая доза составляла 400 
мг (1 группа), 800 мг (2 группа), 1200 мг (3 
группа), 1600 мг (4 группа), то есть соот-
ветственно 1, 2, 3 и 4 таблетки. Прием сле-
дующей дозы осуществлялся после оцен-
ки переносимости и безопасности преды-
дущей дозы. Образцы крови отбирались по 
5 мл из локтевой вены до получения пре-
парата и через 0,5; 1; 1,5; 2; 2,5; 3; 4; 6; 10; 
12; 24 часа после его приема. Образцы цен-
трифугировались, плазма отбиралась в от-
дельные пробирки и хранилась до проведе-
ния анализа при температуре 200°С не бо-
лее одного месяца.

Результаты и их обсуждение

1. Оптимизация условий анализа
В данном исследовании нами разрабо-

тана методика быстрого и простого опре-
деления перхлозона в плазме крови с помо-
щью ВЭЖХ с масс-спектрометрическим 
детектированием. Кроме того, нами по-
казана возможность применения спек-
трофотометрического детектирования, в 
виду высоких концентраций препарата в 
крови. Применение спектрофотометри-
ческих детекторов значительно упроща-
ет анализ и позволяет определять содер-
жание перхлозона до 250 нг/мл.

2. Линейность
Калибровочные кривые носили линей-

ный характер во всем в диапазоне опреде-
ляемых концентраций 10 нг/мл — 10000 
нг/мл (для масс-спектрометрического де-
тектирования) (r = 0,9986) и 500 нг/мл — 
10000 нг/мл (для спектрофотометриче-
ского детектирования) (r = 0,9992).

3. Специфичность и чувствительность
Хроматограмма образца плазмы кро-

ви обладает хорошей селективностью, 



76Биомедицина № 2, 2011

что подтверждается отсутствием пиков 
интерферирующих эндогенных соедине-
ний в месте элюирования перхлозона.

Предел количественного определения 
рассчитывался как наименьшая концен-
трация анализируемого вещества, при ко-
торой отношение «сигнал:шум» состав-
ляло 10:1. Чувствительность методи-
ки для масс-спектрометрического детек-
тирования составила 10 нг/мл, для спек-
трофотометрического 250 нг/мл, что яв-
лялось достаточным для определения со-
держания перхлозона в плазме крови до-
бровольцев в течение 24 часов после од-
нократного применения.

4. Степень извлечения из плазмы крови
Степень извлечения перхлозона из 

плазмы крови определяли сравнением 
площадей пиков чистого стандарта, при-
готовленного из рабочего раствора и вве-
денного в хроматографическую колонку, 
и площади пика экстракта, полученного 
из плазмы крови с добавлением анало-
гичного количества перхлозона (n=5 для 
каждой концентрации). Степень извле-
чения составила 88,4%, 88,6%, 87% для 
концентраций перхлозона 100 нг/мл, 500 
нг/мл и 1 мкг/мл соответственно. 

5. Воспроизводимость
Для оценки вос-

производимости про-
водили количествен-
ное определение с 
применением масс-
спектрометрического 
детектора модельных 
смесей перхлозона и 
плазмы крови при раз-
личных концентрациях 
перхлозона. Для образ-
цов, измеренных в тече-
ние дня, относительное 
стандартное отклонение 
составило 10,4%, 9,2%, 

9,5% для модельных смесей, содержащих 
100 нг/мл, 500 нг/мл и 1000 нг/мл перх-
лозона соответственно. Для измерений в 
течение недели относительное стандарт-
ное отклонение составило 13,5%, 11,4% 
и 14,2% для модельных смесей, содер-
жащих 100 нг/мл, 500 нг/мл и 1000 нг/мл 
перхлозона соответственно.

6. Изучение фармакокинетики
Фармакокинетические параметры 

перхлозона рассчитывали модельно-
независимым методом. Максимальная кон-
центрация в плазме крови (Сmax) и время 
её достижения (Tmax) были получены не-
посредственно из результатов измерений. 
Значение площади под фармакокинетиче-
ской кривой рассчитывали методом тра-
пеций (AUC0-24). На рис. 2 представлены 
усредненные фармакокинетические кри-
вые перхлозона в плазме крови после од-
нократного перорального приема в дозе 
400 мг, 800 мг, 1200 мг и 1600 мг. Рассчи-
танные фармакокинетические параметры 
представлены в таблице 1.

Как видно из представленных данных 
перхлозон быстро всасывается в систем-
ный кровоток (Tmax — в среднем — до 3 
часов) и постепенно выводится из орга-
низма (Т1/2 — в среднем — до 20 часов). 

Рис. 2. Усредненные фармакокинетические профили перхлозона по-
сле однократного перорального приема в различных дозах, мкг/мл

А.М. Власов1,2, Ю.Н. Башкатова2, А.Ю. Савченко3, М.Р. Хаитов2, Г.В. Раменская1
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Максимальная концентрация перхлозона 
составляет 2,61+0,34 мкг/мл, 5,07+0,69 
мкг/мл, 5,42+0,65 мкг/мл и 8,17+1,91 мкг/
мл для доз 400, 800, 1200 и 1600 мг соот-
ветственно. Кинетика перхлозона в диа-
пазоне изучаемых доз является линейной.

Выводы

Описана ВЭЖХ методика для опре-
деления нового противотуберкулезно-
го препарата перхлозон в плазме крови. 
Методика пригодна для фармакокине-
тических исследований, поскольку об-
ладает необходимой линейностью, точ-
ностью и воспроизводимостью. Предел 
количественного определения при масс-
спектрометрическом и спектрофотоме-
трическом детектировании позволяет 
определять терапевтические уровни кон-
центрации перхлозона в плазме крови.
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Таблица 1

Средние значения фармакокинетических параметров перхлозона
у здоровых добровольцев после однократного перорального

приема в различных дозах

Параметр
Однократная доза, мг

400 800 1200 1600

Сmax, мкг/мл 2,61±0,34 5,07±0,69 5,42±0,65 8,17±1,91

Т max, час 2,2±0,8 1,6±0,4 1,8±0,4 3,1±0,7

AUC 0-24, 
мкг*час/мл

31,01±5,27 55,96±7,81 78,70±14,53 112,67±24,26

Т 1/2, час 17,3±3,9 19,7±4,6 * *

* Период полувыведения рассчитан для доз 400 и 800 мг, так как при введении в дозах 1200 и 1600 мг 
концентрации в конечной точке достаточно велики, а AUC0-t<80% AUC0-00. 

Определение перхлозона в плазме крови с использованием ВЭЖХ
масс-спектрометрическим детектированием
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«Синдром хронической усталости» 
(СХУ) — одно из достаточно распро-
страненных патологических состояний 
настоящего времени, развитие которого 

связано, прежде всего, с особенностями 
современной жизни населения крупных 
городов, типом жизни в развитых стра-
нах, а также чрезмерной эмоционально-

Предложен способ моделирования «синдрома хронической усталости» в эксперименте, включаю-
щий сочетание информационного (формирование пищедобывательного поведения в многоальтернатив-
ном лабиринте), физического (плавание с грузом 10 % от массы тела) и социального (агонистические 
конфронтации между особями) воздействий. Доказано, что комплекс хронических истощающих воздей-
ствий сопровождается дисбалансом нейроиммунорегуляторных механизмов, лежащих в основе форми-
рования данного патологического состояния.

Ключевые слова: «синдром хронической усталости», информационно-физический стресс, агони-
стические конфронтации, нейроиммунный дисбаланс.
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High performance liquid chromatographic determination
of perchlozone in serum using mass spectrometric 

detection and its application in human
pharmacokinetic studies

А.М. Vlasov, Y.N. Bashkatova, A.Y. Savchenko, M.R. Khaitov,
G.V. Ramenskaya

A new sensitive high-performance liquid chromatographic (HPLC) method with ultraviolet and mass 
spectrometry detection was developed for determination of perchlozone, a new Russians antitubercular 
medicine, in human plasma. Perchlozone were extracted from plasma using acetonitrile and the extract was 
injected into a column (ZORBAX SB C18 precolumn, 5 µm, 35 mm × 2,1 mm I.D.) for clean-up and column 
(ZORBAX SB C18 analytical column, 5 µm, 150 mm × 2,1 mm I.D.) for separation. Mean absolute recoveries 
were 88.0 for perchlozone. Intra- and inter-day relative standard deviations were less than 9,5 and 14,2% 
for perchlozone, at the different concentration ranges. The validated concentration ranges of this method 
were 10–10000 ng/ml for mass spectrometryc determination and 250–10000 ng/ml for ultraviolet detector 
determination. The limits of quantification were 10 ng/ml for mass spectrometryc determination and 250ng/ml 
for ultraviolet detector determination. 

Key words: рerchlozone; HPLC; pharmacokinetic, mass spectrometry.
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психической нагрузкой на организм. Его 
появление напрямую связано с резким 
ускорением ритма жизни и увеличением 
умственной и психологической нагрузки. 
В большинстве случаев данное заболева-
ние поражает энергичных, ответствен-
ных и деловитых людей. Как самосто-
ятельная нозологическая форма «син-
дром хронической усталости» охаракте-
ризован в конце прошлого века, но эти-
ология и патогенез этого процесса, не-
смотря на многочисленные исследова-
ния, полностью не раскрыты. За послед-
ние годы появлялось множество теорий, 
но все они оказались небезупречны. По-
этому и до сегодняшнего дня это заболе-
вание называется «синдромом». Лидиру-
ющее положение имеют несколько ги-
потез происхождения «синдрома хро-
нической усталости»: вирусная (виру-
сы Эпштейн-Барра, герпеса 1-го, 2-го 
и 6-го типов, цитомегаловирусы, энте-
ровирусы и др.); иммунная (прежде все-
го, цитокиновая дизрегуляция); «дрож-
жевая» (грибы рода Candida продуциру-
ют нейротоксин, определяющий клини-
ческие проявления), генетическая (му-
тация гена, отвечающего за активность 
кортизола), «депрессивная» (хрониче-
ская усталость — вариант депрессивного 
состояния). «Синдром хронической уста-
лости» является многофакторным забо-
леванием с преимущественным наруше-
нием функции центральной нервной, им-
мунной и эндокринной систем в ответ на 
различные повреждающие факторы (ин-
фекционные, стрессовые, физические и 
др.) [4, 6]. 

	 Известен способ моделирования 
СХУ путем однократного внутрибрю-
шинного введения животным синтетиче-
ской двуцепочечной РНК — Поли И:Ц 
[2]. Однако, данный способ не являет-
ся полноценной моделью патологии, так 

как он не учитывает многих патогене-
тических звеньев реальной клинической 
ситуации, т.е. указанный способ модели-
рования не позволяет комплексно проа-
нализировать специфику развития пато-
логии. Кроме того, индукция хрониче-
ской усталости введением синтетической 
РНК затрудняет проведение патофизио-
логических и патоморфологических ис-
следований в результате неоднозначного 
подхода к анализу развивающихся нару-
шений с позиции «что является причиной 
нейроиммунных нарушений — инъекция 
РНК или формирующийся СХУ?».

	 Целью нашей работы явилось 
создание такой модели эксперименталь-
ного СХУ, при которой индуктором па-
тологии рассматривалась бы не инъекция 
синтетического агента, а комплекс хро-
нических истощающих воздействий на 
психоэмоциональное, физическое состо-
яние и когнитивные функции организма. 

Материалы и методы

Эксперимент проведен на крысах-
самцах линии Wistar 5-7 мес. возраста 
массой 200-250 г. Животные получены 
из питомника филиала «Андреевка» ГУ 
НЦБМТ РАМН. Содержание крыс осу-
ществлялось в соответствии с правила-
ми, принятыми «Международной конвен-
цией по защите позвоночных животных, 
используемых для экспериментальных и 
научных целей» (Страсбург, 1986). 

Животные были разделены на 2 груп-
пы (n=10): контрольную, представленную 
интактными особями и опытную, которую 
формировали крысы с моделью СХУ. 

Моделирование СХУ проводи-
ли путем сочетания информационно-
физического и социального воздействий. 
Информационно-физическое воздей-
ствие основано на чередовании двух ви-
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дов нагрузок: информационной — фор-
мирование пищедобывательного пове-
дения в многоальтернативном лабирин-
те, структура которого меняется каж-
дые 2-3 дня и физической — плавание с 
грузом 10 % от массы тела (температу-
ра воды 30°С, время «до предела») [1, 3]. 
Социальные взаимодействия формирова-
лись в результате повторного опыта по-
бед и поражений в ежедневных конфрон-
тациях [5]. Для этого животных помеща-
ли в экспериментальные клетки, разде-
ленные прозрачной перегородкой с от-
верстиями, по одному животному в каж-
дый отсек. Ежедневно во второй поло-
вине дня (15.00-17.00 часов) перегород-
ку убирали на 10-15 минут, что приводи-
ло к конфронтациям. После каждой кон-
фронтации побежденного самца помеща-
ли в незнакомую клетку с другим агрес-
сивным самцом за перегородкой. 

Ежедневно на фоне конфронтаций ла-
бораторные животные подвергались ин-
формационному и физическому «испыта-
ниям» (интервал между проведением по-
веденческого моделирования 1 час). Про-
должительность воздействия 20 дней. 

Оценку функционального состояния 
иммунной системы проводили на осно-
ве клеточной реакции гиперчувствитель-
ности замедленного типа с определени-
ем индекса реакции (ИР ГЗТ), гумораль-
ной реакции пассивной гемагглютинации 
(РПГА), латексного теста по изучению 
фагоцитарной активности нейтрофилов 
периферической крови с определением 
фагоцитарного индекса (ФИ) и фагоци-
тарного числа (ФЧ). Также определяли 
уровень различных классов иммуногло-
булинов в сыворотке крови. В качестве 
антигенного стимула использовали эри-
троциты барана. 

Психоэмоциональный статус и двига-
тельная активность животных изучены 

в поведенческих тестах: «Приподнятый 
крестообразный лабиринт», «Открытое 
поле» и «Порсолт». 

Результаты были обработаны ста-
тистически с использованием програм-
мы «STАТGRAPH» с применением 
t-критерия Стьюдента.

Результаты и их обсуждение

В условиях экспериментальной пато-
логии у животных опытной группы вы-
явлено изменение психоэмоционального 
статуса. В тесте «Приподнятый крестоо-
бразный лабиринт» снижены время пре-
бывания в аверсивном отсеке лабирин-
та в 2,6 раз и исследовательская актив-
ность в 1,8 раз; увеличилось число актов 
кратковременного груминга в 2,9 раз (р 
<0,05), что свидетельствует о повышен-
ном уровне тревожности (табл. 1).

В тесте «Порсолт» отмечено досто-
верное увеличение суммарного време-
ни иммобильности (на 64 %) и сниже-
ние латентного периода до первого «за-
висания» (на 22 %) в сравнении с контро-
лем (р <0,05) (табл. 2). Результаты свиде-
тельствуют о формировании депрессив-
ноподобного состояния у животных. Из-
учение поведения животных в тесте «От-
крытое поле» показало снижение гори-
зонтальной и вертикальной двигательной 
активности более чем на 40 %, а также 
исследовательской реакции в 2,8 раз (р 
<0,05), что также говорит о повышении 
уровня тревожности (табл. 3). В группе 
животных с моделью СХУ формировал-
ся иммунный дисбаланс. Так, индекс ре-
акции гиперчувствительности замедлен-
ного типа и титр антител в реакции пас-
сивной гемагглютинации были достовер-
но ниже в сравнении с интактными осо-
бями в 1,9 и 3,9 раз соответственно (р 
<0,05) (табл. 4). Оценка фагоцитарной 
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Таблица 1

Изменение поведения крыс с «синдромом хронической усталости» в тесте 
«Приподнятый крестообразный лабиринт»

Поведенческие показатели
Контроль,

n = 10

«Синдром хронической 
усталости»,

n = 10

Время, проведенное на открытых
рукавах, М ± m, сек.

9,8 ± 1,4 3,8 ± 0,6*

Стойки, М ± m 8,1 ± 0,5 4,4 ± 0,1*

Кратковременные акты груминга,
М ± m

0,9 ± 0,1 2,6 ± 0,3*

* — р<0,05 в сравнении с контролем 

Таблица 2

Изменение поведения крыс с «синдромом хронической усталости» 
в тесте «Порсолт»

Поведенческие показатели
Контроль,

n = 10

«Синдром хронической 
усталости»,

n = 10

Иммобильность,
М ± m, сек.

53,7 ± 4,6 88,1 ± 7,3* 

Латентный период
 до первой иммобильности,
М ± m, сек.

74,9 ± 2,1 58,3 ± 4,4*

*– р<0,05 в сравнении с контролем 

Таблица 3
Изменение поведения крыс с «синдромом хронической усталости» 

в тесте «Открытое поле»

*– р<0,05 в сравнении с контролем 

Поведенческие показатели
Контроль,

n = 10

«Синдром хронической 
усталости»,

n = 10

Горизонтальная двигательная
активность, М ± m

30 ± 3,0 17 ± 1,7* 

Вертикальная двигательная
активность, М ± m	

6,1 ± 0,5 3,4 ± 0,1*

Исследовательские 
«заглядывания» в «норки», М ± m

9,1 ± 0,1 3,3 ± 0,3*
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активности нейтрофилов перифериче-
ской крови показала активацию процес-
сов неспецифической резистентности 
на фоне экспериментальной патологии 
(р <0,05). Неоднозназным было измене-

ние уровня различных классов иммуно-
глобулинов в сыворотке крови: отмеча-
лось снижение IgM на 30,8 % и увеличе-
ние IgG более чем на 20 % в сравнении с 
контролем (р <0,05) (табл. 4).

Таблица 4
Изменение поведения крыс с «синдромом хронической усталости» 

в тесте «Открытое поле»

 *– р<0,05 в сравнении с контролем 

Показатели
иммунного ответа

Контроль,
n = 10

«Синдром хронической 
усталости»,

n = 10

ИР ГЗТ, M ± m, % 13,3 ± 2,3 6,9 ± 1,1*

Титр антител в РПГА,
M ± m, lg

1,32 ± 0,16 0,34 ± 0,06*

ФИ, M ± m, % 65,5 ± 2,5 77,5 ± 1,4*

ФЧ, M ± m, 5,2 ± 0,26 5,5 ± 0,21

Иммуноглобулин G,
M ± m, г/л

6,37 ± 0,06 7,81 ± 0,01*

Иммуноглобулин M,
M ± m, г/л

0,52 ± 0,01 0,36 ± 0,06*

Выводы

Полученные результаты позволяют 
сделать вывод о том, что при моделиро-
вании «синдрома хронической устало-
сти» путем сочетания информационно-
физического и социального воздействий 
отмечаются нарушения функциональ-
ной активности нервной и иммунной си-
стем, что является ведущим признаком 
при формировании данного патологиче-
ского состояния. Предложенная модель 
может найти применение в эксперимен-
тальной патофизиологии, патоморфоло-
гии и фармакотерапии «синдрома хрони-
ческой усталости».
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The way modeling of a syndrome of chroniс
weariness in experiment

M.A. Samotrueva, D.L. Tepliy, T.K. Seregnikova, N.R. Kuleshovskaya

The way of modelling of «chronic fatigue syndrome » in the experiment, including a combination 
information (formation of food-procuring behaviour in a multialternative labyrinth), physical (swimming with 
the load of 10% from the total body weight) and social (agonistic is offered confrontation between males) 
influences. It is proved that the complex of chronic exhausting influences is accompanied by a disbalance of 
neuroimmunoregulation mechanisms underlying formation of the given pathological condition.

Key words: «chronic fatigue syndrome», information-physical stress, agonistic confrontations, 
neuroimmune disbalance.
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Проведение всестороннего изучения 
активности потенциального лекарствен-
ного вещества (ЛВ) в экспериментах на 
животных является основной частью до-
клинических испытаний фармакологи-
ческого исследования. На сегодняшний 
день исследование новых ЛВ, обладаю-
щих анальгетической активностью, за-
нимает ~24% от общего числа исследо-
ваний в мире [7]. Независимо от причин 
возникновения, многие острые и хрони-
ческие заболевания сопровождаются бо-
лью, резко снижающие качество жиз-
ни человека, его социальную адаптацию, 
вызывая постоянные страдания. Имен-
но болевые синдромы являются одной 
из основных причин обращения людей 
за врачебной помощью. Более 90% забо-
леваний ассоциированы с болью. Около 
20% человечества страдает от хрониче-

ской боли. Ежедневно свыше 30 млн. лю-
дей в мире принимают какой-либо аналь-
гетик. Однако их прием является одной 
из самых типичных причин нежелатель-
ных реакций на фармакотерапию. По 
официальным оценкам, в США исполь-
зование ненаркотических анальгетиков 
и нестероидных противовоспалительных 
препаратов ежегодно приводит более чем 
к 70 тыс. госпитализаций и 7 тыс. смер-
тельных случаев [2].

Согласно формулировкам между-
народного комитета экспертов, боль 
— это неприятное сенсорное и эмоци-
ональное переживание, связанное с ис-
тинным или потенциальным поврежде-
нием ткани или описываемое в терми-
нах такого повреждения [10]. Боль мо-
жет быть классифицирована различны-
ми способами. 

В исследовании представлена батарея поведенческих тестов на термическое и химическое воздей-
ствие для определения анальгетической активности. Батарея тестов отвечает современным требовани-
ям к исследованию фармакологически активных веществ проявляющих анальгетическую активность, и 
гуманному обращению с экспериментальными животными. В батарею включены тесты: оценка острой 
болевой чувствительности и потенциального анальгезирующего эффекта (тест «Горячая пластина»), 
хемогенная модель острой воспалительной реакции («Формалиновый тест»), чувствительность ноци-
цептивных рецепторов («Капсаициновый тест»), специфическая болевая реакция методом химического 
раздражения брюшины (тест «Уксусные корчи»), модель воспаления вызванного инфекцией (гиперчув-
ствительность, спровоцированная CFA), исследование анальгетической активности в сочетании с бло-
катором опиоидных рецепторов (налоксон — чувствительная анальгезия). Данная батарея тестов пол-
ностью отвечает требованиям доклинического испытания новых фармакологически активных анальге-
тических средств.

Ключевые слова: модель in vivo, анальгетическая активность, гуманное обращение с животными, GLP.

1 — Филиал Учреждения Российской академии наук Института биоорганической химии 
им. академиков М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова, Пущино
2 — Пущинский государственный университет, Пущино

Контактная информация: Бондаренко Дмитрий Александрович catameno777@gmail.com

Д.А. Бондаренко1, И.А. Дьяченко1,2, Д.И. Скобцов1,2, А.Н. Мурашев1,2

In vivo модели для изучения анальгетической
активности

Биомедицина  № 2, 2011, С. 84-94



85 Biomedicine № 2, 2011

In vivo модели для изучения анальгетической активности

а) По локализации боли бывают:
• соматические поверхностные (в слу-

чае повреждения кожных покровов);
• соматические глубокие (при по-

вреждении костно-мышечной системы);
• висцеральные (при повреждении 

внутренних органов).
б) По месту повреждения структур 

нервной системы выделяют боли:
• нейропатические, возникающие при 

повреждении периферических нервов; 
• центральные, возникающие при по-

вреждении структур ЦНС.
в) При не совпадении боли с местом 

повреждения возникают боли: 
• проецируемые (например, при сдав-

ливании спинномозговых корешков, 
боль проецируется в иннервируемые ими 
области тела); 

• отраженные (возникают вследствие 
повреждения внутренних органов и лока-
лизуются в отдаленных поверхностных 
участках тела, т.е., боль отражается на 
соответствующем дерматоме по отноше-
нию к кожной поверхности). 

г) По временным характеристикам 
боль бывает: 

• острая (новая, недавняя боль, нераз-
рывно связанная с вызвавшим ее повреж-
дением и, как правило, являющаяся сим-
птомом какого-либо заболевания, исче-
зает при устранении повреждения); 

• хроническая (продолжается длитель-
ный период времени даже после устране-
ния причины ее вызвавшей, часто приоб-
ретает статус самостоятельной болезни, 
например, воспалительный процесс) [6].

Детальные механизмы генерирования 
боли до конца не изучены. Ключевые 
компоненты рецепторной системы вос-
приятия боли сосредоточены на ноцицеп-
торных нейронах. Ноцицептивная аффе-
рентная система состоит из болевых ре-
цепторов (ноцицепторов), болевых нерв-

ных волокон и нейронов в центральной 
нервной системе. Ноцицепторы — меха-
нические, термические и хеморецепторы, 
которые активируются теплом, электро-
током и алгогенами (брадикинин, гиста-
мин, серотонин, изменение концентрации 
ионов водорода и калия, простагландин 
Е, ацетилхолин, лейкотриены и ряд дру-
гих биологически активных веществ). В 
1997 году были открыты новые болевые 
хеморецепторы — ванилоидные (капса-
ициновые) рецепторы VRPV 1, локали-
зуются на коже, глубоких тканях и вну-
тренних органах, за исключением ткани 
мозга и печени. 

Повреждающий стимул, получен-
ный ноцицепторами, передаёт сигнал че-
рез спинной мозг далее в головной мозг. 
В передаче сигнала принимают участие 
Аβ-миелинизированные болевые нерв-
ные волокна — для механо- и термо-
рецепторов и С-немиелинизированные 
— для хеморецепторов. В задних рогах 
спинного мозга болевые импульсы пере-
ключаются по трем путям проведения:

—	 в передних рогах спинного моз-
га — на двигательные мотонейроны (их 
возбуждение проявляется быстрым за-
щитным двигательным рефлексом со 
стороны скелетных мышц);

—	 в боковых рогах спинного мозга 
— на вегетативные нейроны симпатиче-
ского отдела нервной системы, стимуля-
ция которой приводит к функциональной 
адаптации внутренних органов;

—	 в головном мозге — к структурам 
восприятия и оценки боли по двум путям.

Первый — специфический (неоспи-
ноталамический, Аβ) путь — проводит 
«эпикритическую» (раннюю, короткую 
и острую) боль; медиатор — глутамино-
вая кислота. 

Второй — неспецифический (палео-
спиноталамический, С) путь — проводит 
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«протопатическую» (позднюю, тупую 
и длительную) боль; медиаторы — глу-
тамат, и пептиды — тахикинины (суб-
станция Р, нейрокинин А), кальцитонин-
генсвязанный пептид, и холецистокинин.

Центры боли (тела нейронов в ЦНС) 
— таламус, сенсомоторные области 
коры, лобная кора. Антиноцицептивная 
система — система подавления болевых 
ощущений. Состоит из 4 отделов — опи-
атного, каннабиоидного, глицинового и 
ГАМК-ергического.

Опиатная система — рецепторы 5 эн-
догенных анальгетических пептидов: 
лей-энкефалин, мет-энкефалин, динор-
фин А, динорфин В, β-эндорфин. Лока-
лизация опиатных рецепторов — пре-
синаптическая мембрана ноцицепторов 
(70%), окончания С-волокон, спинной и 
головной мозг.

Каннабиоидная система — СВ1 и 
СВ2 рецепторы. Их активируют про-
изводные арахидоната — анандамид и 
2-арахидонил-глицерол.

Другие ингибиторы болевых импуль-
сов — ГАМК, глицин, серотонин, дофа-
мин и др. 

Обезболивающие средства, применя-
емые в клинической практике, на раз-
ных уровнях воздействуют на различные 
уровни ноцицептивной системы.

К экзогенным анальгетикам, которые 
действуют на уровне задних рогов спин-
ного мозга, относят:

1. Экзогенные опиоиды.
2. Препараты, воздействующие на 

ГАМК-ергические структуры для сни-
жения возбудимости нейронов заднего 
рога (баклофен, тизанидин, габапентин).

3. Противосудорожные препараты 
(карбамазепин, дифенин, ламотриджин, 
вальпроаты и бензодиазепины), тормо-
зящие проведение нервных импульсов по 

чувствительным нервам и обладающих 
агонистическим действием на ГАМК-
ергические рецепторы нейронов задних 
рогов и клеток ядра спинномозгового 
пути тройничного нерва.

4. Агонисты α2-адренорецепторов.
5. Блокаторы обратного захвата се-

ротонина, повышающие концентрацию 
этого нейротрансмиттера в ядрах рети-
кулярной формации мозгового ствола, 
из которых исходят нисходящие тормо-
зящие пути, воздействующие на интер-
нейроны заднего рога (флуоксетин, ами-
триптилин).

5. Модуляторы активности TRPV1 
рецептора.

6. Принципиально нового класса пре-
паратов — SNEPCO (Selective NEuronal 
Potassium Channel Opener — селектив-
ных нейрональных открывателей кали-
евых каналов), оказывающих воздей-
ствие на процессы сенситизации нейро-
нов заднего рога за счет стабилизации 
мембранного потенциала покоя (флупир-
тин, катадолон); антагонисты NMDA-
рецепторов, «стирающих» болевую па-
мять (кетамин, декстраметорфан).

На уровне ствола мозга ингибирующее 
воздействие оказывается серотонинерги-
ческими и норадренергическими структу-
рами. Умеренная кратковременная недо-
статочность серотонинергических струк-
тур приводит к развитию тревоги и боли, 
при длительно существующем дефиците 
серотонина может развиваться депрессия. 
Этим объясняется выраженное анальге-
тическое действие малых доз антидепрес-
сантов при хроническом болевом синдро-
ме даже при отсутствии антидепрессив-
ного действия. Однако более высокая эф-
фективность трициклических антидепрес-
сантов по сравнению с ингибиторами об-
ратного захвата серотонина может свиде-
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тельствовать о большей роли норадренер-
гических структур в формировании хрони-
ческой боли.

Следующий синаптический уровень 
включает в себя таламус, лимбическую 
систему и прилежащие субкортикаль-
ные и кортикальные структуры голов-
ного мозга. Нейротрансмиттеры, оказы-
вающие ингибирующее воздействие на 
проведение ноцицептивной информации 
из субкортикальных структур в кору, 
мало изучены, одним из них является 
γ-аминомасляная кислота. Предполага-
ется, что именно на этом уровне ока-
зывают анальгетическое действие анти-
конвульсанты.

Потенциальной точкой приложения 
анальгетиков являются каннабиноид-
рецепторы (СВ1 и СВ2). Экспрессия 
СВ2-рецепторов особенно выражена на 
воспалительных клетках, тогда как СВ1-
рецепторы локализованы в перифериче-
ских ноцицепторах и центральной нерв-
ной системе. Антиноцицептивные свой-
ства агонистов каннабиноидных рецеп-
торов продемонстрированы в поведен-
ческих и электрофизиологических экс-
периментах с использованием моделей 
острой боли и воспаления.

Локальные анестетики, блокируют 
периферические рецепторы (лидокаин и 
пр.). Наркотические анальгетики имити-
руют нейромедиаторные эффекты эндо-
генных опиоидных пептидов (энкефали-
нов и эндорфинов). Воздействие оказы-
вается на уровне задних рогов спинно-
го мозга. Механизм обусловлен взаимо-
действием наркотических анальгетиков с 
расположенными преимущественно пре-
синаптически опиатными рецепторами, 
что приводит к ингибированию межней-
ронной передачи болевых импульсов к 
ядрам таламуса, гипоталамуса, миндале-
видному комплексу, повышению порога 

болевой чувствительности (увеличению 
интервала переносимости боли). Кроме 
того, наркотические анальгетики повы-
шают активность и антиноцицептивной 
системы, энкефалинергических нейро-
нов, на телах которых тоже есть так на-
зываемые опиатные рецепторы.

Патогенез боли вызванной воспа-
лением или повреждением тканей обу-
словлен непосредственным раздражени-
ем или сенсибилизацией ноцицептивных 
нервных окончаний медиаторами вос-
паления. Источниками этих медиаторов 
являются поврежденные клетки тканей, 
кровеносные сосуды, стволовые клетки, 
лейкоциты [8]. По воздействию на пери-
ферические компоненты боли — сома-
тические (воспаление, отек и др.) и ней-
рохимические (стимуляцию болевых ре-
цепторов) наиболее выраженный эф-
фект имеют нестероидные противовос-
палительные препараты (НПВП). Ме-
ханизм анальгетического и противовос-
палительного действия НПВП связан с 
угнетением активности циклооксигена-
зы (ЦОГ) в спинном мозге и на перифе-
рии — фермента, регулирующего био-
трансформацию арахидоновой кислоты 
в простагландины (ПГ) — простациклин 
и тромбоксан.

Известны три изоформы ЦОГ, ко-
торые обозначаются как ЦОГ-1 ,ЦОГ-2 
,ЦОГ-3. ЦОГ-1 постоянно присутству-
ющий в большинстве тканей, относится 
к категории «конститутивных» («струк-
турных») ферментов, регулирующих 
физиологические эффекты простоглан-
динов. ЦОГ-2 начинает экспрессировать-
ся генами клеток эффекторов воспале-
ния после первичной альтерации и уси-
ливает воспаление. ЦОГ-3 преимуще-
ственно экспрессируется в клетках коры 
головного мозга, ингибируется параце-
тамолом, а также метамизолом и фена-
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цетином. Принятая на сегодняшний день 
классификация НПВС выделяет несе-
лективные ингибиторы ЦОГ, селектив-
ные ингибиторы ЦОГ-1, селективные ин-
гибиторы ЦОГ-2, ингибиторы ЦОГ-3.

Целью данного исследования являет-
ся, разработка и стандартизация мето-
дов изучения анальгетической активно-
сти, в соответствии с международными 
стандартами проведения экспериментов 
на лабораторных животных. 

Термический ноцицептивный тест 
«Горячая пластина» (hot plate)

Основной стандартной операционной 
процедурой для измерения порога острой 
болевой чувствительности и потенциаль-
ного анальгезирующего эффекта изучае-
мых фармакологических препаратов в от-
вет на термическое раздражение являет-
ся тест «Горячая пластина» (Hot plate) [1]. 
Тест является базисным для исследования 
анальгетической активности, и использу-
ется для выявления анальгетически актив-
ных соединений подавляющих соматиче-
ски поверхностную боль, и острую боль. 

При помещении на горячую поверх-
ность, с достижением порога болевой 
чувствительности со стороны животного 
наблюдаются двигательные реакции бес-
покойства: одергивание лап, облизывание 
подушечек лап и подпрыгивание. В дан-
ном тесте учитывается латентное время с 
момента помещения животного на горя-
чую поверхность до первого облизыва-
ния передних и затем задних лап, а так-
же латентное время первого подпрыгива-
ния (любой попытки оторвать от поверх-
ности одновременно все четыре лапы). 
Данная методика позволяет определять 
показатели: анальгетическая активность 
тестируемого объекта, пиковое время 
анальгезии, длительность анальгезии. 

В исследованиях проводимых в ЛБИ 
для быстрой и эффективной провер-
ки уровня обезболивания на мелких ла-
бораторных животных использовался 
Hot plate-метр (Hotplate Analgesia Meter, 
Columbus Instruments, USA (Рис.1)). Hot 
plate-анальгезия-метр представляет со-
бой термостатически контролируемую, 
электронагреваемую поверхность (254 
мм × 254 мм × 19 мм), ограниченную про-
зрачными акриловыми стенками вариант 
клетки (19 см высотой, с открытым вер-
хом). Передняя панель прибора оборудо-
вана кнопками для контроля времени с 
точностью до 0,1 секунды и температур-
ного режима с точностью до 0,1°C. Тем-
пературный диапазон нагреваемой пла-
стины от 30°C до 79,9°C.

До начала испытания в течение 10 ми-
нут тест-системы акклиматизируются в 
комнате для проведения исследования. В 
данном эксперименте следует использо-
вать животных однократно, так как по-
вторное помещение животного на тер-
мостатируемую пластину вызывает не-
замедлительную реакцию на касание по-
верхности. Каждая группа должна содер-
жать не менее 10-12 животных. Термо-
стат анальгезия-метра устанавливают на 
температуру 55°С. После инъекции ис-
следуемого вещества животное аккурат-
но помещают на нагревательную пласти-
ну и в тот же момент нажимают кнопку 
«старт» на панели прибора. Отмечают 
латентное время облизывания передних и 
задних лап (с момента помещения живот-
ного на поверхность прибора до первого 
облизывания) и латентное время первого 
подпрыгивания. После этого нажимают 
на кнопку «стоп» и животное убирают с 
горячей поверхности. При этом осталь-
ные поведенческие реакции игнорируют. 
Для уменьшения вероятности теплового 
повреждения подушечек лап максималь-
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ное время эксперимента не должно пре-
вышать 60 сек. Если животное не проя-
вило активности в течение 60-секундно-
го интервала, то его убирают с горячей 
поверхности, а за латентное время под-
прыгивания принимают 60 сек., что и яв-
ляется основным при расчете МПЕ (мак-
симального возможного эффекта). Ис-
следование проводится минимум в трех 
дозировках для расчета ЕД50. Для опреде-
ления пикового времени анальгетическо-
го действия препарата измеряют латент-
ный период у контрольной группы (точ-
ка 0) и через 15, 30, 45, 60, 90 и 120 сек. 
после введения препарата у тестируемых 
групп. Поверхность прибора протирает-
ся салфеткой, смоченной дезинфектан-
том (0,5% хлоргексидин-биглюконат на 
70% этаноле), перед помещением на нее 
очередного животного [4].

Анализ данных определения анальге-
тической активности препарата: (данный 
вариант может быть использован как 
альтернатива стандартному представле-
нию данных в виде mean ± sem):

1. Рассчитать среднее значение и 
стандартное отклонение латентности для 
контрольной группы.

2. Подсчитать число животных для 
данной дозы, у которых показатель ла-
тентности больше, чем сумма среднего 
и двух стандартных отклонений у кон-
трольной группы.

3. Рассчитать процентное отношение 
таких животных для каждой дозы (ко-
нечная точка анальгезии).

4. Подсчитать процент животных, по-
казывающих анальгетический эффект 
для каждой дозы.

5. Построить кривую дозы-эффекта, 
отложив дозу препарата по оси абсцисс, 
а процент животных с анальгетической 

активностью — по оси ординат.
6. Определить ED50, т.е. дозу, необхо-

димую для проявления 50%-й анальгети-
ческой активности препарата.

7. Построить кривую зависимости ла-
тентного периода по группам (ось у) от 
вводимой дозы препарата (ось х).

Анализ данных определения пикового 
времени анальгетического действия пре-
парата:

1. Рассчитать средние значения, полу-
ченные от всех животных в группе для 
каждой дозы и стандартное отклонение.

2. Построить кривую зависимости ла-
тентного периода по группам (ось у) от 
времени после введения (ось х).

3. Оценить пиковое время анальгезии 
по максимальному значению латентного 
времени, представленного на графике.

Анализ данных определения продол-
жительности анальгетического действия 
препарата:

1. Рассчитать средние значения по 
группам.

2. Построить кривую зависимости ла-
тентности по группам от времени после 
введения.

3. Рассчитать площадь под кривой, 
которая является мерой длительности 
анальгезии и которая зависит от дозы 
препарата и его активности.

«Формалиновый тест»

Адекватной хемогенной моделью 
острой воспалительной реакции явля-
ется «Формалиновый тест» (модель не-
специфического воспаления). Известно, 
что болевая реакция на подкожное вве-
дение раствора формалина состоит из 

In vivo модели для изучения анальгетической активности
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двух фаз. Первая фаза формалинового 
теста характеризует острую боль, воз-
никающую в ответ на инъекцию хими-
ческого раздражителя (длится около 5 
мин) и связана в основном с прямой акти-
вацией тонких немиелиновых С-волокон, 
большинство из которых передаёт им-
пульсацию от болевых рецепторов. Вто-
рая фаза позволяет оценить тоническую 
боль и начинается через 10-15 мин после 
инъекции раствора формалина и длится 
более 1 часа (в зависимости от концен-
трации раствора формалина). Она явля-
ется результатом развития воспалитель-
ного процесса в периферических тканях 
и изменений функции нейронов задних 
рогов серого вещества спинного мозга, 
где лежат нейроны болевых восходящих 

путей. Интенсивность болево-
го ответа в первую и во вто-
рую фазы теста оценивают по 
продолжительности паттернов 
вылизывания (в секундах), ти-
пичной для данного теста по-
веденческой реакции мышей. 
Уменьшение продолжительно-
сти паттернов вылизывания до-
казывает наличие болеутоляю-
щего действия у тестируемых 
объектов.

За 15 минут до начала опы-
та вводятся тестируемое веще-
ство. Контрольным животным 
вводят эквивалентный объ-
ем стерильного физиологи-
ческого раствора. По истече-
нии 15 минут инъецируется 20 
мкл 2% водного раствора фор-
малина при помощи шприца 
Hamilton (25 мкл) с иглой 0,3 
g, интраплантарно в подушеч-
ку задней лапы. Животное по-
мещается в прозрачный бокс, 
одновременно с этим включа-
лась программа-таймер, ко-

торая представляет собой секундомер с 
возможностью отметки временных то-
чек. Интенсивность болевого ответа в 
первую и во вторую фазы теста оцени-
вается по количеству и продолжитель-
ности паттернов облизывания (в секун-
дах) инъецированной лапы в течение 60 
минут. Время облизывания суммирует-
ся для каждого животного. После окон-
чания опыта, полученные данные стати-
стически обрабатываются [3]. 

«Капсаициновый тест»

Как известно наиболее простой путь 
боли обусловлен воспалением — непо-
средственное раздражение или сенсиби-

Рисунок 1. Hot — plate Analgesia Meter, Columbus 
Instruments, USA
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лизация ноцицептивных нервных окон-
чаний медиаторов воспаления. В насто-
ящее время изучен целый ряд рецепто-
ров из семейства белков TRP-ионных ка-
налов. Наиболее известным представи-
телем данной группы является рецептор 
капсаицина TPRV1, открытие которо-
го стало важным этапом в изучении при-
роды болевых ощущений на молекуляр-
ном уровне. TRPV1 рецепторы находятся 
главным образом в ноцицептивных ней-
ронах в периферической нервной систе-
ме, но они также были описаны во мно-
гих других тканях, в том числе централь-
ной нервной системе. Чувствительность 
ноцицептивных рецепторов TPRV1 мо-
жет быть активирована разнообразными 
экзогенными и эндогенными физически-
ми и химическими раздражителями. Ак-
тивация TRPV1 приводит к повышенной 
чувствительности на болевые стимулы 
(гипералгезии) или болевые ощущения 
в ответ на неболезненные раздражите-
ли (аллодинии), снижение температуры 
тела, усиление потоотделения. Исследо-
вание анальгетической активности в се-
лективном тесте с агонистом TPRV1 кап-
саицином (капсаициновый тест) является 
необходимым в изучении специфической 
фармакологической активности [11]. 
Тест системе вводится тестируемый объ-
ект и/или «контрольный» объект. Через 
15 минут вводится 10 мкл раствора кап-
саицина (3 мкг в 10 мкл 10% этанол рас-
творенного в 0,9% NaCl) интраплантар-
но в подушечку левой задней лапы. По-
сле введения лапа протирается этанолом, 
для предотвращения накожного раздра-
жения капсаицином. После введения от-
мечается время (латентный период), ко-
торое пройдет до начала реакции (мышь 
начнет сильно трясти лапой и облизы-
вать её). Далее регистрируется количе-
ство паттернов облизывания и суммар-

ное время облизывания лапы в течение 
15 мин [4].

Тест «Уксусные корчи»

Тест направлен на исследование 
острой висцеральной и соматически глу-
бокой боли. Специфическую болевую 
реакцию «корчи» методом химического 
раздражения брюшины (специфическая 
болевая реакция, сопровождающаяся 
характерными движениями животных, 
включающими сокращения брюшных 
мышц, чередующиеся с их расслаблени-
ем, вытягивание задних конечностей и 
прогибание спины (Acetic acid-induced 
writhing test , «Writhing» test, Abdominal 
constriction test)) вызывают внутрибрю-
шинным введением 0,6% уксусной кис-
лоты (0,1 мл/10 г массы тела) [11]. Для 
выполнения теста необходимо зафикси-
ровать в руке животное, собрав кожу на 
спинной поверхности так, чтобы кожа на 
брюхе была максимально натянута. При 
необходимости — зафиксировать хвост 
пальцами. Для выполнения инъекции жи-
вотное опустить вниз головой под углом 
45°. В таком положении кишечник сдви-
гается в брюшной полости вниз от ме-
ста инъекции по направлению к опущен-
ной голове. Место инъекции — нижний 
квадрант брюха справа или слева от бе-
лой линии обрабатывается антисепти-
ком. Объем введения зависит от веса 
тела животного и требований протоко-
ла исследования. Оптимальный — 5-10 
мл/кг, максимальный для крыс — 20 мл/
кг, для мышей — 50 мл/кг. Используют-
ся шприцы объемом 1-2 мл с размером 
иглы 25-30 G (0,5-0,3 мм). Игла вводится 
в место инъекции, держа ее скосом вверх 
под углом 30°. Производится небольшая 
аспирация для проверки правильности 
попадания. Если игла введена правиль-

In vivo модели для изучения анальгетической активности
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но, то при аспирации в шприц ничего не 
засасывается. Если отсасывается жид-
кость зелено-коричневого цвета, значит, 
игла попала в кишечник. Если жидкость 
желтого цвета — игла попала в мочевой 
пузырь. При аспирации в шприц любой 
жидкости раствор вводить нельзя. Необ-
ходимо сменить иглу и шприц, в шприц 
набрать новый раствор. При правильном 
положении иглы вводится раствор и мед-
ленно вынимается игла. Тест система по-
мещается в испытательную камеру. В те-
чение следующих 15 мин. после инъек-
ций подсчитывают количество «корчей» 
возникающих в ответ на введение хими-
ческого раздражающего агента для каж-
дого животного. Анальгетический эф-
фект оценивается по уменьшению коли-
чества «корчей» с одновременным вы-
тягиванием по крайней мере одной зад-
ней конечности в процентах к контролю. 
Контрольным группам вводят изотони-
ческий раствор. Критериями эффектив-
ности при скрининге — снижение боле-
вой реакции не менее чем на 50% [7].

Гиперчувствительность, спровоциро-
ванная CFA

Гиперчувствительность, спровоци-
рованная CFA (модель воспаления вы-
званного инфекцией). Воспалительный 
процесс может формировать хрониче-
ские боли соматически глубокого про-
исхождения (повреждение подушечки 
лапы). Оценивается острая боль в те-
стировании и переносимости хрониче-
ской боли. Протокол исследования на-
правлен на оценку анальгетической ак-
тивности после развития воспалительно-
го процесса. В заднюю лапу тест системе 
субплантарно вводится 20μl смеси CFA 
(полного адъюванта Фрейда)/0,9% NaCl 
(1:1). Контрольная группа получает 0,9% 

NaCl, вторая контрольная группа экспе-
риментальная группа получает CFA. Че-
рез 21 -24 часа после введения CFA экс-
периментальным животным вводится те-
стируемый объект, контрольным живот-
ным — 0,9% NaCl. Через 15 — 20 мин. 
проводится испытание порога болевой 
чувствительности в тесте «Горячая пла-
стина» (t=55°С) контролируя только ко-
нечность, в которую вводили CFA. От-
мечается время подпрыгивания и/или об-
лизывания конечности, в которую вводи-
ли CFA [7].

Налоксон-чувствительная анальгезия

Исследование анальгетической ак-
тивности в сочетании с блокатором опи-
оидных рецепторов осуществляется 
для оценки вовлечения опиатной систе-
мы в механизм анальгетической актив-
ности. Тестирование тест системы осу-
ществляется в тесте «Горячая пласти-
на». Влияние на опиоидные рецепторы 
идентифицируется по пробе с налоксо-
ном (Naloxone hydrochloride) — неселек-
тивным антагонистом опиоидных рецеп-
торов. Если введение налаксона снима-
ет аналгезию, вызванную предваритель-
но введенным тестируемым объектом, то 
это обнаруживает его тропность к опио-
идным рецепторам и его действие оказы-
вается налаксон-зависимым. Если такого 
эффекта налаксон не вызывает — агент 
налаксон-независим и не является лиган-
дом опиоидной рецепторной системы [9].

	 Для определения возможного 
участия опиоидно-опосредованных ме-
ханизмов предварительно, за 12-15 ми-
нут до введения исследуемого вещества, 
подкожно вводится 2,5 мг/кг налоксон. 
Затем вводится исследуемое вещество 
и через 15 минут, после введения иссле-
дуемого вещества животные помеща-
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ются на нагревательную пластину Hot 
plate-метра (обычно 55°С) и отмечается 
латентное время облизывания передних 
и задних лап и первого подпрыгивания 
в ответ на термически индуцированную 
боль. Время, прошедшее до первого об-
лизывания одной из лап или подпрыгива-
ния животного считается временем реак-
ции в контрольной и экспериментальных 
группах. Для предотвращения термиче-
ского повреждения тканей максималь-
ное время регистрации латентного пери-
ода не должно превышать 60 сек. Выяв-
ление антагонизма анальгетической ак-
тивности тестируемого объекта в тесте 
с налоксоном (укорочение латентного 
периода болевой чувствительности) мо-
жет свидетельствовать о его опиоидно-
опосредованном механизме действия.

Выводы

Таким образом, представлены основ-
ные направления по исследованию аналь-
гетической активности новых фармако-
логически активных веществ. Включаю-
щие в себя: оценку острой болевой чув-
ствительности и потенциального аналь-
гезирующего эффекта (тест «Горячая 
пластина»), хемогенная модель острой 
воспалительной реакции («Формали-
новый тест»), чувствительность ноци-
цептивных рецепторов («Капсаицино-
вый тест»), специфическая болевая ре-
акция методом химического раздраже-
ния брюшины (тест «Уксусные корчи»), 
модель воспаления вызванного инфек-
цией (гиперчувствительность спровоци-
рованная CFA), исследование анальге-
тической активности в сочетании с бло-
катором опиоидных рецепторов (налок-
сон — чувствительная анальгезия). Дан-
ная батарея тестов полностью отвеча-
ет требованиям доклинического испыта-

ния новых фармакологически активных 
анальгетических средств в соответствии 
с ГОСТ Р53434-2009 «НАЦИОНАЛЬ-
НЫЙ СТАНДАРТ РОССИЙСКОЙ ФЕ-
ДЕРАЦИИ ПРИНЦИПЫ НАДЛЕЖА-
ЩЕЙ ЛАБОРАТОРНОЙ ПРАКТИКИ 
(Principles of good laboratory practice)» 
утвержденным 2010-03-01. 

Работа выполнена в рамках ФЦП На-
учные и научно-педагогические кадры 
инновационной России» на 2009-2013 
годы (ГК № 02.740.11.0773).  
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In vivo models of studying of analgetic activity

D.A. Bondarenko, I.A. Dyachenko, D.I. Skobtsov, A.N. Murashev

The article describes the set of behavioral tests that use the thermal and chemical effect to determine the 
analgesic activity. It meets contemporary requirements for a study of the pharmacologically active materials 
with analgesic activity, and to ethical treatment of experimental animals. The described tests: the evaluation 
of sharp painful sensitivity and potential analgesic effect («Hot plate» test), the chemogenic model of the 
sharp inflammatory reaction (Formalin-Induced Nociception), the sensitivity of the nociceptive receptors 
(Capsaicin-Induced Hyperalgesia), Abdominal Constriction Test of Visceral Pain (Acetic acid induced 
writhings), the model of the inflammation caused by the infection (Complete Freund’s Adjuvant–Induced 
Thermal Hyperalgesia), the study of analgesic activity in combination with the blocker of the opioid receptors 
(nolaxone-sensitive analgesia). This set of tests completely satisfies the requirements of preclinical testing of 
new pharmacologically active analgesic substances.

Key words: in vivo models, analgesic activity, ethical treatment of animals, GLP.
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Завершила работу ежегодная научно-
практическая конференция «Биомеди-
цина и биомоделирование» (24-26 мая 
2011 г. Москва – Светлые горы). В рам-
ках конференции состоялись заседа-
ния 4 симпозиумов, 3 «круглых столов», 
школа-семинар молодых ученых. В кон-
ференции приняло участие более 150 
человек. Было заслушано 80 докладов. 
Среди них особо можно выделить докла-
ды директора НЦБМТ РАМН, академи-
ка РАРАН, член-корреспондента РАМН 
Н.Н.Каркищенко «Новые биомедицин-
ские технологии», члена-корреспондента 
РАМН Т.А.Гуськовой «Лекарствен-
ная токсикология и безопасность кли-
нических исследований», члена-
корреспондента РАМН Н.А.Фудина 
«Инновационные технологии в спортив-
ной медицине». В ходе выступлений и 
дискуссий выступили представители из 

НИИ общей патологии патофизиоло-
гии РАМН, НИИ нормальной физиоло-
гии им.П.К.Анохина РАМН, НИИ фар-
макологии СО РАМН, Красноярского 
государственного медицинского универ-
ситета им. проф. В.Ф.Войно-Ясенецкого, 
Ростовского государственного медицин-
ского университета, Волгоградского го-
сударственного медицинского универси-
тета, Института биоорганической химии 
им. М.М.Шемякина и Ю.А.Овчинникова 
РАН, НИИ скорой помощи им. Н.В. 
Склифосовского, ООО «Акела-Н», фир-
мы Metris BV (Нидерланды), научно-
производственной фирмы «Мобитек-М», 
ЗАО «Атом-мед центр» и других учреж-
дений. По результатам работы конфе-
ренции будут подготовлены статьи и 
краткие сообщения, которые будут опу-
бликованы в журнале «Биомедицина».
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