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После 14-суточной гипокинезии у мы-
шей наблюдали значимое повышение числа 
нейтрофилов и снижение количества лим-
фоцитов как в абсолютных, так и в относи-
тельных значениях (рис. 1А).

Снижение количества лимфоцитов 
в данном случае можно связать с реакцией 

на стресс и истощением лимфоидных ор-
ганов, повышение нейтрофилов является 
защитной реакцией на изменение и актива-
цию патологической микробной флоры.

Было обнаружено значимое повышение 
количества циркулирующих эритроци-
тов (рис. 1Б). При этом другие показатели 

Рис. 2. Лазерные корреляционные гистограммы сыворотки крови мышей. * — достоверная разница по сравне-
нию с контрольными значениями, p<0,05 (критерий Манна — Уитни).
Fig. 2. Laser correlation histograms of mouse blood serum. * — significant difference compared to the control, p<0.05 
(Mann–Whitney test).

Рис. 1. Гематологические показатели мышей: А — соотношение нейтрофилов (Neu) и лимфоцитов (Lym) 
в процентах, * — достоверная разница по сравнению с контрольными значениями, p<0,05 (критерий Манна — 
Уитни); Б — среднее содержание эритроцитов (RBC), * — достоверная разница по сравнению с контрольны-
ми значениями, p<0,05 (критерий Манна — Уитни).
Fig. 1. Hematological parameters of mice: A — the ratio of neutrophils (Neu) and lymphocytes (Lym), %, * — 
significant difference compared to control values, p<0.05 (Mann–Whitney test); B — mean erythrocyte content (RBC), 

* — significant difference compared to the control, p<0.05 (Mann–Whitney test).
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«красной крови» в группе Гипокинезия 
(уровень гемоглобина, гематокрит, средний 
размер эритроцита) не отличались от кон-
трольных значений.

Снижение двигательной активности спо-
собствует резкому снижению активности 
миокарда и расстройству кровообращения 
[4], что приводит к развитию тканевой ги-
поксии. Компенсаторной реакцией на это 
является наблюдаемое нами повышение 
числа эритроцитов (рис. 1Б).

Длительное ограничение движения 
и высокий уровень стресса меняют соот-
ношение анаболических и катаболических 
процессов. Гипокинезия напрямую приво-
дит к снижению массы скелетных мышц 
[3], вызывает дисбаланс прооксидантной 
и антиоксидантной систем, влияет на гор-
мональный фон [5]. Интегральным пока-
зателем, позволяющим охарактеризовать 
соотношение процессов анаболизма и ката-
болизма, является субфракционный состав 
сыворотки крови.

После длительной гипокинезии значи-
мо увеличивается вклад в светорассеяние 
частиц радиусом от 91,26 до 165,57 нм 
(рис. 2), что свидетельствует о повышении 
процессов деструкции и появлении в сы-
воротке крови гликопротеидов, липопро-
теинов высокой плотности и модифициро-
ванных липопротеинов низкой плотности 
[7, 2].

Заключение
В современных условиях развития на-

учно-технического прогресса возрастает 
количество людей из разных возрастных 
групп, для которых снижение двигательной 
активности является нормой. В таких усло-
виях гипокинезия и гиподинамия становят-
ся социальными проблемами, т.к. вызывают 
рост числа заболеваний. Моделирование 
длительной гипокинезии на лабораторных 
животных позволит разработать подходы 
для профилактики и лечения последствий 
снижения двигательной активности.
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ВЛИЯНИЕ ХОЛИНА БИТАРТРАТА  
НА МИКРОБИОТУ КИШЕЧНИКА ПОРОСЯТ
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Окислительный стресс (ОС) при воспалительных процессах влияет на микробиоту кишечника. Хо-
лин может действовать как донор метила для снижения уровня глутатиона в мозге, блокируя раз-
витие ОС и препятствуя развитию воспалительных процессов, что является профилактикой нару-
шения дисбиотических состояний. Цель исследования — изучить влияние холина битартрата (ХБ) 
на микробиоту толстого кишечника свиней в период интенсивного роста. ХБ в составе основного 
рациона влиял на качественный и количественный состав микробиоты: увеличивалась доля нормо-
флоры, уменьшалась доля и представительство патогенных и условно-патогенных микроорганизмов. 
ХБ способствовал работе микроорганизмов, выделяющих метаболиты с высокой нейромедиаторной 
активностью, росту доли филумов продуцентов лактата — активатора кишечных макрофагов.
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EFFECT OF CHOLINE BITARTRATE  
ON THE INTESTINAL MICROBIOTA OF PIGLETS
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Oxidative stress (OS) associated with inflammatory processes affects the intestinal microbiota. Choline can act 
as a methyl donor and reduce the level of glutathione in the brain, inhibiting the development of OS and inflam-
matory processes. In turn, this contributes to prevention of dysbiotic disorders. In this work, we study the effect 
of choline bitartrate (CB) on the microbiota of the large intestine of pigs during the period of intensive growth. 
CB introduced as part of the main diet was found to affect the qualitative and quantitative composition of the  mi-
crobiota. Thus, the proportion of normoflora increased, while the proportion and representation of pathogenic 
and  opportunistic microorganisms decreased. CB contributed to the work of microorganisms secreting metab-
olites with high neurotransmitter activity and led to an increase in the proportion of phylum producers of lactate, 
an activator of intestinal macrophages.
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Введение
Микробиоту кишечника можно рассма-

тривать как реальный орган тела организ-
ма-хозяина: микроорганизмы (МО) желу-
дочно-кишечного тракта (ЖКТ) влияют 
на преобразование питательных веществ, 
снабжение витаминами, созревание имму-
нитета слизистой оболочки, связь между 
кишечником и мозгом и даже прогресси-
рование опухоли. Правильная функция ми-
кробиоты зависит от ее стабильного соста-
ва, который, в случае микробиоты человека, 
состоит из бактерий типов Bacteroidetes, 
Firmicutes, Actinobacteria и, в меньшей 
степени, Proteobacteria [10]. Изменение 
соотношений этих типов или расширение 
других групп бактерий приводят к дис-
бактериозу. С дисбактериозом кишечника 
и развитием окислительного стресса (ОС) 
тесно связаны субклинические формы все 
большего числа заболеваний. Дисбактериоз 
характерен для воспалительных заболе-
ваний кишечника, метаболических нару-
шений, аутоиммунных заболеваний, не-
врологических расстройств, связанных 
с ОС [8]. Микроорганизмы (МО) метабо-
лизируют молекулы, полученные из пищи 
и организма хозяина, генерируя метаболи-
ты с локальными и системными эффектами. 
Двунаправленная связь между мозгом и ми-
кробиотой, ось «кишечник–мозг», состоит 
из сети иммунологических, нейронных 
и эндокринных сигнальных путей [9].

ОС, возникающий при воспалениях, 
является фактором, усиливающим дис-
бактериоз: снижается разнообразие МО, 
растет доля ряда условно-патогенных и па-

тогенных бактерий. Инфильтрация лейко-
цитов  — отличительная черта воспаления 
кишечника, сопровождаемая образованием 
активных форм кислорода (АФК) и азота. 
В результате ОС оказывает выраженное 
антимикробное действие, направленное 
на анаэробные бактерии, восприимчивые 
к кислородной интоксикации. В начале 
воспаления количество МО резко пада-
ет, что приводит в некоторых моделях 
к истощению микробиоты до 80% [6]. 
Представленные в микробиоте кишечника 
сульфатредуцирующие бактерии произво-
дят сероводород и тиосульфат, в присутст-
вии АФК окисляющиеся до тетратионата. 
Повышение уровня тетратионата способ-
ствует росту ряда энтеробактерий, вклю-
чая Salmonella и Citrobacter, использую-
щих его в качестве акцептора дыхательных 
электронов, что способствует дисбактери-
озу [9].

Холин является основным компонентом 
мембран клеток и органелл и играет жиз-
ненно важную роль во многих физиологиче-
ских процессах, включая передачу сигнала, 
метилирование ДНК и гистонов и миелини-
зацию нервов [5]. Холин — предшествен-
ник таких метаболитов, как нейромедиатор 
ацетилхолин, мембранные фосфолипиды 
фосфатидилхолин и сфингомиелин, а так-
же донор метильной группы [1]. Холин 
может проходить через гематоэнцефали-
ческий барьер, но повторное метилирова-
ние происходит в основном в печени [4]. 
Предположительно, холин может действо-
вать как донор метила для снижения уровня 
глутатиона в мозге, таким образом блоки-
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руя развитие ОС и препятствуя развитию 
воспалительных процессов [2], что будет 
являться профилактикой нарушения дисби-
отических состояний [3].

Цель работы — изучить влияние холина 
битартрата (ХБ) на состояние микробиома 
толстого кишечника (ТК) свиней в период 
интенсивного роста.

Материалы и методы
Исследования проведены в лаборатории 

иммунобиотехнологии и микробиологии 
ВНИИФБиП животных — филиале ВИЖ 
им. Л.К. Эрнста.

Животные: поросята на доращивании 
в возрасте 45 сут.

Схема эксперимента: животные со-
держались на основном рационе (СК4), 
свиньям опытной группы дополнительно 
вводили ХБ (“Tayga (Shanghai) Co., Ltd”, 
Китай) в количестве 560 мг/гол./сут (суточ-
ная доза для взрослого человека, по дан-
ным ВОЗ). Продолжительность экспери-
мента — 30 сут.

Выделение ДНК из фекальных образцов 
производили с набором «Экспресс-ДНК-
Био» («АлкорБИО», Россия). В пробирки 
со стерильной транспортной средой вно-
сили 0,1 г фекалий, взятых мазком из пря-
мой кишки. Фекалии ресуспендировали, 
центрифугировали при 13000 об/мин в те-
чение 30 сек. Выделяли ДНК из 100 мкл 
супернатанта согласно инструкции набора 
«Экспресс-ДНК-Био».

Анализ фекальных образцов про-
водили с помощью набора реагентов 
КОЛОНОФЛОР-16 (премиум) («Альфа-
лаб», Россия). РВ-ПЦР проводили на при-
боре ДТлайт («ДНК-Технология», Россия) 
согласно инструкции в следующем режиме: 
1) 94°С — 15 мин, 2) 50 циклов: 94°С  — 
10  сек, 58°С — 10 сек, 72°С — 10 сек; 
3) 10°С — хранение.

Анализ и интерпретация результа-
тов: программа для обработки результатов 

Kolonoflor 2.1.7.2. с референсными значе-
ниями, прилагаемая к набору. Полученный 
цифровой материал обрабатывали мето-
дом вариационной статистики с исполь-
зованием критерия Тьюки и программы  
Microsoft Excel.

Результаты и их обсуждение
У поросят в ранний период жизни 

(1,5  мес.) происходит активный рост 
и развитие органов и тканей, окончатель-
ное формирование микробиоты. В резуль-
тате исследования кишечной микробиоты 
через 1 мес. после начала опыта установ-
лено выраженное влияние ХБ на ее со-
став (табл.). У поросят опытной группы 
повысилось общее микробное число, ко-
личество определяемых МО нормофлоры, 
снизилось количество патогенов, например 
Acinetobacter spp., которые при определён-
ных условиях приобретают выраженные 
вирулентные свойства. Основные детек-
тируемые набором КОЛОНОФЛОР-16 
(премиум) (33 показателя) виды патоген-
ных МО (Clostridium difficile, Clostridium 
perfringens, E. coli enteropathogenic, Fuso-
bacterium nucleatum, Staphilococcus au-
reus, Streptococcus spp., Klebsiella oxytoca, 
Klebsiella pneumonia, Parvimonas micra, 
Proteus vulgaris/mirabilis), условно-пато-
генных (Enterobacter spp., Enterococcus spp., 
Citrobacteer spp., Methanobrevi bactersmithii, 
Methanosphaera stadmanae) отсутствовали 
в содержимом кала животных обеих групп. 
Не найдены и некоторые представители 
нормофлоры — Akkermansia muciniphila, 
Bacteroides thetaiotaomicron, Blautia spp., 
Ruminococcus spp.

На фоне применения ХБ достоверно по-
высился уровень нормофлоры: выросло 
содержание Faecali bacterium prausnitzii — 
грамположительных анаэробных бакте-
рий, составляющих в норме около 5% 
от всего числа бактерий ТК свиней, од-
ного из основных продуцентов масляной 
кислоты (бутиратов), энергетического  
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материала для эпителиоцитов. Масляная 
кислота поддерживает кишечный гомео-
стаз, контролирует нормальное развитие 
клеток, предотвращает ряд заболеваний 
кишечника, является основным тор-
мозным медиатором. Другой анаэроб — 
Eubacterium rectale — разлагает раститель-
ные полисахариды, продуцирует масляную 
и молочную кислоты. Лактаты стимулиру-
ют кишечные макрофаги через рецептор 
GPR31, что позволяет макрофагам делать 
выступающими трансэпителиальные ден-
дриты и эффективно поглощать патогенные 
бактерии в кишечнике. Тем самым лактат 
способствует активации иммунной систе-
мы, быстрой реакции на патогенные бакте-

рии и обеспечивает повышенную устойчи-
вость к инфекциям [7].

Заключение
Применение холина битартрата в качест-

ве кормовой добавки к основному рациону 
влияет на качественный и количественный 
состав микробиоты толстого кишечника 
поросят, обеспечивая увеличение содержа-
ния нормофлоры и сокращение патогенных 
и условно-патогенных микроорганизмов. 
Под действием ХБ активизируются МО, 
выделяющие метаболиты с высокой нейро-
медиаторной активностью, растет доля фи-
лумов — продуцентов лактата, способству-
ющего иммунопротекторному действию.

Таблица. Состав микрофлоры толстого кишечника подопытных поросят (M±m, n=6)
Table. Composition of intestinal microflora in experimental piglets (M±m, n=6)

Показатели
Результаты (копий/мл)

Контроль Опыт-ХБ

Тип микрофлоры Общая бактериальная масса 4×1010 8×1010

Нормофлора

Bacteroides spp. 4×107 4×1010**
Bifidobacterium spp. 6×107 2×108

Eubacterium rectale 4×102 1×104**

Faecali bacterium prausnitzii 4×106 9×107

Lactobacillus spp. 4×106 3×108**
Roseburia inulinivorans 2×106 1×107

Bacteroides spp. 4×107 4×1010**

Условно-патогенная
Escherichia coli 2×108 4×107

Prevotella spp. 2×103 —

Патогенная

Acinetobacter spp. 3×107 6×104**
Candida spp. 2×103 —

Salmonella spp. 3×102 —

Shigella spp. 2×102 —

Примечание: ** — р<0,05 относительно результатов контрольной группы.
Note: ** — p<0.05 relative to the control.
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ИССЛЕДОВАНИЕ МАТРИЧНОГО ЭФФЕКТА  
ПРИ МЕТАБОЛОМНОМ АНАЛИЗЕ МАРКЕРОВ ХРОНИЧЕСКОЙ 

БОЛЕЗНИ ПОЧЕК В МОЧЕ МЕТОДОМ ГИДРОФИЛЬНОЙ 
ХРОМАТОГРАФИИ С МАСС-СПЕКТРОМЕТРИЧЕСКИМ 

ДЕТЕКТИРОВАНИЕМ

Е.Ю. Данилова1,2,*, Н.Н. Ерощенко2, О.Л. Морозова2, А.Н. Ставрианиди1
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Метаболомный анализ биологических образцов является актуальным направлением развития ме-
тодов диагностики хронической болезни почек (ХБП) у детей. Наиболее часто в метаболомике 
применяется метод гидрофильной хроматографии с масс-спектрометрическим детектированием 
(ГИХ-МС/МС), распространенной проблемой при использовании которого является матричный 
эффект. В рамках исследования была проведена оценка матричного эффекта (МЭ), возникающего 
при проведении анализа 9 низкомолекулярных полярных маркерных метаболитов ХБП в условиях 
гидрофильной хроматографии в образцах новой модельной мочи и реального образца. В качестве 
определяемых 9 биомаркеров были выбраны аминокислоты, их полярные метаболиты, участвую-
щие в патофизиологических процессах развития хронической болезни почек. Оценка матричного 
эффекта на первом квадруполе проводилась методом расчета отношения параметров коэлюирова-
ния низкомолекулярных кластеров, состоящих из формиат-анионов буфера и катионов солей, вхо-
дящих в состав мочи, и стандарта Л-валина-13C5. В реальной моче интенсивность сигнала стандарта 
Л-валина-13C5 снижалась более чем на 50% относительно метанола при наложении сигнала класте-
ра, тогда как в искусственной моче эффект подавления был сравним с реальным образцом во всех 
условиях элюирования. Также был применен метод добавок для оценки МЭ не меченных изотопами 
эндогенных маркеров в реальной и искусственной матрицах. Показано, что предварительная оценка 
тушения сигнала может быть изучена на модельной моче нового состава. Полученные результа-
ты демонстрируют важность оценки оптимального разрешения сигнала не только маркерных со-
единений, но и неорганических кластеров, что может существенно снизить погрешности анализа 
в условиях реальной матрицы. Оценка этого эффекта должна повысить точность анализа поляр-
ных метаболитов в реальных образцах в метаболомике ХБП. Примененные образцы искусственной 
мочи показали сопоставимый МЭ с реальным образцом, что подтверждает ее перспективность для 
оптимизации условий анализа методом ГИХ-МС/МС.
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MASS SPECTROMETRY
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Metabolomic analysis of biological samples is an important direction in the development of diagnostic 
methods for chronic kidney disease (CKD) in children. Hydrophilic interaction chromatography tandem 
mass spectrometry (HILIC–MS/MS) is widely used in metabolomics; however, this method is associat-
ed with the problem of matrix effect (ME). In this study, we evaluate the ME arising from the analysis 
of  nine low-molecular weight polar marker metabolites of CKD under HILIC conditions in samples 
of new model and real urine. Amino acids and their polar metabolites involved in the pathophysiologic 
processes of CKD development were selected as nine biomarkers to be determined. The ME on the first 
quadrupole was assessed by calculating the ratio of the coelution parameters of low-molecular weight 
clusters consisting of buffer formate anions and salt cations in urine and L-valine-13C5 standard. In real 
urine, the signal intensity of the L-valine-13C5 standard was reduced by more than 50% relative to metha-
nol when the cluster signal was superimposed, whereas in artificial urine, the suppression effect was com-
parable to the real sample under all elution conditions. The addition method was also applied to evaluate 
the ME of isotope-labeled endogenous markers in real and artificial matrices. It was shown that a prelim-
inary assessment of signal quenching can be studied on model urine of a new composition. The results 
demonstrate the importance of evaluating the optimal signal resolution of not only marker compounds 
but also inorganic clusters, which can significantly reduce the analysis errors under real matrix conditions. 
The evaluation of this effect should improve the accuracy of polar metabolite analysis in real samples 
in CKD metabolomics. The applied artificial urine samples showed comparable ME to the real sample, 
which confirms its promising potential for optimizing the HILIC–MS/MS analysis conditions.
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Введение
Хроническая болезнь почек (ХБП) яв-

ляется полиэтиологическим заболевани-
ем. Однако патогенез ХБП остается неиз-
менным вне зависимости от первичного 

фактора [2]. Одной из основных проблем 
в эффективной и своевременной терапии 
пациентов с ХБП является отсутствие на-
дежных методов раннего выявления пора-
жения почек [7, 8]. Метаболомный анализ 
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был предложен в качестве подхода, кото-
рый может улучшить оценку и стратифика-
цию риска ХБП [5].

Метаболиты ХБП могут быть проана-
лизированы в различных биологических 
жидкостях [3]. Анализ мочи имеет ряд пре-
имуществ с точки зрения диагностики бла-
годаря низкой стоимости и простоте сбора 
образца. Кроме того, как биологическая 
жидкость моча скапливается вблизи места 
воспаления тканей при ХБП, что также 
может способствовать более раннему вы-
явлению развития заболевания [6]. Для ме-
таболомного анализа биообразцов исполь-
зуются различные аналитические методы, 
но наиболее популярными остаются ме-
тоды, основанные на масс-спектрометрии  
[1, 4, 9]. Гидрофильная ионная хромато-
графия с тандемным масс-спектрометри-
ческим детектированием (ГИХ-МС/МС) 
в метаболомных исследованиях широко 
используется для определения полярных 
соединений. Однако при разделении ана-
лизируемых соединений необходимо так-
же учитывать влияние биологической ма-
трицы образца. Сложность этого вопроса, 
особенно в контексте метаболомики мочи, 
содержащей высокие концентрации раз-
личных полярных соединений, подчеркива-
ет необходимость исследований для оцен-
ки возможности применения ГИХ-МС/МС 
в метаболомном анализе.

В данном исследовании было проведе-
но сравнение уровня матричного эффекта 
для меченого Л-валина 13C5 и перспективных 
маркеров ХБП, включающих Л-изолейцин, 
Л-фенилаланин, цитруллин, гипоксантин, 
инозин, Л-триптофан, Л-валин, Л-треонин, 
Л-метионин, Л-лейцин, в искусственной 
моче нового состава и реальном образце 
мочи с помощью двух сорбентов методом 
ГИХ-МС/МС.

Цель работы — оценить возможность 
воспроизведения матричного эффекта, на-
блюдаемого в реальных биопробах, с помо-

щью искусственной мочи нового состава, 
для более корректного определения низко-
молекулярных маркеров при разработке ме-
таболомных методов диагностики.

Результаты и их обсуждение
В метаноле все исследуемые соединения, 

включая внутренний стандарт Л-валин-13C5, 
демонстрировали высокую стабильность 
сигнала и воспроизводимость при исполь-
зовании как изократического, так и гради-
ентного режима элюирования с формиат-
аммонийным буфером (CV<10%). Однако 
в реальной моче наблюдалось значитель-
ное снижение интенсивности сигнала, 
что свидетельствует о выраженном матрич-
ном эффекте, характерном для этой биоло-
гической жидкости. Подавление сигнала 
Л-валина-13C5 в реальной моче превышало 
61% по сравнению с метанольными раст-
ворами в градиентном режиме элюирова-
ния. При использовании искусственной 
мочи нового состава наблюдался схожий 
эффект подавления сигнала, сопоставимый 
с уровнем в реальных образцах при всех 
протестированных режимах элюирования 
(подавление сигнала — более 54% в гради-
ентном режиме элюирования).

Важно отметить, что степень матричного 
подавления была чувствительна к условиям 
хроматографического разделения. Особенно 
сильное подавление сигнала Л-валин-13C5 
происходило при наложении сигнала класте-
ров формиат-анионов и неорганических ка-
тионов, входящих в состав мочи. Наиболее 
выраженный эффект наблюдался при изо-
кратическом элюировании с содержанием 
70% органической фазы. Было показано, 
что данный эффект возникает при более ран-
нем выходе удерживаемых полярных кла-
стеров в ионизационный источник, что при-
водит к более сильному угнетению сигнала.

Дополнительно была оценена воспроиз-
водимость времён удерживания исследуе-
мых метаболитов и внутреннего стандарта 
в разных матрицах. В метаноле времена 
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удерживания были стабильными. В реаль-
ной моче наблюдалась вариабельность вре-
мен удерживания на 0,2–0,5 мин, связанная 
с взаимодействием компонентов биообраз-
ца и вследствие измененных условий удер-
живания. В искусственной моче нового типа 
эта вариабельность повторялась с аналогич-
ной тенденцией, что указывает на адекват-
ность модели с точки зрения сорбционно-
хроматографического поведения.

Для количественной оценки матрич-
ного эффекта эндогенных метаболитов 
(Л-изолейцин, Л-фенилаланин, цитруллин, 
гипоксантин, инозин, Л-триптофан, Л-ва-
лин, Л-треонин, Л-метионин, Л-лейцин) 
применялся метод добавок: калибровочные 
кривые строились в метаноле, искусствен-
ной и реальной моче. Вычисление угло-
вых коэффициентов позволило оценить 
снижение отклика, связанное с матрицей. 
Расчётный матричный эффект для искусст-
венной мочи оказался близок к значениям, 

полученным в реальной, что подтверждает 
её применимость для валидации аналити-
ческих условий и предварительного подбо-
ра параметров метода.

Заключение
Таким образом, проведённое исследова-

ние продемонстрировало, что искусствен-
ная моча нового состава может служить 
надёжной моделью реальной биологиче-
ской жидкости при оценке и компенсации ма-
тричного эффекта в условиях ГИХ-МС/МС.  
Это позволяет использовать её на этапе 
оптимизации и валидации аналитических 
методов в метаболомике мочи, снижая 
зависимость от труднодоступных и пере-
менных по составу реальных образцов. 
Применение такой модели повышает вос-
производимость и точность перспектив-
ного метаболомного анализа в контексте 
ранней диагностики хронической болезни 
почек и других областей диагностики.
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ВАКЦИНАЦИЯ РЕКОМБИНАНТНЫМ МОДИФИЦИРОВАННЫМ 
МИОСТАТИНОМ ИНДУЦИРУЕТ АУТОИММУННЫЙ ОТВЕТ  

К МИОСТАТИНУ У ТЕЛЯТ

Е.М. Колоскова*, В.А. Езерский, К.С. Остренко, Н.В. Белова
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ВИЖ им. акад. Л.К. Эрнста» 

249013, Российская Федерация, Калужская обл., Боровск, п. Институт

Поиск способов повышения мясной продуктивности с/х животных — одно из направлений иммуно-
биотехнологии. Иммунизация овец рекомбинантным миостатином (рМСТ) приводила к выработке 
антительного ответа, коррелирующего с привесами животных. Рассматривается возможность уси-
ления иммуногенности рекомбинантного аналога эндогенного зрелого миостатина с целью вакци-
нации молодняка крупного рогатого скота. Была создана генетическая конструкция для экспрессии 
рекомбинантного модифицированного миостатина (рмМСТ), в котором цистеин был заменен на се-
рин, получен штамм-продуцент E. сoli BL21(DE3)/pET-mMSTN, с высокой эффективностью экспрес-
сирующий рекомбинантный белок. Телят иммунизировали рМСТ и рмМСТ дважды с интервалом 
30 сут. С использованием ИФА тест-системы была показана более высокая иммуногенность рмМСТ.

Ключевые слова: рекомбинантный белок, модифицированный миостатин, иммунизация, анти-
тела, телята
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование: работа выполнена в рамках государственного задания № 0445-2021-0002.
Для цитирования: Колоскова Е.М., Езерский В.А., Остренко К.С., Белова Н.В. Вакцинация реком-
бинантным модифицированным миостатином индуцирует аутоиммунный ответ к миостатину у телят. 
Биомедицина. 2025;21(4):54–58. https://doi.org/10.33647/2074-5982-21-4-54-58

Поступила 01.04.2025
Принята после доработки 10.09.2025
Опубликована 10.12.2025

VACCINATION WITH RECOMBINANT MODIFIED MYOSTATIN 
INDUCES AN AUTOIMMUNE RESPONSE  

TO MYOSTATIN IN CALVES
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The search for ways to increase the meat productivity of agricultural animals is an important direction in the field 
of immunobiotechnology. Immunization of sheep with recombinant myostatin (rMST) led to the development 
of an antibody response correlating with animal weight gain. The possibility of enhancing the immunogenici-
ty of a recombinant analogue of endogenous mature myostatin for the purpose of vaccination of young cattle 
was considered. A genetic construct was created for the expression of recombinant modified myostatin (rmMST), 
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in which cysteine was replaced by serine, and the producer strain E. coli BL21(DE3)/pET-mMSTN was obtained, 
expressing the recombinant protein with high efficiency. Calves were immunized with rMST and rmMST twice 
with an interval of 30 days. Using the ELISA test system, a higher immunogenicity of rmMST was shown.

Keywords: recombinant protein, modified myostatin, immunization, antibodies, calves
Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.
Funding: the work was performed in the framework of state project No. 0445-2021-0002.
For citation: Koloskova E.M., Ezerskiy V.A., Ostrenko K.S., Belova N.V. Vaccination with Recombi-
nant Modified Myostatin Induces an Autoimmune Response to Myostatin in Calves. Journal Biomed. 
2025;21(4):54–58. https://doi.org/10.33647/2074-5982-21-4-54-58

Submitted 01.04.2025
Revised 10.09.2025
Published 10.12.2025

Введение
Белок миостатин (МСТ) относится к се-

мейству трансформирующих факторов ро-
ста, участвует в поддержании равновесия 
процессов, обеспечивающих белковый 
обмен и связанные с ним процессы фор-
мообразования скелетных мышц. МСТ не-
гативно влияет на рост скелетных мышц, 
его блокирование приводит к увеличению 
сухой мышечной массы с почти полным 
отсутствием жировой ткани, повышению 
плотности костей [4, 5]. Аминокислотные 
(АК) последовательности, структура МСТ 
млекопитающих, птицы и рыбы почти иден-
тичны. Блокирование пути от гена к белку, 
клеткам-мишеням может осуществлять-
ся разными путями [6], одним из которых 
является использование рекомбинантного 
МСТ (рМСТ) в качестве антигена в соста-
ве вакцины с целью индукции аутоантител 
к эндогенному белку [8]. Однако полная 
идентичность АК последовательности ре-
комбинантного белка (РБ) нативному, по-
видимому, не способна обеспечить высо-
кий титр антител. Мы столкнулись с этой 
проблемой: у вакцинированных рМСТ 
кроликов и баранчиков (адъювант — гель 
гидроксида алюминия) титр антител был 
невысоким [1, 2].

Зрелый МСТ — димер. Мономер 
из 109  аминокислот содержит четыре S-S 
связи, а CYS73 участвует в образовании 

димера. Рекомбинантный МСТ образу-
ет иные дисульфидные связи, вторичную 
и третичную структуры (ди- и тримеры, 
что мы наблюдали при проведении ПААГ-
электрофореза). Итоговый белок, возмож-
но, образует новые эпитопы, не узнаваемые 
на эндогенном белке.

Есть основание предполагать, что замена 
цистеина на серин предотвратит полимери-
зацию РБ. Условием антигенности является 
чужеродность антигена, замена аминокис-
лот способна повысить иммуногенность 
белка. Наше предположение подтверждает-
ся работой других исследователей, показав-
ших, что биологическая активность реком-
бинантного IL-18, склонного к образованию 
мультимеров, приводящих к образованию 
неактивных агрегатов, была восстановлена 
и даже увеличилась после замены цистеина 
на серин [7].

Цель работы заключалась в повышении 
иммуногенности рекомбинантного миоста-
тина модификацией его аминокислотного 
состава.

Материалы и методы
Вакцина. С использованием штамма-

продуцента E. coli Bl21/pET28-mMSTN был 
наработан и очищен рмМСТ [3]. Вакцину 
готовили смешиванием одной части сте-
рильного геля гидроксида алюминия (ГА) 
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(«Щелковский биокомбинат», Россия) 
и трех частей р-ра рмМСТН, фильтрован-
ного через фильтр с размером пор 0,22 мкм. 
Доза препарата составляла 1 мг/мл/гол.

Животные. Из 4-мес. бычков были сфор-
мированы контрольная и две опытные груп-
пы (рМСТ и рмМСТ). Иммунизировали 
на 1-е и 31-е сут подкожно, 4–5 точек.

Кровь для оценки титра антител брали 
из яремной вены с соблюдением правил 
асептики и антисептики в начале опыта, 
на 30, 45 и 70-е сут. Кровь собирали в ваку-
умные пробирки PUTH с активатором свёр-
тывания (SiO2). Сыворотку отделяли от коа-
гулированного сгустка и хранили при –20°С 
до определения титра антител.

Титр сывороток измеряли непрямым 
методом ИФА. Сыворотки брали в дву-
кратных разведениях от 400 до 51200 раз, 
у контрольных бычков — от 400 до 6400, 
каждый образец делали в двух паралле-
лях. Сыворотки вносили в лунки планшета 

с иммобилизованным рМСТ. Вторые анти-
тела — аффинно очищенные антитела кро-
лика, иммунизированного IgG КРС, мечен-
ные пероксидазой хрена. Пероксидазную 
активность определяли хромогенной ре-
акцией тетраметилбензидина с перекисью 
водорода. Реакцию останавливали «стоп-
раствором», оптическую плотность (ОП) 
измеряли при 450 нм.

Результаты и их обсуждение
Для детекции антител в крови КРС, им-

мунизированных рМСТ и рмМСТН, нами 
была разработана ИФА тест-система, ана-
логичная таковой для овец [1].

Результаты измерений представлены 
в таблице.

Средний титр сывороток рмМСТ-бычков, 
представляющий разведения, при которых 
сохраняется достоверная разница с фоно-
выми значениями, составлял до 6400 (табл.). 
Поскольку ОП ИФА коррелирует с содер-

Таблица. Динамика изменения значений ОП при разных разведениях сывороток (M±m)
Table. Dynamics of changes in the values of OD at different serum dilutions (M±m)

Сутки / Разведение 1 30 45 70

рмМСТ (n=5)

400 0,332±0,030 1,340±0,425* 1,638±0,238* 1,492±0,318*

800 0,219±0,021 1,031±0,365* 1,297±0,262* 1,174±0,273*

1600 0,156±0,013 0,747±0,288* 1,045±0,253* 0,806±0,202*

3200 0,125±0,012 0,498±0,198* 0,727±0,229* 0,547±0,150*

6400 0,104±0,006 0,320±0,129* 0,471±0,180* 0,348±0,104*

рМСТ (n=5)

400 0,277±0,047 0,687 ± 0,295* 1,434±0,394* 0,854±0,277*

800 0,197 ± 0,037 0,513 ± 0,282* 1,157±0,444* 0,646±0,251*

1600 0,150 ± 0,026 0,392 ± 0,254 0,896±0,449* 0,466±0,194*

3200 0,123 ± 0,018 0,284 ± 0,192 0,655±0,371* 0,332±0,153*

Контроль (n=3)

400 0,292±0,030 0,308±0,014 0,300±0,009 0,303±0,035

800 0,215±0,029 0,229±0,010 0,221±0,015 0,232±0,049

1600 0,145±0,005 0,149±0,004 0,147±0,001 0,148±0,006

Примечание:* — р<0,05 относительно начала эксперимента и значений у телят контрольной группы 
(для образцов в одинаковом разведении).
Note:* — p<0.05 relative to the values before the experiment and those in calves in the control group (for samples 
in the same dilution). 
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жанием специфических антител в анализи-
руемом образце сыворотки, из результатов 
следует, что оба РБ обладают антигенными 
свойствами: вызывают специфический им-
мунный ответ, выраженный в образовании 
анти-МСТ антител. Иммуногенные свойст-
ва рмМСТ были заметно, но недостоверно 
выше по сравнению с рМСТ. Титр антител 
к миостатину у телят контрольной группы 
эксперимента не менялся. У животных опыт-
ных групп титр спустя 15 сут после второй 
иммунизации был выше, чем через 1  мес. 
после первой, медленно возвращаясь к это-
му уровню спустя 70 сут после начала экс-
перимента. У рмМСТ-телят при разведе-
нии 1:800 ОП была в 5 раз выше значений 
для контрольных животных при этом же 
разведении, тогда как у рМСТ-телят — все-
го в 3 раза. В опытах на кроликах и овцах 
для рМСТ лучшие результаты нами были 
получены при использовании полного и не-
полного адъюванта Фрейнда, а ОП сыворо-
ток животных, вакцинированных с ГА в ка-
честве адъюванта, была в 1,5–2 раза ниже  
[1, 2]. Однако для практики выгоднее вакци-
ны на основе гидроксида алюминия.

Технологии конструирования вакцин, на-
целенных на включение аутоиммунной 

реакции, включают РБ со слабой иммуно-
генностью по причине их полного сходст-
ва с эндогенными белками. Замена Cys/Ser 
усилила антительный ответ, но титр был 
сопоставим с реакцией на рМСТ. Возникает 
задача поиска дополнительных способов 
усиления антигенной активности вакцин, 
предназначенных для аутоиммунной ней-
трализации регуляторов (ингибиторов, акти-
ваторов) метаболических процессов, связан-
ных, в частности, с мясной продуктивностью 
сельскохозяйственных животных.

Заключение
Штамм-продуцент E. coli BL21(DE3)/

pET-28а(+)-mMSTN предназначен для экс-
прессии рмМСТ. Штамм характеризуется 
высокой эффективностью биосинтеза РБ, 
нарабатываемого в виде телец включения. 
РмМСТ не полимеризуется, более имму-
ногенен, чем рМСТ. Несмотря на поло-
жительные результаты, необходимы до-
полнительные исследования возможности 
усиления антигенных свойств гомологич-
ных эндогенным РБ и пептидов, потен-
циально способных влиять на продуктив-
ность сельскохозяйственных животных 
и птицы.
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С целью выявления индивидуальных различий влияния оптической стимуляции на эффективность 
сенсомоторной деятельности в зависимости от уровня тревожности обследуемых лиц у 65 юношей 
(18–23 года) тестировали личностную тревожность (STAI) по Ч. Спилбергеру, оценивали уровень 
депрессии, тревоги и стресса по шкале DASS-21. Регистрировали ЭЭГ в исходном состоянии при 
закрытых глазах, вычисляли частоту и амплитуду индивидуального α-пика в затылочных областях 
коры. У испытуемых определяли время простой и сложной зрительно-моторной реакции в обычных 
условиях и при фотостимуляции с частотой индивидуального α-пика плюс 2 Гц. В условиях фото-
стимуляции у испытуемых со средней личностной тревожностью, а также в группе со средним уров-
нем тревоги по шкале DASS наблюдалось достоверное уменьшение времени сложной двигательной 
реакции, тогда как у испытуемых других групп оно не изменялось.

Ключевые слова: сенсомоторная деятельность, личностная тревожность, оптическая стимуляция
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EFFECT OF OPTICAL STIMULATION ON HUMAN SENSORIMOTOR 
ACTIVITY DEPENDING ON THE LEVEL OF ANXIETY
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Individual differences in the effects of optical stimulation on the efficiency of sensorimotor activity de-
pending on the anxiety level were investigated. The study involved 65 young men (aged 18–23). The trait 
anxiety (STAI) was assessed using the Spielberger scale; the levels of depression, anxiety, and stress were 
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assessed using the DASS-21 scale. EEG was recorded at the initial state with eyes closed followed by cal-
culation of the frequency and amplitude of the individual alpha-peak in occipital cortical regions. In sub-
jects, the time of simple and complex visual-motor reaction was determined under normal conditions and 
under optical stimulation with the frequency of individual alpha peak plus of 2 Hz. Under optical stimu-
lation conditions, subjects with medium trait anxiety, as well as those in the group with medium anxiety 
according to the DASS scale, showed a significant decrease in the complex motor reaction time, whereas 
no changes were observed in the other groups.
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Введение
Параметры сенсомоторных реакций че-

ловека могут варьировать в зависимости 
от его индивидуально-типологических 
особенностей, изменяться под влиянием 
различных эндогенных и экзогенных фак-
торов, например оптической стимуляции 
(ОС). Наши исследования [2] показали, 
что характер влияния ОС на сенсомотор-
ную деятельность имеет существенные 
индивидуальные различия. Учитывая, 
что одним из факторов, детерминирующих 
временные параметры и результативность 
когнитивной деятельности, является тре-
вожность [1], можно полагать, что особен-
ности влияния ОС связаны с этой индиви-
дуально-типологической характеристикой 
человека. Было показано, что наибольшее 
влияние на эндогенную ритмику оказыва-
ет ОС с частотой индивидуального α-пика, 
а стимуляция с частотой, превышающей 
его на 2 Гц, способна изменять результа-
тивность сенсомоторной деятельности [3].

Цель работы — выявить индивидуаль-
ные различия влияния оптической стиму-
ляции на эффективность сенсомоторной 
деятельности в зависимости от уровня тре-
вожности обследуемых лиц.

Материалы и методы
В исследовании на основе доброволь-

ного информированного согласия при-
няли участие 65 юношей от 18 до 23 лет, 
правши с нормальной остротой зрения. 
Тестировали личностную (ЛТ) тревожность 
(STAI) по Ч.  Спилбергеру в модификации 
Ю.Л.  Ханина и тревожность по шкале де-
прессии, тревоги и стресса (Depression, 
Anxiety, and Stress Scale-21, DASS-21). 
По результатам тестирования выделены 
группы испытуемых с низкой, средней 
и высокой ЛТ. По шкале тревоги DASS 
выделены группы испытуемых с отсутст-
вием нарушений (D1), слабой (D2), умерен-
ной и сильной (D3) степенью нарушений. 
Регистрировали ЭЭГ в исходном состоянии 
при закрытых глазах. Для анализа частоты 
и амплитуды α-пика вычисляли значения 
спектральной плотности мощности ЭЭГ 
α-диапазона (8–13 Гц, затылочные отведе-
ния коры) с использованием метода multi-
taper, реализованного посредством функ-
ции psd_multitaper модуля MNE-python. 
У испытуемых определяли время простой 
и сложной (время сложной двигательной 
реакции (ВСДР) в парадигме go/no-go) 
зрительно-моторной реакции, число опе-
режающих реакций в обычных условиях 
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и при оптической стимуляции с часто-
той индивидуального α-пика плюс  2  Гц 
(ОСiaf+2). Результаты представлены 
в форме M±m. Достоверность различий 
показателей у испытуемых разных групп 
проводили с помощью Т-теста для незави-
симых, а в разных ситуациях в одной груп-
пе — Т-теста для зависимых переменных 
(Statistica v.10).

Результаты и их обсуждение
Время простой реакции у испытуемых 

с разной тревожностью значимо не раз-
личалось, однако у индивидов с высокой 
тревожностью было больше опережаю-
щих реакций. Обнаружена отрицатель-
ная корреляция ВСДР с уровнем стресса  
(r=-0,333; p=0,008) и суммой баллов  
(r=-0,293; p=0,020) по шкале DASS, ам-
плитудой α-пика фоновой ЭЭГ (r=-0,290; 
p=0,021). В обычных условиях ВСДР 
составило у испытуемых с низкой ЛТ 
по Спилбергеру 380±7 мс; со средней ЛТ — 
359±5 мс; и с высокой ЛТ — 364±6  мс. 
При этом у индивидов со средней ЛТ оно 
было достоверно (p=0,025) меньше, чем 
у испытуемых с низкой ЛТ. В условиях 
ОСiaf+2 ВСДР было равным 376±6, 352±5 
и 369±8 мс у испытуемых с низкой, средней 
и высокой ЛТ по Спилбергеру соответст-
венно. У испытуемых со средней ЛТ ВСДР 

и в этой ситуации было меньше, чем у ин-
дивидов с низкой ЛТ (p=0,004). На фоне 
ОСiaf+2 у испытуемых со средней ЛТ ВСДР 
достоверно (p=0,004) уменьшалось, тогда 
как у индивидов со средней и высокой ЛТ 
оно значимо не изменялось. У испытуемых 
с разным уровнем тревоги по шкале DASS 
достоверных различий ВСДР не обнару-
жено. При этом у испытуемых со средней 
тревожностью (группа D2) по шкале DASS 
при ОСiaf+2 ВСДР становилось досто-
верно (p=0,004) меньшим (344±6 мс), чем 
в обычных условиях (358±9 мс). В группах 
D1 и D3 изменений не обнаружено.

Заключение
У испытуемых со средней ЛТ по Спил-

бергеру время ВСДР как в обычных усло-
виях, так и на фоне ОСiaf+2 было меньше, 
чем у испытуемых с низкой тревожностью. 
При ОСiaf+2 у испытуемых со средней ЛТ 
по Спилбергеру, а также в группе со сред-
ним уровнем тревоги по шкале DASS на-
блюдалось достоверное уменьшение ВСДР, 
тогда как у испытуемых других групп оно 
не изменялось.

Фотостимуляция с частотой индивиду-
ального α-пика плюс 2 Гц повышает эф-
фективность сенсомоторной деятельности 
у индивидов со средним уровнем личност-
ной тревожности и тревоги по шкале DASS.
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Производные L-метионина (L-метионин сульфоксимин (MSX) и L-метионин сульфон (MSO)) явля-
ются ингибиторами L-глутамин синтетазы, за счет чего проявляют токсическое действие на клет-
ки. Они применяются в медицинской практике для терапии воспалений, онкологии и туберкулеза. 
Бактерии родов Salmonella, Pseudomonas и Acinetobacter устойчивы к токсическому действию MSX 
и MSO благодаря активности L-метионин сульфоксимин ацетилтрансфераз (MSX-NAT). В данной 
работе проведен анализ MSX-NAT различных видов рода Enterobacter из группы ESKAPE патоге-
нов. Анализ множественного выравнивания ферментов выявил высокий процент идентичности их 
последовательностей, несмотря на разнообразие длин их полипептидных цепей, а также дополни-
тельные уникальные вставки в N-концевой области белков, функции которых пока не установлены.
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синтетаза, Enterobacter spp.
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Финансирование: исследование выполнено при финансовой поддержке Российского научного 
фонда, грант № 23-24-00478.
Для цитирования: Кудряшов Т.А., Трунилина М.В., Быков В.В., Соколов А.С.,  Лаптева Ю.С. Разно-
образие l-метионин сульфоксимин ацетилтрансфераз из клинически значимых видов бактерий рода 
enterobacter. Биомедицина. 2025;21(4):63–66. https://doi.org/10.33647/2074-5982-21-4-63-66

Поступила 02.04.2025
Принята после доработки 17.10.2025
Опубликована 10.12.2025

DIVERSITY OF L-METHIONINE SULFOXIMINE 
ACETYLTRANSFERASES FROM CLINICALLY IMPORTANT 
BACTERIAL SPECIES OF THE ENTEROBACTER GENUS 

Timofey A. Kudryashov*, Maria V. Trunilina, Vyacheslav V. Bykov, Andrey S. Sokolov, 
Yulia S. Lapteva

Institute for Biological Instrumentation, Pushchino Scientific Center for Biological Research  
of the Russian Academy of Sciences 
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L-methionine derivatives (L-methionine sulfoximine (MSX) and L-methionine sulfone (MSO)) 
are   inhibitors of L-glutamine synthetase, which explains their toxic effect on cells. These derivatives 
are  used in medical practice for treating inflammation, tuberculosis, and oncological diseases. Bacteria 
of  the  Salmonella, Pseudomonas, and Acinetobacter genera are resistant to the toxic effect of MSX 
and MSO due to the activity of L-methionine sulfoximine acetyltransferases (MSX-NAT). In this work, 
MSX-NAT from various Enterobacter species from the ESKAPE group of pathogens was analyzed. 
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An  analysis of multiple enzyme alignments revealed a high percentage of their sequence identity, despite 
the diversity of their polypeptide chain lengths. In addition, unique insertions in the N-terminal region 
of the proteins were found, the functions of which remain to be clarified.
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Введение
Производные метионина — метионин 

сульфоксимин (MSX) и метионин сульфон 
(MSO) — являются структурными анало-
гами глутаминовой кислоты. Их взаимо-
действие с остатками активного центра 
L-глутамин синтетазы приводит к ингибиро-
ванию активности фермента и нарушению 
метаболизма аммиака в клетке, что влечет 
за собой её гибель. Ингибиторы глутамин 
синтетазы проявляют терапевтические эф-
фекты в животных моделях печеночной 
энцефалопатии, бокового амиотрофическо-
го склероза, воспалительной печеночной 
недостаточности, а также применяются 
в терапии рака. Поскольку глутамин крити-
чески важен для роста микобактерий, MSX 
используют в качестве противотуберкулёз-
ного средства как самостоятельный препа-
рат либо в совокупности с бедаквилином 
[1, 4]. Однако в бактериях рода Salmonella, 

Pseudomonas, Acinetobacter и др. обнаруже-
ны гены, обеспечивающие клеткам устой-
чивость к токсическому действию MSX 
и MSO [2, 3]. Гены кодируют L-метионин 
сульфоксимин ацетилтрансферазы (MSX-
NAT), относящиеся к суперсемейству 
GNAT-ацетилтрансфераз. Ферменты ка-
тализируют перенос ацетильной группы 
от ацетил коэнзима А на Nα-аминогруппу 
производных метионина, что приводит 
к утрате их ингибирующего действия в от-
ношении L-глутамин синтетазы.

Бактерии Enterobacter spp., наряду 
с Enterococcus faecium, Staphylococcus au-
reus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter 
baumannii и Pseudomonas aeruginosa, отно-
сятся к группе ESKAPE патогенов, которые 
вызывают тяжелые инфекции и проявляют 
множественную антибиотикорезистент-
ность. Они входят в список ВОЗ от 2018 г. 
как бактерии, для борьбы с которыми  

Таблица. Список L-метионин сульфоксимин ацетилтрансфераз различных видов Enterobacter
Table. List of L-methionine sulfoximine acetyltransferases of various Enterobacter species

Штамм
Название 

белка
Номер в базе данных 

Uniprot
Длина, a.о. pI

Enterobacter asburiae YncA A0A376F9D8 172 5,83

Enterobacter cloacae YncA A0A377M1T3 151 5,95

Enterobacter hormaechei YncA A0A822WGS5 172 5,75

Enterobacter ludwigii YncA G8LD01 181 5,89

Enterobacter sp. PGRG2 MddA A0AAT9UWG1 172 6,10

Enterobacter sp. RHBSTW-00175 MddA A0A7L7IXY2 172 5,97
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необходимо разрабатывать новые антими-
кробные препараты [5]. В этой связи цель 
данной работы заключалась в сравнитель-
ном анализе первичных аминокислотных 
последовательностей L-метионин сульфок-
симин ацетилтрансферазы различных ви-
дов бактерий рода Enterobacter.

Материалы и методы
Для поиска L-метионин сульфоксимин 

ацетилтрансфераз из различных видов рода 
Enterobacter была проанализирована база 
данных UniProt. Множественное выравни-
вание и анализ найденных последователь-
ностей были осуществлены с помощью 
программного пакета Vector NTI Suite 8.0 
(InforMax).

Результаты и их обсуждение
Анализ базы UniProt выявил 6 после-

довательностей L-метионин сульфокси-
мин ацетилтрансфераз различных видов 
Enterobacter длиной от 151 до 181 а.о. 
(табл.). Все ферменты являются кислы-
ми белками, их предсказанные изоэлек-
трические точки лежат в пределах от 5,75 
до 6,1. Длина MSX-NAT у четырех видов 

Enterobacter (E. asburiae, E. hormaechei, E. sp.  
PGRG2, E. sp. RHBSTW-00175) составля-
ет 172 а.о., что соответствует длине наи-
более изученных на сегодня MSX-NAT 
из Salmonella и Pseudomonas. Однако 
MSX-NAT у штамма E. cloacae меньше 
на 21 а.о., а MSX-NAT у штамма E. ludwigii, 
напротив, длиннее на 9 а.о. по сравнению 
с остальными.

Таким образом, анализ последовательно-
стей MSX-NAT различных видов бактерий 
рода Enterobacter позволил выявить раз-
личия в организации N-концевого домена 
ферментов. Вклад в функциональную ак-
тивность ферментов каждой из выявлен-
ных последовательностей на сегодняшний 
момент не описан в мировой литературе 
и требует дальнейшего изучения. Таким 
образом, анализ последовательностей 
MSX-NAT различных видов бактерий рода 
Enterobacter позволил выявить различия 
в организации N-концевого домена фермен-
тов. Вклад в функциональную активность 
ферментов каждой из выявленных после-
довательностей на сегодняшний момент 
не описан в мировой литературе и требует 
дальнейшего изучения.

Рис. Множественное выравнивание аминокислотных последовательностей MSX-NAT, визуализированное при 
помощи Vector NTI Suite 8.0. Черной рамкой выделен каталитический остаток глутаминовой кислоты (Е) 
в активном центре ферментов. Красной линией подчеркнуты аминокислоты, участвующие в координации 
ацетил-КоА (P-loop).
Fig. Multiple sequence alignment of MSX-NAT, performed and visualized using Vector NTI Suite 8.0. The black frame 
highlights the catalytic glutamic acid residue (E) in the enzyme active center. The red line underlines the amino acid 
sequence involved in acetyl-CoA coordination (P-loop).
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ИССЛЕДОВАНИЕ МЕТАБОЛИЧЕСКОЙ АКТИВНОСТИ  
И МОРФОЛОГИЧЕСКИХ СВОЙСТВ КЛЕТОЧНЫХ СФЕРОИДОВ, 

ПОЛУЧЕННЫХ ИЗ ФИБРОБЛАСТОВ ЧЕЛОВЕКА
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Хорошо известно, что для исследования реакции тканей на действие любых факторов лучше исполь-
зовать трехмерные клеточные модели, т.к. именно они обеспечивают физиологическое состояние 
клеточных популяций. В данной работе приведены результаты исследования показателей метабо-
лической активности и морфологических свойств трехмерных клеточных моделей (сфероидов), по-
лученных из фибробластов легкого эмбриона человека ФЛЭЧ-104 и фибробластов человека hTERT. 
Клеточные сфероиды получали методом низкоадгезивной поверхности. Для получения сфероидов 
использовали следующие концентрации клеток: 5, 8, 10, 15, 30, 60 тыс. клеток/сфероид. Оценку 
метаболической активности сфероидов проводили с помощью МТТ-теста. В работе выявлена зави-
симость исследуемых показателей сфероидов от типа клеточных линий, из которых они получены, 
а также от начальной концентрации клеток.

Ключевые слова: сфероиды, фибробласты ФЛЭЧ-104, фибробласты hTERT, 3D-культивирование, 
доклинические модели
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INVESTIGATION OF METABOLIC AND MORPHOMETRIC 
DYNAMICS OF HUMAN FIBROBLAST SPHEROIDS 

Alina K. Lapenko*, Ludmila N. Komarova
Obninsk Institute for Nuclear Power Engineering — Branch of the National Research Nuclear University 
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Three-dimensional cellular models are known to be optimal for studying the response of tissues to ex-
ternal factors due to their ability to accurately replicate the physiological state of cell populations. The 
present study investigates the metabolic activity and morphological properties of three-dimensional cel-
lular models (spheroids) obtained from human embryo lung fibroblasts FLEH-104 and human fibroblasts 
hTERT. Cellular spheroids were obtained by means of the low-adhesive surface method using the follow-
ing cell concentrations: 5, 8, 10, 15, 30, 60 thousand cells/spheroid. The metabolic activity of the as-ob-
tained spheroids was assessed using an MTT-test. The study revealed the dependence of the studied 
parameters of spheroids on the type of cell lines from which they were obtained, as well as on the initial 
concentration of cells.
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Введение
Клеточные сфероиды являются одним 

из типов трехмерных клеточных моделей, 
которые частично способны воспроизво-
дить физиологические условия клеточных 
популяций [3]. Характерными особенно-
стями клеточных сфероидов являются на-
личие градиента кислорода, питательных 
веществ, продуктов метаболизма, гетеро-
генности состава [6]. Клеточные сферои-
ды из фибробластов — актуальная модель 
для исследования множества биологиче-
ских процессов. Так, например, теломери-
зованные фибробласты могут выступать 
в качестве объекта исследований патоло-
гических гипертрофических рубцов in vitro 
[5]. Клеточные сфероиды, полученные 
из фибробластов, способны имитировать 
механизмы, которые лежат в основе разви-
тия фиброза [4]. В связи c широким приме-
нением клеточных сфероидов из фибробла-
стов изучение закономерностей изменения 
их метаболических характеристик и разме-
ров от начальной концентрации клеток яв-
ляется особо актуальным.

Цель работы — оценить изменение ме-
таболической активности и размеров сфе-
роидов из различных клеточных линий 
фибробластов человека от начальной кон-
центрации клеток.

Материалы и методы
В качестве объекта исследования были 

выбраны фибробласты легкого эмбриона 
человека ФЛЭЧ-104 (FLEH-104) и теломе-

ризованные фибробласты человека hTERT 
(fb-hTERT).

Культивирование клеток в монослое 
проводилось по стандартной методике [2]. 
В виде монослоя клетки культивировали 
в пластиковых культуральных флаконах 
(“Corning”, США) в полной питательной 
среде DMEM («ПанЭко», Россия), содер-
жащей 10% фетальной сыворотки крупно-
го рогатого скота (“Gibco”, США), пени-
циллин (50000 ед./л) («ПанЭко», Россия), 
стрептомицин (50 мг/л) («ПанЭко», Россия) 
и глютамин (292 мг/л) («ПанЭко», Россия). 
Поддерживали жизнеспособность культур 
в СО2-инкубаторе при температуре 37°С 
(“CB 53 Binder”, Германия) и при 5% содер-
жании СО2.

Клеточные сфероиды получали мето-
дом культивирования на низкоадгезивной 
поверхности [1]. Для достижения усло-
вий низкой адгезии лунки 96-луночного 
планшета покрывали 1,5% р-ром агаро-
зы. Для создания сфероидов использо-
вали следующие концентрации клеток: 
5, 8, 10, 15, 30, 60 тыс. клеток/сфероид. 
Культивирование сфероидов осуществляли 
в течение 15 дней. Целостность агарозно-
го покрытия и морфометрические свойст-
ва сфероидов оценивали с помощью ин-
вертированного микроскопа «Микромед 
И». Метаболическую активность клеток 
в составе сфероида оценивали проведе-
нием МТТ-теста. Определение диаметра 
клеточных сфероидов проводили с помо-
щью описанного нами ранее метода, ос-
нованного на использовании технологий  
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компьютерного зрения [7]. Для каждой 
исследуемой концентрации сфероидов 
получено 30 сфероидов. Статистическую 
обработку полученных данных и их визуа-
лизацию проводили с помощью программ-
ного обеспечения GraphPad Prism 8.

Результаты и их обсуждение
Клеточные сфероиды, полученные 

из клеточной линии фибробластов чело-
века hTERT, имели ровный округлый край. 
Сфероиды сохраняли округлую форму 
до 15 сут культивирования. Сфероиды, по-
лученные из клеточной линии фибробла-
стов легкого эмбриона человека ФЛЭЧ-104,  
также имели ровный округлый край. 
Сфероиды сохраняли округлую форму 
до 15 сут культивирования.

На рис. 1 показано изменение диаметра 
сфероидов из клеточных линий ФЛЭЧ-104 
(панель А) и hTERT (панель Б) в процессе 
культивирования. В процессе культивиро-
вания у всех групп клеточных сфероидов 
отмечалось уменьшение диаметра. Это 
наблюдение соответствует современным 
представлениям о поведении трехмер-
ных клеточных культур. Примечательно, 
что степень компактизации клеточных 
сфероидов пропорциональна первоначаль-
ному количеству клеток: чем больше по-

севная концентрация, тем более выражено 
уменьшение диаметра. Уменьшение диа-
метра было замечено у сфероидов с мак-
симальной первоначальной концентрацией  
60000 кл./сфероид. Это может быть связа-
но с высокой концентрацией клеток, а сле-
довательно, большей их компактизацией. 
Выраженного уменьшения диаметра сфе-
роидов с остальными исходными концент-
рациями не наблюдали.

Выявлено, что сфероиды, полученные 
из теломеризированных фибробластов че-
ловека hTERT, имели меньший диаметр, 
чем сфероиды, полученные из фибробла-
стов легких ФЛЭЧ-104, это может быть обу-
словлено особенностями пролиферативной 
активности используемых клеточных линий 
и требует дополнительных исследований.

На рис. 2 показано изменение метаболи-
ческой активности сфероидов из клеточных 
линий фибробластов человека ФЛЭЧ-104 
(панель А) и hTERT (панель Б) в процессе 
культивирования.

Видно, что выраженный рост метаболи-
ческой активности наблюдался у сферо-
идов из клеток FLEH-104, образованных 
при посевной концентрации клеток 5000, 
8000, 10000, 15000 кл./сфероид. У сферо-
идов, образованных из 30000 кл./сфероид, 
снижения метаболической активности в те-

Рис. 1. Изменение диаметра сфероидов из клеточных линий ФЛЭЧ-104 (А) и фибробластов человека hTERT 
(Б) в процессе культивирования.
Fig. 1. Changes in the diameter of spheroids from cell lines FLECH-104 (A) and human fibroblasts hTERT (Б) during 
cultivation.
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Рис. 2. Изменение метаболической активности сфероидов из клеточных линий ФЛЭЧ-104 (А) и фибробластов 
человека hTERT (Б) в процессе культивирования.
Fig. 2. Changes in the metabolic activity of spheroids from FLECH-104 (A) cell lines and hTERT (Б) human fibroblasts 
during cultivation.

чение 15 сут не наблюдалось. Выраженное 
снижение метаболической активности 
было замечено на сфероидах, образованных 
из 60000 кл./сфероид. В процессе культиви-
рования клеточных сфероидов из клеток 
фибробластов человека hTERT метаболи-
ческая активность клеточных сфероидов 
снижается независимо от исходной концен-
трации клеток. Закономерное уменьшение 
количества метаболически активных кле-
ток может быть обусловлено формировани-
ем в составе сфероида фракции погибших 
клеточных популяций.

Выводы
В ходе проведенного исследования 

были получены трехмерные клеточные 
модели из фибробластов человека hTERT 
и фибробластов легкого эмбриона человека  
ФЛЭЧ-104 при различных посевных кон-
центрациях: 5000, 8000, 10000, 15000, 
30000 и 60000 клеток на сфероид. Основной 
целью работы было изучение влияния на-
чальной клеточной концентрации на ме-
таболическую активность и диаметр сфе-
роидов из клеточных линий фибробластов, 
что имеет важное значение для дальнейших 
исследований с использованием этих кле-
точных культур.

Было установлено, что чем выше началь-
ная клеточная концентрация, тем выше сте-
пень компактизации клеточных сфероидов. 
Установленные принципы изменения диаме-
тра сфероидов в зависимости от начальной 
клеточной концентрации важны для стан-
дартизации методов получения трехмерных 
клеточных культур, поскольку начальная 
концентрация клеток является способом 
регулирования размера клеточных сферо-
идов. Полученные результаты могут быть 
применены для создания клеточных сферо-
идов, которые будут использоваться в обла-
сти регенеративной медицины, в частности 
в 3D-биопринтинге, т.к. для этого необхо-
димы клеточные сфероиды определенных 
размеров. Диаметр клеточных сфероидов 
является одним из ключевых параметров, 
анализируемых в исследованиях для оценки 
эффектов действия терапевтических аген-
тов. Представленные результаты позволят 
избежать ложных выводов в анализе эф-
фектов изучаемых факторов, что является 
важным аспектом для дальнейших исследо-
ваний в области клеточной биологии и раз-
работке новых терапевтических подходов.

Результаты показали, что метаболическая 
активность клеточных сфероидов из ука-
занных клеточных линий фибробластов 
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человека зависит от начальной концентра-
ции клеток. Метаболическая активность 
сфероидов из фибробластов hTERT сни-
жается в исследуемом диапазоне от 5000 
до 60000 кл./сфероид. Напротив, метабо-
лическая активность клеточных сферо-
идов из фибробластов легкого эмбриона 
человека ФЛЭЧ-104 в начальных клеточ-
ных концентрациях 5000, 8000, 10000,  
15000 кл./сфероид повышается, при концен-
трации 30000 кл./сфероид — не изменяется. 
Для клеточных сфероидов из фибробластов 
легкого эмбриона человека 60000 кл./сфе-
роид характерно снижение метаболической 
активности в процессе культивирования. 
Выявленные закономерности имеют су-
щественное значение, поскольку характер 

изменения метаболической активности 
клеток в составе сфероида является крити-
чески важным параметром для применения 
в фармацевтических исследованиях, ре-
генеративной медицине и моделировании 
биологических процессов. Показанные 
различия в изменении метаболической ак-
тивности клеточных сфероидов из фибро-
бластов различного происхождения могут 
быть использованы при выборе объектов 
в соответствии с задачами исследований.

Таким образом, результаты нашего иссле-
дования не только подтверждают существу-
ющие представления о поведении трехмер-
ных клеточных культур, но и открывают 
новые горизонты для их применения в био-
медицинских исследованиях.
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Цель работы — проведение комплекса доклинических испытаний с целью изучения биомедицин-
ских свойств и обоснования преимуществ использования персонализированных модельных им-
плантатов на основе оксида алюминия в реконструкции дефектов лицевого скелета.
Объект исследования: клеточные культуры и лабораторные животные, не менее 30 особей мелких 
лабораторных животных (мыши или крысы) и не менее 20 особей среднеразмерных лабораторных 
животных — кроликов.
В результате проведения исследования определена и обоснована необходимость применения мо-
дельных имплантатов на основе оксида алюминия и титан-алюминия для реконструкции лицевого 
скелета.
Данные преимущества свидетельствуют о важности ее интеграции как эффективной методики 
в классическое хирургическое лечение большинства пациентов, нуждающихся в реконструкции.

Ключевые слова: опухоли головы и шеи, реконструкция лицевого скелета, оксид алюминия, ти-
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DEVELOPMENT OF NEW COMPOSITE MATERIALS  
FOR FACIAL SKELETON RECONSTRUCTION  

AFTER ONCOLOGIC SURGERY
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A set of preclinical trials was conducted to study the biomedical properties of personalized model implants 
based on aluminum oxide in the reconstruction of facial skeletal defects and to substantiate the advantages 
of their use. The study involved cell cultures and laboratory animals, including at least 30 small-sized lab-
oratory animals (mice or rats) and at least 20 medium-sized laboratory animals (rabbits). The advantages 
of model implants based on aluminum oxide and titanium aluminum for facial skeletal reconstruction 
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are demonstrated. On their basis, the relevance of integrating the discussed approach into conventional 
surgical treatment for the majority of patients requiring reconstruction is substantiated.

Keywords: head and neck tumors, facial skeleton reconstruction, aluminum oxide, aluminum titanium, 
composite materials
Conflict of interest: the authors declare no conflict of interest.
For citation: Nebezhev A.A., Reshetov I.V. Development of New Composite Materials for Facial Skeleton 
Reconstruction After Oncologic Surgery. Journal Biomed. 2025;21(4):73–76. https://doi.org/10.33647/2074-
5982-21-4-73-76

Submitted 21.04.2025
Revised 01.11.2025
Published 10.12.2025

Введение
В научных литературных и патентных 

базах не обнаружены сведения об исполь-
зовании непосредственно модельных им-
плантатов на основе титан-алюминия в ре-
конструкции лицевого скелета.

Таким образом, впервые будут изучены 
преимущества и недостатки использования 
модельных имплантатов на основе титан-
алюминия с использованием клеточных 
культур и лабораторных животных.

Индивидуальные имплантаты для наших 
задач изготавливают из порошка титано-
вого сплава марки ВТ-6, а именно сплава 
титана с добавлением 6% алюминия и 4% 
ванадия Ti-6Al-4V по ГОСТ Р ИСО 5832-
3-2020 производства АО «Чепецкий меха-
нический завод» Госкорпорации «Росатом» 
(Россия). Размер отдельных гранул порош-
ка 15–55 мкм.

Впервые будут разработаны алгоритм 
и сроки оценки функциональных резуль-
татов исследования с применением таких 
методов, как наблюдение, гистологический 
анализ, выполнение КТ-контроля.

Материалы и методы
Объект исследования: клеточные куль-

туры и лабораторные животные, не менее 
30 особей мелких лабораторных животных 
(мыши или крысы) и не менее 20 особей 
среднеразмерных лабораторных животных 
(кролики).

Подбор и анализ современных литератур-
ных данных, опубликованных за последние 
5 лет на платформе Google scholar, Pubmed.

Результаты и их обсуждение
При реконструкции челюстно-лицевой 

области с использованием костных ауто-
трансплантатов не всегда можно добиться 
идеальных косметических результатов из-
за трудностей моделирования фрагментов 
костей под анатомически сложную струк-
туру лицевого скелета. Методики исправ-
ления дефектов в области головы и шеи 
с использованием различных аутотканей 
неразрывно связаны с дополнительной 
хирургической травмой, возможным раз-
витием разного рода осложнений после 
формирования донорской зоны, особенно 
в случае применения костных лоскутов 
[1]. Исходя из вышесказанного, в рекон-
структивной хирургии челюстно-лицевой 
области активно развивается направление 
по использованию искусственных тканей 
[5]. Различные реконструктивные имплан-
таты, созданные на основе титана и поли-
меров, могут адаптироваться под различ-
ные клинические задачи. Практический 
опыт использования данных имплантатов 
показал, что они имеют недостатки. Так, 
у трети больных присутствует хроническое 
воспаление и отторжение конструкции.

Для реконструкции костей чаще всего 
пользуются керамическими изделиями. 
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Химическая связь этих материалов схожа 
с неорганической составляющей костной 
ткани. В силу того что они не восприни-
маются организмом как чужеродные (био-
химические реакции на границе с костью 
приводят к интенсивному прорастанию 
тканей в имплантат и активному остеоге-
незу), а также вследствие наличия у них 
активности при остеогенезе, по причине 
их активного роста под действием иммун-
ной системы происходит активный процесс 
превращения ткани во внекостный каркас. 
Помимо биосовместимости и остеоинтег-
рации, биоматериал должен отвечать ос-
новным требованиям к противомикробным 
свойствам. Грамположительный золоти-
стый стафилококк и грамотрицательная 
кишечная палочка ответственны за боль-
шинство инфекций, связанных с биомате-
риалом. На ранних стадиях колонизации 
патогенные микроорганизмы образуют за-
щитную биопленку, что затрудняет ликви-
дацию [4].

Особое внимание стоит уделить кера-
мике из оксида алюминия Al2O3, включен-
ного в реестр материалов, разрешенных 
к использованию при замене костных им-
плантатов и регулируемых стандартом ISO 
(ISO 6474 от 02.01.2014). Алюмооксидная 
керамика обладает такими свойствами, 
как высокая прочность, высокая твердость, 
хорошая стойкость к химической корро-

зии и химическая стабильность, что дает 
широкие возможности для ее использова-
ния в композитных материалах. Прочность 
биокерамического имплантата на сжатие 
способна достигать 130 МПа (прочность 
на сжатие лицевых костей и малоберцо-
вой кости составляет 97 и 129 МПа соот-
ветственно). Отличительной особенностью 
материала является способность придавать 
ему бимодальную структуру пор, пред-
ставленную микропорами и макропорами, 
а также поровыми каналами неправиль-
ной формы и средним размером 30–50 мкм. 
Также протезирование керамическими им-
плантатами не является противопоказани-
ем для проведения адъювантной лучевой 
терапии [2, 3].

Выводы
Исходя из вышеизложенного, можно 

сделать вывод о том, что вопросы опти-
мизации реконструктивно-пластического 
лечения больных с новообразованиями 
области головы и шеи с использованием 
различных искусственных имплантатов 
по данный момент не теряют актуально-
сти. Непосредственно применение оксида 
алюминия и титан-алюминия при рекон-
струкции лицевого скелета в полной мере 
не изучено. Все эти факторы определяют 
целесообразность выбора представленного 
направления исследований.
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Изменения активности нейраминидазы способны существенно влиять на нейрональные процессы. 
В предыдущей работе было продемонстрировано формирование новых синапсов вследствие бло-
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Alterations in neuraminidase activity can significantly affect neuronal processes. In our previous work, we 
demonstrated the formation of new synapses as a result of neuraminidase blockage. In the present study, 
we analyzed the effect of reduced endogenous neuraminidase activity on the synaptic efficacy of newly 
formed hippocampal synapses. Preincubation of slices with the N-acetyl-2,3-dehydro-2-deoxyneuraminic 
acid (NADNA) specific inhibitor resulted in a significant increase in the amplitude of synaptic responses, 
accompanied by reduced variability and a leftward shift of the input–output curves, suggesting an en-
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Введение
В головном мозге основными носителя-

ми полисиаловых кислот (ПСК) являются 
нейронные молекулы клеточной адгезии 
(NCAM) и потенциал-зависимые натриевые 
каналы [1, 6]. Оба белка отличаются высо-
кой степенью гликозилирования и содержат 
значительное количество сиаловых остат-
ков во внеклеточных доменах. Ключевым 
регулятором уровня сиализации является 
фермент нейраминидаза. Удаление ПСК 
при участии нейраминидазы повышает по-
рог возбуждения и снижает эпилептиформ-
ную активность [4]. Десиализация NCAM 
влияет на миграцию клеток, аксональный 
рост и синаптогенез [2].

Накопленные данные указывают на воз-
можную связь между снижением нейрами-
нидазы и повышением нейрональной воз-
будимости. Так, было показано, что блокада 
эндогенной нейраминидазы усиливает ве-
роятность судорог и усугубляет гиппокам-
пальные эпилептиформные разряды in vivo. 
Фармакологические ингибиторы нейрами-
нидазы повышают нейрональную синхро-
низацию и вызывают концентрационно-за-
висимый рост популяционной активности 

в поле СА3 гиппокампа. Клинические на-
блюдения демонстрируют, что судороги 
являются распространённым симптомом 
заболеваний, связанных с нарушением ме-
таболизма сиаловых кислот или дефицитом 
нейраминидазы [3, 4, 7].

Цель работы — определение механиз-
мов повышения возбудимости при дефици-
те эндогенной нейраминидазы.

Материалы и методы
Исследование проводили на 19–21-днев-

ных самцах крыс Wistar. Переживающие 
срезы гиппокампа были получены с ис-
пользованием описанной ранее методики 
[5]. Отведение полевых потенциалов про-
изводили от пирамидного слоя области 
СА1. Популяционные спайки (ПС) вы-
зывали путем стимуляции коллатералей 
Шаффера концентрическим биполярным 
электродом («FHC Inc.», США) с исполь-
зованием стимулятора с изолированным 
выходом (ISO-Flex, «A.M.P. Instruments», 
Израиль). Максимальную синаптическую 
реакцию определяли путем генерации 
кривых «вход-выход». Для регистрации  
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базовых условий текущие значения сти-
муляции устанавливали на уровне 30% 
от максимального ответа. Сигналы оцифро-
вывали на частоте 10  кГц с использовани-
ем аналогово-цифрового преобразователя 
(«National Instruments», США).

Срезы мозга инкубировали с блокато-
ром нейраминидазы NADNA (500 мкмоль; 
«Sigma-Aldrich», США) на протяжении 2 ч 
при комнатной температуре.

Статистический анализ результатов про-
водили с помощью программ Clampfit 
(«Axon Instruments», США), Origin 7.5 
(«OriginLab», США) и GraphPad Prism 8 
(«GraphPad», США). Нормальность рас-
пределения определяли с помощью крите-
рия Шапиро — Уилка. Сравнение данных 
производили с помощью двухфакторного 
дисперсионного анализа с повторными из-
мерениями и t-критерия Стьюдента.

Результаты и их обсуждение
Мы оценивали изменения синаптической 

эффективности нейронных сетей в услови-

ях ингибирования нейраминидазы путем 
построения кривых зависимости величины 
амплитуды ПС от интенсивности стимуля-
ции. Повышение интенсивности стимуля-
ции вызывало увеличению амплитуды ПС 
в срезах, инкубированных с NADNA (n=10), 
по сравнению с контрольными срезами 
(n=9). Двухфакторный дисперсионный ана-
лиз выявил значительный эффект примене-
ния NADNA на кривые «вход-выход» (фак-
тор группы F1,17=14,69; p=0,0013; рис. А).

Результаты предыдущей работы демон-
стрируют увеличение плотности синапсов 
гиппокампа вследствие блокады нейрами-
нидазы [5]. Для исследования функцио-
нальных возможностей новообразованных 
контактов мы взяли значения амплитуды ПС 
в контрольных (n=16) и инкубированных 
с NADNA срезах (n=17). Было выявлено 
существенное увеличение максимальных 
значений амплитуды ПС в обработанных 
NADNA срезах (NADNA: 2,29±0,09 мВ; 
контроль: 1,64±0,13 мВ, t31=4,1, р<0,001). 
Анализ средних значений ПС показал 

Рис. Синаптическая эффективность нейронных сетей гиппокампа в условиях блокады нейраминидазы: А  — 
изменение амплитуды популяционных спайков в ответ на возрастающую стимуляцию (100 до 500 мкА) кол-
латералей Шаффера; В – вариативность средних значений ПС, отведенных каждые 30 с в контрольных 
и  обработанных NADNA срезах.
Fig. Synaptic efficacy of hippocampal neuronal networks due to neuraminidase inhibition: А — alteration of popula-
tion spike amplitude with increasing stimulation intensities (from 100 to 500 μA); В — variability of mean PS values 
recorded every 30 s in control and NADNA-pretreated slices.
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уменьшение коэффициента вариатив-
ности популяционных явлений в ответ 
на ингибирование нейраминидазы (конт-
роль: 0,12±0,01 мВ; NADNA: 0,08±0,01 мВ; 
t31=3,1, р<0,01; рис. В).

Полевые ПС состоят из NMDA и non-
NMDA-рецептор-опосредованного компо-
нентов. Для установления вероятной раз-
ницы влияния NADNA на эти компоненты 
мы применили специфический антагонист 
NMDA-рецепторов D-APV и блокатор non-
NMDA-рецепторов CNQX. Добавление 
50  мкмоль D-APV вызывало умеренное 
снижение в показателях базового синапти-
ческого ответа в обеих группах (контроль: 
89,8±2,9%, n=9; NADNA: 86,4±4,3%, n=10). 
Остаточный компонент ПС был полностью 
ослаблен после добавления 10 мкмоль 
CNQX. Полученные результаты свидетель-
ствуют о том, что блокада нейраминида-
зы одинаково влияет как на NMDA-, так 
и на non-NMDA-компоненты синаптиче-
ских ответов.

Важно отметить, что морфологические 
изменения, вызванные ингибированием 
нейраминидазы, совпадают с увеличени-
ем возбуждающих функциональных свя-
зей сети СА3–СА1 гиппокампа. Более того, 
прямое взаимодействие ПСК с АМРА-
рецепторами ранее было показано в экс-
периментах с добавлением бактериальных 
коломиновых кислот к внеклеточному 
раствору [8]. Учитывая ключевую роль 
AMPA-рецепторов в генерации ПС, нель-
зя исключать, что их потенциация связана 
с повышением уровня сиализации при уг-
нетении активности нейраминидазы.

Заключение
Таким образом, полученные данные под-

тверждают, что дефицит нейраминидазной 
активности способствует потенциации 
синаптических ответов пирамидных ней-
ронов гиппокампа, что, вероятно, связано 
с увеличением уровня сиализации и форми-
рованием новых синаптических контактов.
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ОПРЕДЕЛЕНИЕ ЖЕЛЧНЫХ КИСЛОТ  
В СЫВОРОТКЕ КРОВИ ЧЕЛОВЕКА  

МЕТОДОМ ВЫСОКОЭФФЕКТИВНОЙ ЖИДКОСТНОЙ 
ХРОМАТОМАСС-СПЕКТРОМЕТРИИ ВЫСОКОГО РАЗРЕШЕНИЯ

Т.И. Алюшина, А.С. Венедиктов*
ФГУП «Научно-исследовательский институт гигиены, профпатологии  

и экологии человека ФМБА России» 
188663, Российская Федерация, Ленинградская обл., Всеволожский м/р-н, 

Кузьмоловское г.п., гп. Кузьмоловский, ул. Заводская, 6/2, корп. 93

В работе представлена разработанная методика измерения массовых концентраций желчных кислот 
в сыворотке крови человека. Мониторинг изменений содержания желчных кислот имеет большое 
значение для профилактики, диагностики и лечения различных заболеваний. Селективное опреде-
ление желчных кислот является особо сложной задачей, потому что они имеют структурное сходст-
во, что затрудняет их хроматографическое разделение. Были подобраны параметры хроматографи-
ческого разделения для 8 желчных кислот. Определение проводили с использованием жидкостного 
хроматографа Ultimate 3000 с масс-селективным детектором Q-Exactive с электрораспылительной 
ионизацией. Методика позволяет селективно определять 8 соединений в рамках одного анализа 
в линейном диапазоне концентраций 10–3000 нг/мл и в дальнейшем будет валидирована по ряду 
других параметров.
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This article proposes a method for measuring the mass concentrations of bile acids in human blood serum. 
Monitoring changes in the bile acid content is of great importance for the prevention, diagnosis, and treat-
ment of various diseases. Selective determination of bile acids is a particularly difficult task due to their 
structural similarities, which complicates their chromatographic separation. Chromatographic separation 
parameters were selected for eight bile acids. The determination was performed using an Ultimate 3000 liq-
uid chromatograph with a Q-Exactive mass-selective detector with electrospray ionization. The developed 
technique allows selective determination of eight compounds in a single analysis in a linear concentration 
range of 10–3000 ng/mL. In future studies, the method will be validated for other parameters.
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Введение
Желчные кислоты — это эндогенные ме-

таболиты, профиль которых зависит от це-
лого ряда параметров, в т.ч. от возраста [1]. 
Мониторинг изменений содержания желч-
ных кислот, связанных с определенными 
заболеваниями, имеет большое значение 
для их профилактики, диагностики и лече-
ния, например холестаза [3] или диабета [2].

Селективное определение желчных 
кислот является особо сложной зада-
чей, потому что желчные кислоты имеют 
структурное сходство, что затрудняет их 
хроматографическое разделение.

Цель работы — разработка высокочув-
ствительной и селективной методики опре-
деления желчных кислот в сыворотке кро-
ви человека, основанной на применении 
высокоэффективной жидкостной хромато-
масс-спектрометрии высокого разрешения.

Материалы и методы
Исследование проводили методом высо- 

коэффективной жидкостной хроматогра-
фии в сочетании с тандемной масс-спект-
рометрией (ВЭЖХ-МС/МС) высокого раз-
решения. Ошибка измерения точной массы 

и элементного состава иона (отличие из-
меренной массы от расчетной) составляла 
менее 5 ppm, что обеспечивало селектив-
ность определения аналитов. Разделение 
проводили с использованием жидкостного 
хроматографа Ultimate 3000 с масс-селек-
тивным детектором Q-Exactive с электрора-
спылительной ионизацией.

Условия ВЭЖХ-МС/МС анализа: ко-
лонка  — Zorbax SB-C8 длиной 15 см 
с внутренним диаметром 4,6 мм, размером 
частиц 1,8 мкм; скорость потока элюента — 
0,400  мл/мин; температура термостата ко-
лонки — 35°С.

Подвижная фаза: компонент А — 0,1% 
р-р муравьиной кислоты в деионизиро-
ванной воде; компонент В — ацетонитрил. 
Режим элюирования — градиентный. 
Программа градиента: 0,0–0,5 мин (10% B),  
0,5–8,0 мин (10–90% B), 8,0–12,0 мин  
(90% B), 12,1–17,0 мин (90–10% B).

Пробоподготовка плазмы крови: 
к 100  мкл сыворотки крови с целью де-
протеинизации добавляли 300 мкл ацето-
нитрила. Образец тщательно встряхива-
ли и центрифугировали в течение 10 мин 
при 14000 об/мин, надосадочную жидкость 
переносили в хроматографическую виалу 
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и анализировали методом ВЭЖХ-МС/МС 
высокого разрешения.

Апробацию методики проводили с ис- 
пользованием образцов сыворотки кро-
ви 14-ти  условно здоровых добровольцев. 
Средний возраст добровольцев 30±5 лет.

Результаты и их обсуждение
Аналитические характеристики желчных 

кислот представлены в табл. 1.
Для определения массовых концентраций 

желчных кислот в плазме крови человека 
были построены градуировочные графики 
в линейном диапазоне массовых концен-
траций 10–3000 нг/мл. Среднее значение 
с погрешностью при доверительной веро-
ятности 95%, медиана, квартили (Q1, Q3),  

посчитанные по выборке из проанализиро-
ванных образцов, приведены в табл. 2.

Полученные массовые концентрации 
холевой, хенодезоксихолевой, гликоурсо-
дезоксихолевой, гликолитохолевой, тауро-
холевой, таурохенодезоксихолевой кислот 
соответствуют приведенным в литерату-
ре референсным интервалам содержания 
желчных кислот в плазме крови здоровых 
людей молодого возраста. Несоответствие 
остальных кислот референсным интерва-
лам может быть связано с небольшой вы-
боркой испытуемых.

Заключение
На основании полученных времен удер-

живания и рассчитанных массовых концен-

Таблица 1. Времена удерживания желчных кислот
Table 1. Retention time of bile acids

Название кислоты Формула 
кислоты

Отношение массы  
прекурсор-иона к его заряду 

Время удерживания, 
мин

Дезоксихолевая кислота C24H40O4 391,2853(-) 12,69

Хенодезоксихолевая кислота C24H40O4 391,2853(-) 12,42

Холевая кислота C24H40O5 407,2803(-) 10,02

Гликоурсодезоксихолевая кислота C26H43NO5 448,3068(-) 8,75

Гликолитохолевая кислота C26H43NO4 432,3119(-) 13,98

Таурохолевая кислота C26H45NO7S 514,2844(-) 7,26

Тауродезоксихолевая кислота C26H45NO6S 498,2895(-) 8,74

Таурохенодезоксихолевая кислота C26H45NO6S 498,2895(-) 8,49

Таблица 2. Массовые концентрации желчных кислот в образцах
Table 2. Concentrations of bile acids in the samples

Название кислоты Среднее значение, 
нг/мл Медиана, нг/мл Q1, нг/мл Q3, нг/мл

Дезоксихолевая кислота 620±192 634 430 820

Хенодезоксихолевая кислота 105±43 145 20 168

Холевая кислота 120±93 45 14 109

Гликоурсодезоксихолевая кислота 121±52 75 44 213

Гликолитохолевая кислота 62±22 53 41 89

Таурохолевая кислота 147±79 92 48 167

Тауродезоксихолевая кислота 323±208 204 79 362

Таурохенодезоксихолевая кислота 308±180 184 90 451
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траций можно заключить, что подобранные 
хроматографические параметры обеспечи-
вают высокую чувствительность и селек-
тивность разделения желчных кислот в ди-
апазоне концентраций 10–3000 нг/мл.

Полученные результаты будут исполь-
зоваться для дальнейшей валидации мето-
дики по ряду параметров: специфичность, 
предел обнаружения, предел определения, 
прецизионность.
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СТАБИЛЬНОСТЬ ОМЕГА-3 ЖИРНЫХ КИСЛОТ  
В СУХИХ ПЯТНАХ КРОВИ НА СТЕКЛОВОЛОКОННЫХ 

НОСИТЕЛЯХ И ОЦЕНКА ОМЕГА-3 ИНДЕКСА  
НА ОСНОВЕ РЕГРЕССИИ
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Атеросклероз — воспалительное заболевание, сопровождающееся накоплением липопротеинов 
низкой плотности в сосудистой стенке и активацией иммунного ответа, ведущими к образованию 
атеросклеротических бляшек. Омега-3 полиненасыщенные жирные кислоты (эйкозапентаеновая 
и докозагексаеновая) обладают противовоспалительным эффектом и снижают риск возникновения 
сердечно-сосудистых заболеваний, а их уровень в виде омега-3 индекса используется как маркер 
эффективности терапии, в т.ч. статинами. В данном исследовании был протестирован стекловоло-
конный носитель для анализа жирных кислот в сухих пятнах крови (DBS). Показана высокая корре-
ляция между уровнями жирных кислот в цельной крови и DBS (R²=0,98), превышающая показатели 
целлюлозных носителей. При пропитке носителя 1% раствором бутилгидрокситолуола достигнута 
стабильность омега-3 жирных кислот на уровне 84,72% в течение трёх недель. Также выявлена 
линейная зависимость между содержанием омега-3 в цельной крови и эритроцитах (R²≈0,86), что 
позволяет использовать математические модели пересчёта между фракциями крови. Полученные 
данные подтверждают потенциал стекловолоконного носителя как надёжного инструмента для ана-
лиза жирных кислот в клинической практике и эпидемиологических исследованиях.

Ключевые слова: омега-3 индекс, сухие пятна крови, стекловолоконный носитель, целлюлозный 
носитель, регрессионный анализ, Whatman 903
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Атеросклероз — хроническое воспали-
тельное заболевание средних и крупных 
артерий, вызванное окислительным стрес-
сом, накоплением липопротеинов низкой 
плотности (ЛПНП) в сосудистой стенке 
и активацией иммунного ответа. Это при-
водит к образованию атеросклеротиче-
ских бляшек, которые могут вызывать 
тромбоз и такие осложнения, как инфаркт 
или инсульт — ведущие причины смертно-
сти в мире [2].

Жирные кислоты (ЖК) играют ключе-
вую роль в метаболизме и формировании 
ЛПНП. Особое значение имеют омега-3 
полиненасыщенные ЖК — эйкозапентае-
новая (ЭПК) и докозагексаеновая кислоты 
(ДГК), обладающие противовоспалитель-
ным и кардиопротекторным эффектами [3]. 
Омега-3 индекс, отражающий соотношение 

ЭПК и ДГК к общему уровню ЖК, служит 
маркером сердечно-сосудистого риска [1].

Статины остаются основным средством 
лечения атеросклероза. Однако их эффек-
тивность может снижаться при дефиците 
омега-3 ЖК, т.к. они участвуют в модуля-
ции воспаления, снижении окислительного 
стресса и регуляции липидного обмена [10]. 
Анализ омега-3 статуса становится полез-
ным дополнением к контролю эффективно-
сти терапии.

Для массового скрининга применяет-
ся метод DBS (от англ. Dried Blood Spots, 
сухие пятна крови) — минимально инва-
зивный и удобный способ сбора образцов, 
особенно ценный для эпидемиологиче-
ских исследований [4]. Однако основным 
ограничением остаётся нестабильность 
полиненасыщенных ЖК в образцах. 
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Atherosclerosis is an inflammatory disease characterized by the accumulation of low-density lipoproteins 
in the vascular wall and the related immune activation, leading to plaque formation and increased car-
diovascular risk. Omega-3 polyunsaturated fatty acids (Eicosapentaenoic and Docosahexaenoic) exhibit 
anti-inflammatory properties and reduce cardiovascular risk, with the omega-3 index serving as a marker 
for therapeutic efficacy, including statin response. In this study, a glass fiber carrier for fatty acid analysis 
in dried blood spots (DBS) was tested. A high correlation was observed between fatty acid levels in whole 
blood and DBS samples (R²=0.98), outperforming the commonly used cellulose cards. A 1% butyl hy-
droxytoluene solution applied to the card surface provided omega-3 stability at 84.72% over three weeks 
of storage. A linear relationship was also found between omega-3 levels in whole blood and erythrocytes 
(R²≈0.86), supporting the use of conversion models between blood fractions. These findings demonstrate 
the potential of fiberglass media as a reliable and practical tool for fatty acid profiling in clinical and epi-
demiological settings.
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Существующие решения, например метод 
Liu с добавлением антиоксидантов и техно-
логия OxyStop® от компании OmegaQuant 
(США), ограничены по доступности и при-
менимости. Разработка новой технологии 
является значительным вкладом в эту об-
ласть [6].

Математические модели пересчёта уров-
ней ЖК между фракциями крови (цельная 
кровь, DBS, плазма и эритроциты) позво-
ляют повысить точность оценки и сделать 
анализ доступнее. Такие модели необходи-
мы для сопоставления данных из различ-
ных фракций крови (цельная кровь, DBS, 
плазма) с эритроцитами, считающимися 
«золотым стандартом». Простые линей-
ные модели показали высокую корреляцию 
уровней ЭПК и ДГК между плазмой и эри-
троцитами, однако они требуют локальной 
калибровки с учетом рациона, пола и воз-
раста [5, 9].

Таким образом, совершенствование мето-
дов анализа ЖК в фракциях крови и DBS 
способствует персонализации терапии ате-
росклероза и оптимизации профилактики 
сердечно-сосудистых заболеваний.

Для решения данных задач был исследо-
ван стекловолоконный носитель Ahlstrom 
8964 («Ahlstrom Oyj», Финляндия). Данный 
носитель успешно применяется для коли-
чественного определения прогестерона 
в сухом пятне коровьего молока, однако 
анализ сухого пятна крови для профилиро-
вания ЖК проведен на нем впервые [7].

В исследованиях последних лет ис-
пользовались несколько типов носителей 
для анализа жирных кислот, но наибольшее 
количество исследований сделано на цел-
люлозных носителях. Whatman 903 Cards 
(“Whatman plc”, Великобритания) является 
наиболее распространенным целлюлозным 
носителем, поэтому он был выбран в каче-
стве образца сравнения в данном исследо-
вании [6].

У носителей на основе целлюлозы име-
ются некоторые недостатки, а именно 

чувствительность к гематокриту и хрома-
тографический эффект, влияющие на ко-
личественный анализ низкомолекулярных 
веществ. Носитель в виде полосок из сте-
кловолокна имеет преимущество с точки 
зрения легкости аликвотирования высу-
шенного образца, небольшого влияния 
гематокрита образца и равномерного рас-
пределения биожидкости/аналита по всей 
полосе [8].

Исследования показали высокую кор-
реляцию между уровнем ЖК в цельной 
крови и DBS на стекловолоконном носи-
теле (R2=0,98), что превосходит показатели 
Whatmann 903 (R2=0,97). Для этого была 
отобрана кровь у 50-ти взрослых человек, 
преимущественно сотрудников Клиники 
кардиологии УКБ № 1 Сеченовского 
Университета. Эритроцитарная масса го-
товилась из цельной крови путем центри-
фугирования при 5000 g в течение 15 мин 
при 4°C для разделения плазмы и эритро-
цитов. Затем эритроциты промыли три 
раза физ. р-ром с последующим удалением 
надосадочной жидкости. Цельную кровь 
и эритроциты хранили при 4°С, анализ 
на состав жирных кислот проводился в те-
чение 24 ч после взятия крови. Цельную 
кровь в объеме 40 мкл наносили на иссле-
дуемые носители, высушивали не менее 2 ч 
и проводили анализ ЖК.

Далее была изучена стабильность ЖК, 
в особенности омега-3 в виде DBS в тече-
ние 3-х недель. За основу был взят ранее 
опубликованный метод, состоящий в нане-
сении на носитель 0,2% р-ра бутилгидрок-
ситолуола (BHT) в качестве антиоксидан-
та c добавлением 0,5% динатриевой соли 
ЭДТА в качестве хелатирующего агента [6]. 
Результаты оценки стабильности в течение 
3-х недель при хранении в закрытом от све-
та месте при комнатной температуре дали 
падение уровня омега-3 до 57,84% (n=6, 
коэффициент вариации 2,80%) от первона-
чального уровня на носителе Ahlstom 8964, 
и 65,89% (n=6, коэффициент вариации 
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3,84%) — на Whatman 903, что является 
недостаточным для соответствия критери-
ям стабильности ≥80%. Для Whatman 903 
были проведены исследования по увели-
чению содержания DHT до 0,5% и выше, 
что не дало эффекта [6]. Однако для носи-
теля Ahlstrom 8964 были протестированы 
пропитки с содержанием 0,5, 0,05 и 1%. 
При использовании DBT 0,5 и 0,75% ста-
тистически значимого увеличения стабиль-
ности омега-3 не выявлено, но 1%-ная кон-
центрация показала среднюю стабильность 
на уровне 84,72% (n=6, коэффициент вари-
ации 8,27%) в течение 3-х недель хранения. 
Данное наблюдение открывает перспекти-
вы широкого применения изучаемого носи-
теля для анализа ЖК.

Мы исследовали бивариационную за-
висимость между показателями омега-3 
(ЭПК+ДГК) в цельной крови и эритроцита-
ми. Полученные нами данные выявили ли-
нейную зависимость (уравнение линейной 
регрессии y=1,09х+1,22) и хорошую корре-
ляцию между этими величинами (R2≈0,86; 

р<0,001). Линейные уравнения могут быть 
использованы для оценки индекса омега-3 
во фракции эритроцитов, когда доступна 
только цельная кровь или DBS.

На основе данного исследования можно 
сделать вывод о применимости стеклово-
локонного носителя Ahlstrom 8964 для ана-
лиза ЖК в виде DBS. Данный носитель 
показал сильную корреляцию между цель-
ной кровью и DBS (R2=0,98), что является 
основным фактором для получения точных 
и воспроизводимых результатов. Данное 
исследование на материале Ahlstrom 8964 
было проведено впервые. Также доказана 
возможность стабилизации омега-3 кислот 
в виде DBS в течение 3-х недель — 84,72% 
от начального уровня, что является важным 
условием для широкого внедрения данного 
метода. Также показана возможность со-
здания математической модели пересчета 
содержания ЖК между DBS и эритроцита-
ми для повышения точности исследований, 
в России данное исследование было прове-
дено впервые.
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ПОДХОДЫ К МОДЕЛИРОВАНИЮ ПАКЛИТАКСЕЛ-
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Периферическая нейропатия относится к наиболее частым нежелательным эффектам химиотерапии, 
в т.ч. препаратов из группы таксанов. Паклитаксел — цитостатический противоопухолевый препарат, 
механизм действия которого связан со стабилизацией полимеризации микротрубочек, вызывающей 
остановку митоза с последующей апоптотической гибелью клеток. Необходимость разработки новых 
подходов к предупреждению и ослаблению лекарственно-индуцированной периферической нейропа-
тии определяет актуальность изучения особенностей ее моделирования на лабораторных животных. 
Цель работы — изучить современные методы моделирования паклитаксел-индуцированной нейропа-
тии и выявить факторы, влияющие на выраженность нарушения болевой чувствительности у животных. 
Анализ данных экспериментальных статей баз данных PubMed и Google Scholar показал, что на се-
годняшний день для моделирования паклитаксел-индуцированной нейропатии наиболее часто ис-
пользуют повторные внутрибрюшинные инъекции цитостатика, имитирующие химиотерапию у лю-
дей, которые вводят животным в дозах от 2 до 8 мг/кг. При оценке гендерных и возрастных различий 
в проявлении симптомов паклитаксел-индуцированной нейропатии выявлено, что они более харак-
терны для мышей по сравнению с крысами и более выраженно проявляются у молодых животных. 
Таким образом, при моделировании паклитаксел-индуцированной нейропатии у крыс и мышей необ-
ходимо учитывать вид, линию, пол и возраст животных, дозу и схему введения цитостатика. Предот-
вращение дегенерации аксонов, вызванной химиотерапией, может оказаться новым перспективным 
направлением исследований для разработок лекарственных средств.

Ключевые слова: периферическая нейропатия, паклитаксел, паклитаксел-индуцированная нейро-
патия, крысы, мыши
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Peripheral neuropathy is one of the most common adverse effects of chemotherapeutic drugs, including tax-
anes. Paclitaxel is a cytostatic antitumor drug whose mechanism of action is associated with the stabilization 
of microtubule polymerization, causing mitosis arrest followed by apoptotic cell death. The need to  de-
velop new approaches to preventing and alleviating drug-induced peripheral neuropathy makes the study 
of its modeling features in laboratory animal particularly relevant. This work analyzes modern approaches 
to the modeling of paclitaxel-induced neuropathy and identifies factors influencing the severity of pain sen-
sitivity in animals. A review of experimental articles retrieved from the PubMed and Google Scholar data-
bases showed that, at present, repeated intraperitoneal injections of the cytostatic at doses from 2 to 8 mg/kg,  
simulating chemotherapy in humans, are most often used to model paclitaxel-induced neuropathy. When 
assessing sex and age differences in the manifestation of symptoms of paclitaxel-induced neuropathy, they 
were found to be more pronounced in mice compared to rats, being more pronounced in young animals. 
Thus, when modeling paclitaxel-induced neuropathy in rats and mice, it is necessary to take into account the 
species, strain, sex and age of animals, the dose and dosing schedule of the cytostatic. Prevention of axonal 
degeneration caused by chemotherapy may be a new promising direction of research for drug development.
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Согласно данным ВОЗ, опубликованным 
в 2022 г., число больных онкологическими 
заболеваниями составляет около 20 млн че-
ловек [15]. Прогресс в ранней диагностике 
и фармакотерапии способствует повыше-
нию доли выживших пациентов. Вместе 
с тем с ростом применения противоопухо-
левых препаратов увеличивается частота 
вызываемых ими ятрогенных эффектов. 
Периферическая нейропатия относится 
к наиболее частым нежелательным эффек-
там химиотерапии (ею страдают более 60% 
пациентов, получивших противоопухоле-
вую терапию) и отличается высокой фар-
макорезистентностью [12]. Необходимость 
разработки новых подходов к предупре-
ждению и ослаблению лекарственно-инду-
цированной периферической нейропатии 
определяет актуальность изучения особен-
ностей ее моделирования на лабораторных 
животных.

Паклитаксел (ПАК) — первый препарат 
в классе таксанов, открытый более 60 лет 
назад. ПАК обладает цитотоксическим дей-
ствием, механизм действия которого связан 
со стабилизацией полимеризации микро-
трубочек, вызывающей остановку митоза 
с последующей апоптотической гибелью 
клеток. В клинических условиях ПАК вво-
дят внутривенно в виде инфузии, наиболее 
применяемыми схемами терапии являются 
введение инфузии ПАК один раз в неделю 
или один раз в три недели [8].

Цель работы — изучить современные ме-
тоды моделирования ПАК-индуцированной 
нейропатии и выявить факторы, влияющие 
на выраженность нарушения болевой чув-
ствительности у животных.

Поиск статей, в которых опубликованы 
результаты экспериментальных исследо-
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ваний, описывающих моделирование па-
клитаксел-индуцированной химиотерапии 
у крыс и мышей и влияние на нее исследу-
емых средств, осуществлялся в базах дан-
ных PubMed и Google Scholar.

Химиотерапевтические препараты груп-
пы таксанов — противоопухолевые средст-
ва, характерным дозозависимым побочным 
эффектом которых является перифериче-
ская нейропатия. Нейропатическая боль 
у людей проявляется позитивными и нега-
тивными симптомами. К позитивным сим-
птомам (патологически усиленным про-
явлениям болевой чувствительности) 
относятся: гипералгезия, аллодиния, дизе-
стезия, парестезия, спонтанная боль. К не-
гативным симптомам (симптомам сниже-
ния чувствительности) обычно относят 
неврологические сенсорные дефициты 
в болезненной области (гипо- и аналгезию; 
гипо- и анестезию), которые часто сопрово-
ждаются двигательными и когнитивными 
нарушениями [14].

В эксперименте ПАК-индуцированная 
нейропатия воспроизводит позитивные 
симптомы нейропатической боли, и ее мо-
делируют на крысах и мышах [1]. В пер-
вых исследованиях ПАК-индуцированной 
нейропатии ПАК вводили крысам субпе-
риневрально, что вызывало демиелиниза-
цию, аксональный отек и дистальную де-
генерацию нерва [10]. Однако при таком 
подходе не воспроизводилась динамика 
развития ПАК-индуцированной нейропа-
тии у человека, поэтому в дальнейшем пе-
решли к применению внутрибрюшинных 
(в/б) и внутривенных инъекций ПАК. В на-
стоящее время наиболее часто используют 
повторные в/б инъекции, имитирующие хи-
миотерапевтическую терапию у пациентов 
[1, 5]. В зависимости от задач исследования 
ПАК используют в дозах от 0,1 до 60 мг/кг  
[1, 4, 5], причем в большинстве экспери-
ментальных работ цитостатик вводят жи-
вотным в дозе от 2 до 8 мг/кг [1].

Установлено, что на выраженность симп-
томов у мышей с ПАК-индуцированной 
нейропатией влияют линия, пол и возраст 
животных. Так, у мышей линии DBA/2 
более выраженно повышается чувстви-
тельность к механическому раздражите-
лю, чем у мышей C57BL/6; самцы мышей 
с ПАК-индуцированной нейропатией в це-
лом более чувствительны к механической 
стимуляции, чем самки [13]. У молодых 
животных (ПНД 31) наблюдается более вы-
раженная механическая и тепловая гипер-
алгезия, чем у взрослых (ПНД 90–120) [11]. 
Исследование болевой реакции у самцов 
и самок крыс с ПАК-индуцированной ней-
ропатией не выявило гендерных различий 
ни в скорости нарастания и выраженности 
позитивных симптомов нейропатической 
боли, ни в ответе на применение анальге-
тических препаратов per se [6, 10]. В целом 
анализ данных литературы свидетельству-
ет о наличии более выраженных гендерных 
различий у мышей по сравнению с крысами 
и возможности использования самцов крыс 
для моделирования ПАК-индуцированной 
нейропатии для скрининговых исследова-
ний биологически активных веществ.

ПАК снижает порог чувствительности 
к механической стимуляции лап крыс в те-
сте фон Фрея уже через 1 ч после однократ-
ного в/б введения крысам в дозе 1 мг/кг, 
и этот эффект сохраняется в течение 24 ч. 
ПАК при ежедневном в/б введении в дозах 
0,1, 0,5 и 1 мг/кг дозозависимо уменьша-
ет болевой порог у крыс с максимальной 
выраженностью эффекта на 5-й день его 
введения и восстановлением чувствитель-
ности животных спустя две недели после 
окончания его курсового применения [4]. 
Однако внутривенное введение ПАК в дозе 
10 мг/кг один раз в неделю на протяжении 
четырех недель самкам крыс Wistar снижа-
ет порог чувствительности к механической 
стимуляции только через четыре, но не две 
недели после введения [9].
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ПАК при в/б введении хорошо пере-
носится крысами при его первых вве-
дениях, однако после четвертой/пятой 
инъекции повышается вероятность раз-
вития асцита у животных. У крыс с ПАК-
индуцированной нейропатией регистриру-
ют патологические изменения в основном 
в периферических нервах, но они также 
присутствуют в вентральных и дорзальных 
спинальных корешках и волокнах задних 
столбов спинного мозга [2].

Поскольку химиотерапевтические пре-
параты наносят необратимый вред пери-
ферическим нервам, повреждая микротру-
бочки, нарушая аксональный транспорт, 
вызывая гибель нейрональных клеток 
в результате их цитотоксического воздей-
ствия [7, 8], при воспроизведении ПАК-
индуцированной периферической нейро-
патии у лабораторных животных, помимо 
опытов in vivo, целесообразно проводить 
количественную оценку диаметра аксонов, 
иммуногистохимический анализ биоптатов 
кожи и нервов, определение потенциала 

действия и проводимости чувствительных 
нейронов, ультраструктурный морфоме-
трический анализ и т.д. [3].

Выводы
Вызванная химиотерапией перифери-

ческая нейропатия, характеризующаяся 
повреждением периферических нервов 
с последующим нарушением сенсорных 
функций, считается одним из самых серьёз- 
ных и непредсказуемых побочных эф-
фектов современных противоопухолевых 
препаратов, включая ПАК. При моделиро-
вании ПАК-индуцированной нейропатии 
для изучения механизма ее формирования 
и поиска средств фармакологической кор-
рекции необходимо учитывать вид, ли-
нию, пол и возраст животных, дозу и схему 
введения цитостатика, в т.ч. кратность его 
инъекций. Предполагается, что предотвра-
щение дегенерации аксонов, вызванных 
химиотерапией, может оказаться новым 
перспективным направлением исследова-
ний для разработок лекарственных средств.
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БИОМОДЕЛИРОВАНИЕ ВОСПАЛИТЕЛЬНО-АМИЛОИДНОГО 
КАСКАДА КАК ОСНОВЫ БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА  

У СТАРЫХ МЫШЕЙ C57BL/6J

В.И. Инокентьева*, М.А. Грудень, О.А. Соловьева, Н.П. Михайлова, 
А.М. Ратмиров, З.И. Сторожева

ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр оригинальных и перспективных биомедицинских  
и фармацевтических технологий» 

125315, Российская Федерация, Москва, ул. Балтийская, 8

В данной работе было изучено влияние хронического интраназального введения олигомеров про-
воспалительного белка S100A9, индуцирующих воспалительно-амилоидный каскад, у 24-месячных 
мышей C57BL/6J на формирование и сохранность долговременной пространственной памяти, экс-
прессию гена Th, а также содержание и обмен дофамина в гиппокампе, фронтальной коре и моз-
жечке. Обнаружено нарушение долговременной памяти в 3-й и 4-й дни обучения и в сеансе тести-
рования в водном лабиринте Морриса у опытных животных по сравнению с контролем. Экспрессия 
Th статистически значимо повышалась в мозжечке, а содержание дофамина достоверно снижалось 
в гиппокампе. Таким образом, хроническое интраназальное введение олигомеров S100A9 старым 
животным способствует формированию патологических симптомов, подобных болезни Альцгейме-
ра, и может рассматриваться в качестве разрабатываемой модели этого заболевания.

Ключевые слова: биомоделирование, олигомеры S100A9, пространственная память, ген Th, до-
фамин, болезнь Альцгеймера
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BIOMODELING THE INFLAMMATORY AMYLOID CASCADE  
AS THE BASIS OF ALZHEIMER'S DISEASE  

IN OLD C57BL/6J MICE

Victoria I. Inokenteva*, Marina A. Gruden, Olga A. Solovieva,  
Nataliya P. Mikhailova, Alexander M. Ratmirov, Zinaida I. Storozheva

Federal Research Center for Innovator and Emerging Biomedical and Pharmaceutical Technologies 
125315, Russian Federation, Moscow, Baltiyskaya Str., 8

In this work, the effect of chronic intranasal administration of S100A9 proinflammatory protein oligomers, 
inducing the inflammatory-amyloid cascade, in 24-month-old C57BL/6J mice on the formation and pres-
ervation of long-term spatial memory, Th gene expression, as well as dopamine content and metabolism 
in the hippocampus, frontal cortex, and cerebellum was studied. Compared to the control, experimental 
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animals showed an impairment of the long-term memory on days 3 and 4 of training and testing session 
in a Morris water maze. Th expression increased significantly in the cerebellum, while dopamine levels 
decreased significantly in the hippocampus. Thus, chronic intranasal administration of S100A9 oligomers 
to old animals contributes to the formation of pathological symptoms similar to Alzheimer's disease, thus 
showing potential as a model of this disease.
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Введение
Болезнь Альцгеймера (БА) — нейроде-

генеративное заболевание, клинически 
проявляющееся снижением когнитивных 
функций [7]. Спорадическая форма БА ма-
нифестирует в старшем возрасте [4], при-
чины ее развития изучены недостаточно, 
что затрудняет создание валидных транс-
ляционных моделей. Ранее было показано, 
что белок S100A9, а также его амилоидные 
формы являются биомаркерами БА и однов-
ременно индукторами воспаления, а также 
модулируют агрегацию Aβ1-42 [13]. В свя-
зи с этим представляется целесообразной 
разработка модели БА с индукцией пато-
логических процессов введением олигоме-
ров S100A9 (оS100A9) старым животным. 
Наряду с изучением когнитивных функций 
в рамках такой модели целесообразно ис-
следовать активность моноаминергических 
систем мозга [1, 2, 8, 9, 14], которые могут 
рассматриваться в качестве потенциальных 
мишеней терапии.

Цель работы — моделирование актива-
ции воспалительно-амилоидного каскада 
путем хронического интраназального вве-
дения оS100A9 с изучением когнитивных 
нарушений, активности дофаминэргиче-
ской системы и экспрессии гена тирозинги-

дроксилазы (Th) в гиппокампе, фронталь-
ной коре мозга и мозжечке у 24-месячных 
мышей линии C57BL/6J.

Материалы и методы
Работа проведена на 28 самцах мышей ли-

нии C57BL/6 (филиал «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России, Московская обл.) 
24-месячного возраста. Животных случай-
ным образом распределяли по двум груп-
пам и в течение 14 дней вводили интрана-
зально 8 мкл физ. р-ра (группа контроля, 
n=14) либо оS100A9 (экспериментальная 
группа, n=14), в том же объеме, в суммар-
ной дозе 0,48 мг/кг. Препарат оS100A9 
получен в системе in vitro и охарактери-
зован, как описано ранее [5]. Проведение 
исследований одобрено комиссиями по би-
омедицинской этике ФГБНУ «ФИЦ ориги-
нальных и перспективных биомедицинских 
и фармацевтических технологий».

Формирование долговременной про-
странственной памяти проводили в водном 
лабиринте Морриса (ВЛМ) в течение 4-х 
дней, на 5-й день тестировали ее сохран-
ность [11, 12]. Через 24 ч мышей декапи-
тировали, выделяли на холоде структуры 
мозга, в которых определяли содержание до-
фамина и его метаболитов методом ВЭЖХ 
[3] и экспрессию гена Th с помощью ПЦР 
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в реальном времени, рассчитывая его отно-
сительный уровень по методу -ΔCt, исполь-
зуя референсный ген β-актина [6].

Полученные результаты обрабатывали 
в программе Statistica 8.0 (“StatSoft, Inc.”, 
США) с применением U-критерия Манна – 
Уитни. Различия считали достоверны-
ми при p<0,05. Результаты представляли 
в виде медианы, нижнего и верхнего квар-
тилей (Me; [Q1;Q4]) или в виде средней 
арифметической и стандартной ошибки 
(M±SEM).

Результаты и их обсуждение
Показатели формирования и сохранности 

пространственной памяти в ВЛМ представ-
лены в табл. 1. В экспериментальной груп-
пе в сравнении с контролем было выявлено 
значимое возрастание времени достижения 
платформы в 3-й и 4-й дни обучения, а так-
же снижение показателей сохранности про-
странственной памяти при тестировании.

В экспериментальной группе обнаруже-
но повышение экспрессии гена Th (табл. 2), 
что в целом согласуется с результатами дру-
гих исследований. Известно, что относи-
тельная экспрессия мРНК Th повышается 
у больных с БА в каудальной зоне голубого 
пятна [10], а также компенсаторно увеличи-
вается у нейронов, сохранившихся в усло-
виях дегенерации черной субстанции [11].

Содержание дофамина после введения 
оS100a9 снижалось в гиппокампе, что соот-
ветствует данным о дегенерации дофаминер-
гической системы при БА [2, 14]. В содержа-
нии метаболитов дофамина статистически 
значимых изменений выявлено не было.

Заключение
Результаты проведенных исследований 

указывают на перспективность применения 
оS100A9 для моделирования патогенетиче-
ских и компенсаторных процессов при раз-
витии БА.

Таблица 1. Показатели формирования и сохранности пространственной памяти в водном лабиринте Морриса 
у мышей контрольной и экспериментальной групп
Table 1. Indicators of spatial memory formation and retention in the Morris Water Maze testing in control and experi-
mental mice

Группа

Время достижения платформы при обучении, с Показатели поведения при 
тестировании

1-й день 2-й день 3-й день 4-й день
Кол-во 

пересечений 
платформы

Время в целевом 
квадранте

Контроль 55,9±1,9 43,0±3,7 35,6±4,1 31,5±2,3 4,95±0,40 14,24±1,83
оS100A9 57,2±1,6 49,1±3,7 46,8±3,3* 44,3±3,8* 2,90±0,82* 7,87±2,34*

Примечание: * — p<0,05.
Note: * — p<0.05.

Таблица 2. Показатели экспрессии гена Th и содержания дофамина и его метаболитов во фронтальной коре, 
гиппокампе и мозжечке 24-месячных мышей
Table 2. Indicators of Th gene expression and dopamine activity in the frontal cortex, hippocampus, and cerebellum 
of  24-month-old mice

Структуры мозга /
Группы животных

Фронтальная кора Гиппокамп Мозжечок
Контроль оS100A9 Контроль 0S100A9 Контроль оS100A9

Ген Th
(отн. ед.)

1,1
(0,5;1,3)

9,0
(1,5;11,6)

0,06
(0,05;0,08)

0,38
(0,06;1,28)

0,09
(0,08;0,10)

1,38**
(1,29;3,53)

Дофамин
(пмоль/г ткани)

700
(313;732)

633
(611;665)

136
(131;170)

93**
(79; 94)

115
(96;126)

70
(65;85)

Примечание: ** — p<0,01.
Note: ** — p<0.01.
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A U-70 ACCELERATOR COMPLEX

Tatiana A. Belyakova1,2,*, Olga M. Rozanova1, Elena N. Smirnova1, 
Nataliia S. Strelnikova3

1 Institute of Theoretical and Experimental Biophysics of the Russian Academy of Sciences 
142290, Russian Federation, Moscow Region, Pushchino, Institutskaya Str., 3

2 Institute for High Energy Physics named after A.A. Logunov  
of the National Research Centre “Kurchatov Institute” 

142281, Russian Federation, Moscow Region, Protvino, Science Sq., 1
3 Branch “Physical Technical Center”, P.N. Lebedev Physical Institute of the Russian Academy of Sciences 

142281, Russian Federation, Moscow Region, Protvino, Mira Str., 1Н

Radiobiological effects of the therapeutic beam of carbon ions were studied using a U-70 acceleration com-
plex in mice subjected to total irradiation. Following 30-day survival, a micronucleus test was conducted. 
The values of relative biological effectiveness (RBE) were determined depending on the dose, linear energy 
transfer (LET) of carbon ions, and the method of damage registration.
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Введение
Применение ускоренных ионов углерода 

(12С) представляет собой перспективный ме-
тод лечения опухолей, резистентных к луче-
вой терапии (ЛТ) фотонами или расположен-
ных вблизи критических органов [8, 3]. Ионы 

12С характеризуются высокой плотностью 
ионизации, увеличивающейся вдоль трека 
частицы, благодаря чему повышается относи-
тельная биологическая эффективность (ОБЭ), 
снижается зависимость от фракционирования, 
стадий клеточного цикла и содержания кисло-
рода. ОБЭ ионов 12С на клеточных культурах 
хорошо изучена, но имеет большой разброс 
значений для культур опухолевых клеток, 
что затрудняет планирование дозы для ионной 
терапии опухолей разной этиологии и локали-
зации. Результаты исследований, полученные 
в условиях in vitro, часто трудно использовать 
для оценки действия ионов 12С in vivo для про-
гнозирования поздних осложнений и опреде-
ления доз толерантности нормальных тканей 
при ЛТ [7]. Успешное применение ионов 12С 
для радиотерапии опухолей, а также плани-
рование длительных космических полётов 
обуславливают необходимость комплексного 
подхода к оценке биологических последст-
вий на животных при действии in vivo низких, 
средних и высоких доз ионов 12С с использо-
ванием методов, которые подтвердили свою 
релевантность при тестировании действия 
других генотоксических агентов.

Цель работы — исследование биологиче-
ского действия ионов 12С при тотальном об-

лучении мышей в зависимости от дозы и ве-
личины линейной передачи энергии (ЛПЭ) 
с помощью микроядерного теста и 30-суточ-
ной выживаемости.

Материалы и методы
Эксперименты проводили на 2-месячных 

самцах аутбредных нелинейных мышей ко-
лонии SHK массой 31–35 г, которых разво-
дили и содержали в условиях вивария ИТЭБ 
РАН (Пущино, Россия) [5]. Протокол экспе-
римента был одобрен Комиссией ИТЭБ РАН 
по биологической безопасности и биоэтике. 
Эксперименты были проведены на 330 мышах.

Тотальное облучение мышей пучком ио-
нов 12С с энергией 450 МэВ/нуклон осу-
ществлялось на установке «Радиобио-
логический стенд на углеродном пучке У-70» 
НИЦ «Курчатовский институт»  — ИФВЭ 
(Протвино) в диапазоне доз 0,1–1,5 Гр и в дозе 
6,5 Гр в трех областях кривой Брэгга, характе-
ризующей распределение частиц в зависимо-
сти от ЛПЭ: до пика (ЛПЭ ~15 кэВ/мкм), в пике 
Брэгга (ЛПЭ ~100 кэВ/мкм) и после пика (ЛПЭ  

~5 кэВ/мкм). Параллельно мышей облучали 
такими же дозами рентгеновского излучения 
(РИ) на установке РУТ (ЛПЭ = 2  кэВ/мкм)  
в ЦКП «Источники излучения» (ИБК, Пущино). 
Для оценки генотоксического эффекта низких 
и средних доз ионов 12С анализировали количе-
ство микроядер (МЯ) в полихроматофильных 
эритроцитах (ПХЭ) костного мозга мышей 
c помощью микроядерного теста. Для опреде-
ления системного влияния на организм приме-
няли критерий 30-суточной выживаемости.

Keywords: carbon ion, X-rays, relative biological effectiveness, linear energy transfer, mice, micronuclei, 
30-day survival rate
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Статистический анализ выполнялся с по-
мощью программного обеспечения Statistica 
10.0. Различия считали статистически значи-
мыми при p≤0,05.

Результаты и их обсуждение
При действии ионов 12С в низких и сред-

них дозах на уровень цитогенетических по-
вреждений было обнаружено, что количество 
ПХЭ с МЯ после облучения в пике Брэгга 
в дозе 0,25 Гр резко увеличивается по срав-
нению с 0,1 Гр, также в диапазоне 0,5–0,8 Гр 
не наблюдали роста повреждений в зависи-
мости от дозы. При облучении до пика Брэгга 
выход ПХЭ с МЯ не изменялся в области 
доз 0,5–1,0  Гр, а при облучении после пика 
значимых различий не было в области доз 
0,1–0,3  Гр. Возможно, полученные законо-
мерности связаны с гиперчувствительностью 
и индуцированной радиорезистентностью 
в области малых доз. Наличие аналогичных 
немишенных эффектов было также показано 
при действии ионов 12С с ЛПЭ = 27 кэВ/мкм 
в дозах <1 Гр на клетки CHO-K1 по уровню 
хромосомных аберраций [1] и при изучении 
выживаемости клеток V79, облученных ио-
нами 12С с энергией 100 МэВ [2]. Выход ПХЭ 
с МЯ после облучения ионами 12С в пике 
Брэгга статистически значимо отличался 
от выхода ПХЭ при РИ только в диапазоне доз 
0,25–1,5 Гр. Статистически значимые отличия 
выхода ПХЭ с МЯ при облучении ионами 12С 
до пика Брэгга относительно РИ наблюдались 
при дозе 0,5 Гр, а при облучении после пика 
Брэгга — в дозах 0,2 и 0,5 Гр. Величина ОБЭ, 
рассчитанная по значениям цитогенетических 
нарушений при равноэффективных дозах 
ионов 12С и РИ, для пика Брэгга была макси-
мальной 1,7 при дозе 0,2 Гр, а минимальной — 
1,1 в дозе 1 Гр. Значения ОБЭ при облучении 
мышей до и после пика Брэгга незначительно 
изменялись в диапазоне малых и средних доз 
и в среднем составляли 0,9 и 0,8 соответственно.

При исследовании влияния ионов 12С по кри-
терию выживаемости при облучении мышей 
в дозе 6,5 Гр было обнаружено, что основная 

гибель мышей, облученных в пике Брэгга, на-
блюдалась с 3 по 9 сут после облучения, в от-
личие от РИ, где животные начинали гибнуть 
с 10 сут. Несмотря на разное течение острой 
лучевой болезни, на 30 сут количество вы-
живших мышей после обоих видов излуче-
ний не отличалось. Средняя продолжитель-
ность жизни (СПЖ) погибших мышей после 
облучения ионами 12С составила 7,6±2,0 сут, 
а после РИ — 15,7±5,0 сут. При облучении 
до пика Брэгга, где радиационные пораже-
ния обусловлены ионами 12С с низкой ЛПЭ  
(~15 кэВ/мкм) и вторичными частицами, гибель 
животных в течение 30 сут была меньше, чем 
при действии РИ. СПЖ в этой группе равнялась 
18±5 сут и не отличалась от таковой у мышей, об-
лученных РИ. При облучении мышей в области 
за пиком Брэгга, где спектр излучения представ-
лен лишь вторичными частицами, наблюдалось 
отсутствие гибели животных, что свидетельст-
вует о преобладании в спектре частиц с низкой 
ЛПЭ. На основе кривых выживаемости были 
вычислены значения ОБЭ, которые для ионов 
12С в пике Брэгга составили 1,6, а до пика — 0,8, 
что согласуется с данными других работ [4, 6].

Заключение
Таким образом, в результате исследования 

определены значения ОБЭ ионов 12С при об-
лучении мышей в зависимости от дозы и ЛПЭ 
с помощью микроядерного теста и 30-суточной 
выживаемости. При ЛПЭ частиц с 100 кэВ/мкм  
величины ОБЭ, определенные с помощью 
обоих тестов, были в диапазоне от 1,1 до 1,7 
и зависели от дозы облучения. ОБЭ ионов 12С 
с ЛПЭ 15 кэВ/мкм, рассчитанная по двум те-
стам, была меньше 1. Значение ОБЭ ионов 12С 
с ЛПЭ ~5 кэВ/мкм по МЯ-тесту равнялось 0,8, 
хотя в этой области почти отсутствуют ядра 
углерода и преобладают вторичные протоны, 
нейтроны и α-частицы. Показано, что, не-
смотря на различия в три раза ЛПЭ ионов 12С 
до и после пика Брэгга, значения ОБЭ ока-
зались близкими, т.е. в этом случае эффекты 
обусловлены не только ЛПЭ, но и спектром 
и энергией вторичных частиц.
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ИЗМЕНЕНИЕ ГЕНОТОКСИЧЕСКИХ СВОЙСТВ ЭТОПОЗИДА  
ПРИ СОВМЕСТНОМ ПРИМЕНЕНИИ  

С ЭКСТРАКТАМИ ТРУТОВЫХ ГРИБОВ
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Для анализа повреждения генетического материала применяется метод ДНК-комет, используемый 
для оценки разрушения ДНК в отдельных клетках. Данный метод позволяет обнаружить поврежде-
ния ДНК, вызванные различными факторами, такими как канцерогены, радиация и окислительный 
стресс. Целью данного исследования была оценка протекторных свойств трутовых грибов при их 
совместном применении с противоопухолевым препаратом этопозид. Исследование проводили на мо-
дельном объекте D. melanogaster. Личинок лабораторной линии Canton-S культивировали на субстра-
тах с внесением экстрактов трутовых грибов (F. pinicola, F. fomentarius и G. applanatum) с концент-
рацией в среде 0,5% отдельно или совместно с этопозидом (0,04%). В ходе работы определили, что 
экстракты F. pinicola и F. fomentarius не проявляют протекторных свойств (усиливают действие цито-
токсика). Экстракт G. applanatum проявляет протекторные свойства в отношении повреждения ДНК.
Полученные данные открывают перспективы для разработки новых подходов к снижению побоч-
ных эффектов химиотерапии и повышению её эффективности.

Ключевые слова: дрозофила, этопозид, трутовые грибы, экстракт, генотоксичность
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The comet assay method is used to assess DNA damage at the level of individual cells under the action of various 
factors, such as carcinogens, radiation and oxidative stress. In this study, we set out to evaluate the protective prop-
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erties of polypore fungus extracts when combined with etoposide, an antitumor drug. The study was conducted 
using D. melanogaster as a model object. Larvae of the Canton-S laboratory strain were cultured on substrates 
with polypore fungus extracts (F. pinicola, F. fomentarius, and G. applanatum), both separately (a medium con-
centration of 0.5%) and in combination with etoposide (0.04%). The extracts of F. pinicola and F. fomentarius did 
not exhibit protective properties by enhancing the effect of the drug. Conversely, G. applanatum extract exhibited 
protective properties against DNA damage. The data obtained are promising for the development of new ap-
proaches to reducing the side effects of chemotherapy and increasing its effectiveness. 
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Введение
Нестабильность генома может быть об-

условлена действием различных химиче-
ских веществ, излучением, в т.ч. многие 
противоопухолевые препараты приводят 
к избыточному повреждению генетическо-
го материала. Несмотря на то что основным 
действием цитотоксических лекарствен-
ных препаратов является клеточная гибель, 
в большинстве случаев они приводят 
к повреждению хромосом и фрагментации 
ДНК [8]. Показано, что ингибитор топои-
зомеразы II — этопозид при концентрации 
10–100 мг/кг способствует повышению 
уровня повреждения ДНК в костном моз-
ге у мышей и демонстрирует цитотоксич-
ность, при снижении дозы до 0,1–1 мг/кг 
цитотоксические проявления не наблюдали, 
тогда как генотоксические оставались [7]. 
Наличие высокого генотоксического потен-
циала этопозида и применение его в тера-
певтических целях приводит к активному 
поиску протекторов. Природное сырье 
может обладать антигенотоксическим по-
тенциалом. Например, полифенол из пло-
дов манго — мангиферин — тестировали 
в качестве протектора для мезенхимальных 
стволовых клеток от избыточного повре-
ждения ДНК, вызванного этопозидом [4].

Трутовые грибы являются перспектив-
ным природным сырьем с антимутаген-
ным и антигенотоксическим потенциалом 
[1]. При оценке биомедицинских свойств 
для Fomes fomentarius выявлено цито-
токсическое действие в отношении куль-
туры раковых клеток MDA-MB-231 [2]. 
В тесте Эймса определены антимутаген-
ные свойства также для F. fomentarius [6]. 
Но данное сырье в зависимости от концен-
трации может приводить и к негативным 
нейротоксическим проявлениям: как по-
казано на культуре клеток SH-SY5Y, ис-
пользование концентрации меланинов 
экстракта выше 40 мкг/мл приводит к вы-
раженной нейротоксической реакции [5]. 
Еще два представителя трутовых гри-
бов — Fomitopsis pinicola и Ganoderma 
applanatum  — проявляют цитопротектор-
ные свойства благодаря β-галактозидазе 
[3]. Для F. pinicola в экспериментах in vitro 
обнаруживается цитотоксическое действие 
уже при концентрации 40 мкг/мл [9].

Цель работы — оценить изменение ге-
нотоксических свойств этопозида при сов-
местном применении с трутовыми грибами: 
Fomitopsis pinicola, Ganoderma applanatum 
и Fomes fomentarius на примере модель-
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ного генетического объекта Drosophila 
melanogaster.

Материалы и методы
Сбор, сушку и приготовление экстракта 

из плодовых тел трех видов трутовых гри-
бов производили согласно указанной ме-
тодике [1]. Экстракты вносили в питатель-
ную среду для культивирования дрозофил 
0,5% концентрации. Противоопухолевый 
препарат этопозид (Этопозид-ЛЕНС, 
«Верофарм») вносили в концентрации 
0,04% для усиления генотоксических про-
явлений.

Личинок содержали на питательной сре-
де с внесением дистиллированной воды, 
этопозида 0,04%, экстракта Fomitopsis 
pinicola, Ganoderma applanatum или Fomes 
fomentarius (0,5%). Они были распределе-

ны в три экспериментальные группы, куль-
тивируемые при совместном добавлении 
цитотоксика и экстракта каждого из труто-
вых грибов.

Метод ДНК-комет включал в себя го-
могенизацию биоматериала, этап лизиса, 
электрофореза, окрашивания бромистым 
этидием и микроскопирование. Согласно 
полученным фотографиям производили 
ранжирование типов повреждения ДНК 
в различных экспериментальных группах 
и вычисляли Индекс ДНК-комет (ИДК) 
(рис. 1).

Результаты и их обсуждение
Все три вида трутовых грибов характери-

зуются отсутствием генотоксических про-
явлений. Тогда как, согласно полученным 
данным, при совместном использовании  

Рис. 1. Типы повреждений ДНК (ранги от 0 до 4).
Fig. 1. Types of DNA damage (ranks from 0 to 4).

Рис. 2. Индекс ДНК-комет в различных экспериментальных группах D. melanogaster (* — отличия от  контроль-
ной выборки при p≤0,05).
Fig. 2. DNA comet indices in different experimental groups of D. melanogaster (*—differences from the control 
at p≤0.05).
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с противоопухолевым препаратом выявили 
разнонаправленное действие тестируемых 
экстрактов трутовых грибов относительно ге-
нотоксического проявления этопозида (рис. 2).

Наибольший генотоксический синер-
гизм демонстрирует F. pinicola, увеличи-
вая показатель ИДК в 12 раз относительно 
контрольной выборки. Подобный аддитив-
ный эффект усиления генетической актив-
ности этопозида наблюдали и при совмест-
ном внесении F. fomentarius и этопозида. 
Тогда как G. applanatum снижает геноток-
сические проявления данного цитотоксика 
до контрольных значений ИДК.

Заключение
Биомедицинские возможности экс-

трактов трутовых грибов очень обширны 

в области комбинированной терапии онко-
логических заболеваний. В ходе исследова-
ния определили, что экстракты F. pinicola 
и F. fomentarius не проявляют протектор-
ных свойств, а усиливают генотоксическое 
действие цитотоксика в отношении уров-
ня повреждения ДНК. В связи с чем реко-
мендации к их совместному применению 
должны содержать оптимальные дозы ком-
понентов для безопасного и эффективного 
применения в клинической практике.

Экстракт G. applanatum проявляет про-
текторные свойства, уменьшая количество 
повреждений ДНК, вызванных этопозидом, 
что открывает возможность совершенство-
вания химиотерапии, а также снижает риск 
вторичного опосредованного лекарствами 
опухолеобразования.
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ГЕНЕТИЧЕСКАЯ АКТИВНОСТЬ ЭКСТРАКТОВ 
ПРЕДСТАВИТЕЛЕЙ РОДА SALVIA

А.К. Вербицкая1, О.Н. Антосюк2,*, Е.А. Шарова1

1 ФГБУН «Ботанический сад Уральского отделения РАН», 
620144, Российская Федерация, Екатеринбург, ул. 8 Марта, 202А

2 ФГАОУ ВО «Уральский федеральный университет имени первого Президента России Б.Н. Ельцина» 
620002, Российская Федерация, Екатеринбург, ул. Мира, 19

Для анализа повреждения генетического материала применяется метод ДНК-комет, используемый 
для оценки разрушения ДНК в отдельных клетках. Данный метод позволяет обнаружить поврежде-
ния ДНК, вызванные различными факторами, такими как канцерогены, радиация и окислительный 
стресс. В данном исследовании провели оценку генетической активности этанольных экстрактов че-
тырех представителей рода Salvia. Исследование проводили на модельном объекте D. melanogaster. 
Личинок лабораторной линии Canton-S культивировали на субстратах с внесением экстрактов шал-
фея (S. stepposa Des-Shost., S. verticillata L., S. tesquicola Klokov and Pobed., S. glutinosa L) с концент-
рацией в среде 0,1 и 1%. В ходе работы определили, что все исследуемые виды шалфея не характери-
зуются генотоксичностью в концентрации 0,1%. А S. glutinosa в данной концентрации демонстрирует 
антигенотоксические свойства, снижая уровень фрагментации ДНК относительно контрольной 
группы. При увеличении концентрации экстракта в питательном субстрате до 1% проявляются 
генотоксические свойства двух представителей рода Salvia, а именно S. stepposa и S. verticillata. 
Таким образом, установленные концентрации растительных экстрактов видов рода Salvia являются 
перспективными для дальнейшего изучения с целью выявления эффективных биологических свойств.

Ключевые слова: Drosophila melanogaster, экстракт, шалфей, ДНК
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
Для цитирования: Вербицкая А.К., Антосюк О.Н., Шарова Е.А. Генетическая активность экстрактов пред-
ставителей рода Salvia. Биомедицина. 2025;21(4):110–113. https://doi.org/10.33647/2074-5982-21-4-110-113
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GENETIC ACTIVITY OF EXTRACTS OF GENUS SALVIA 
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DNA damage at the level of individual cells is assessed using the method of comet assay. This method 
allows detection of DNA damage caused by various factors, such as carcinogens, radiation and oxidative 
stress. In this study, we evaluated the genetic activity of ethanol extracts of four representatives of the Sal-
via genus using D. melanogaster as a model object. Larvae of the Canton-S laboratory strain were cultured 
on substrates with the addition of sage extracts (S. stepposa Des-Shost., S. verticillata L., S. tesquicola 
Klokov and Pobed., S. glutinosa L) under their concentration in the medium of 0.1% and 1%. According 
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Введение
Использование лекарственных растений 

в биомедицинских целях рассматривает-
ся как альтернативное и менее агрессив-
ное сырье в отношении как генетического 
материала, так и организма в целом [8]. 
Геномная нестабильность реализуется 
на фоне воздействия многих факторов, 
в т.ч. лекарственных препаратов. Подобная 
дестабилизация может приводить к опу-
холеобразованию, прогрессии возрастных 
и заболеваний нервной системы [5].

Среди представителей рода Salvia много 
видов, характеризующихся биологически 
активными свойствами. Наиболее изучен-
ным является Salvia officinalis, нивелирую-
щий генотоксический эффект CdCl2 у крыс, 
уменьшая вызванную им фрагментацию 
ДНК и восстанавливая нормальный уровень 
экспрессии апоптотических генов Bcl-2 
и Bax [4]. Менее изученный, но перспектив-
ный вид S. verticillata проявляет цитотокси-
ческий потенциал и рассматривается в ка-
честве кандидата для противоопухолевой 
терапии [6]. Подобные свойства описаны 
и для S. aethiopis на культуре клеток HepG2 
in vitro [7]. Другой вид — S. lachnostachus 
Benth. — предполагают к использованию 
при профилактике артрита [3]. В сельско-
хозяйственном направлении изучаются 
S.  sclarea L., способствующий росту, усво-
ению питательных веществ и улучшению 

иммунного ответа у ягнят, а S. pratensis L. 
рассматривается как экологичный вариант 
гербицида [1, 2].

Одной из наиболее существенных осо-
бенностей использования экстрактов расте-
ний является тестирование их генетической 
активности, наличие которой уменьшает 
возможности применения данного вида 
природного сырья на практике.

Цель работы — оценить генетическую 
активность этанольных экстрактов четырех 
представителей рода Salvia: S. stepposa Des-
Shost., S. verticillata L., S. tesquicola Klokov 
and Pobed., S. glutinosa L.

Материалы и методы
Растения видов S. stepposa Des-Shost., 

S. verticillata L., S. glutinosa L. интроду-
цированы на территории Ботанического 
сада УрО РАН, вид S. tesquicola Klokov and 
Pobed. был взят из природной популяции 
Ставропольского края (г. Пятигорск, гора 
Горячая, южный остепненный склон). Сырье 
было собрано в 2024 г. Экстракцию про-
изводили 70% этанолом (1:20). Экстракты 
добавляли в питательную среду для культи-
вирования модельного объекта Drosophila 
melanogaster в концентрациях 0,1 и 1% от-
носительно общего объема пищи.

Повреждение ДНК определяли методом 
ДНК-комет в щелочной вариации: гомоге-

to the results obtained, all the studied sage species are not characterized by genotoxicity at a concentration 
of 0.1%. Under this concentration, S. glutinosa demonstrates antigenotoxic properties, reducing the level 
of DNA fragmentation relative to the control. When increasing the concentration of the extract in the nu-
trient substrate to 1%, two representatives of the Salvia genus – S. stepposa and S. verticillate – become 
to manifest genotoxic properties. Thus, the established concentrations of plant extracts of Salvia species 
are promising for further study in order to identify effective biological properties.
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низировали биоматериал, осуществляли 
лизис, электрофорез, окрашивание броми-
стым этидием. Фотосъемку производили 
на камеру флуоресцентного микроскопа 
Leica DM500B. Подсчет индекса ДНК-
комет осуществляли согласно формуле:

Idc=
(0n0+1n1+2n2+3n3+4n4)  .

Ʃ

Результаты и их обсуждение
Все исследуемые виды шалфея не характе-

ризуются генотоксичностью в концентрации 
0,1%. А S. glutinosa в данной концентрации 
демонстрирует антигенотоксические свой-
ства, снижая уровень фрагментации ДНК 
относительно контрольной группы (рис.).

При увеличении концентрации экстракта 
в питательном субстрате до 1% проявля-

ются генотоксические свойства двух пред-
ставителей рода Salvia, а именно S.  step-
posa и S.  verticillata. Индекс ДНК-комет 
S.  verticillata достигает значения 0,947, 
что превышает контрольное значение более 
чем в 3 раза.

Заключение
В ходе исследования определили, что экс-

тракты S. verticillata и S. stepposa проявля-
ют генотоксические свойства в концентра-
ции 1%, тогда как при 0,1% концентрации 
подобного эффекта не зарегистрировали. 

Экстракт S. glutinosa проявляет антигено-
токсические свойства при использовании 
0,1% концентрации, уменьшая количество 
повреждений ДНК относительно контроль-
ной выборки.

Рис. Индекс ДНК-комет в различных экспериментальных группах D. melanogaster (* — достоверные отличия 
от контрольной выборки χ2 при p≤0,05).
Fig. DNA comet indices in different experimental groups of D. melanogaster (* — significant differences compared 
to the control χ2 at p≤0.05).
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Ключевым фактором прогрессирования болезни Альцгеймера (БА) является накопление бета-амило-
идного пептида (Aβ) в мозге с последующим образованием фибрилл. Ингибирование фибриллообра-
зования на ранних стадиях является одной из стратегий лечения БА. На сегодняшний день накоплено 
много исследовательских данных, свидетельствующих о способности азотсодержащих гетероциклов 
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Accumulation of beta-amyloid peptide (Aß) in the brain followed by the formation of fibrils is a key factor 
in the progression of Alzheimer's disease (AD). One therapeutic strategy for AD consists in inhibition 
of fibrillation in its early stages. Today, a large body of research data has been accumulated indicating 
the ability of nitrogen-containing heterocycles with various substituents to directly bind to Aβ and inhibit 
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Введение
Болезнь Альцгеймера (БА) представля-

ет собой нейрокогнитивное расстройство, 
при котором наблюдается прогрессиру-
ющее снижение физической, социальной 
и исполнительной деятельности. Согласно 
амилоидной гипотезе, ключевым фактором 
прогрессирования БА является накопление 
β-амилоидного пептида (Aβ), образующе-
гося при последовательном расщеплении 
белка — предшественника амилоида (APP) 
протеазами. Первоначально растворимый 
Aβ начинает претерпевать конформацион-
ные изменения, становясь более склонным 
к агрегации с разной степенью олигомери-
зации. Ингибирование фибриллообразо-
вания Aβ на ранних этапах формирования 
амилоидных отложений является одной 
из разрабатываемых стратегий лечения БА.

Накопленные исследовательские данные 
указывают на то, что азотсодержащие гете-
роциклы являются перспективным источ-
ником кандидатов для разработки новых 
подходов к терапии БА. Представители дан-

ного класса гетероциклических соединений 
потенциально способны к прямому связы-
ванию c Aβ [1, 4] и ингибированию процес-
са образования его фибрилл [6]. Лиганды, 
способные ингибировать олигомеризацию 
Aβ, часто содержат такие азотсодержащие 
мотивы, как остаток ароматического ами-
на [2], пиридина [5, 8], а также галогенфе-
нильный и алкилфенильный остатки [3]. 
Помимо этого, некоторые представители 
конденсированных гетероциклов [7] пока-
зывали хороший ингибирующий эффект 
(более 60%) в отношении агрегации Aβ.

Новый представитель класса азотсодер-
жащих гетероциклов, AAD82 (рис. 1), по-
лученный по реакции Манниха, содержит 
описанные выше структурные элемен-
ты, что позволяет предположить наличие 
у AAD82 способности связываться с Aβ  
и/или ингибировать образование фибрилл 
Aβ. В данной работе были смоделированы 
комплексы ADD82 с мономерной (mAβ) 
и протофибриллярной (fAβ) формами Aβ 
и проведен анализ их сайтов связывания.
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Материалы и методы
Трёхмерная модель структуры ADD82 

(рис. 1) была создана с использованием 
программного пакета ChemDraw 22.0.0 
и оптимизирована в силовом поле MM2. 
Для моделирования комплексов ADD82 
с мономерной (PDB ID: 2LFM, NMR, 20 
структур) и протофибриллярной (PDB ID: 
2LMN, ЯМР, 10 структур) формами Aβ 
(длиной 40 а.о., Aβ40) использовалась про-
грамма AutoDock Vina. Характеристики 
взаимодействий комплекса были получены 
с помощью сервиса PLIP (https://plip-tool.
biotec.tu-dresden.de/plip-web/plip/index).

Результаты исследований
На рис. 1 представлена структурная фор-

мула соединения ADD82 и его трехмерная 
модель.

Мы провели моделирование комплексов 
AAD82-mAβ40 оптимизированной трехмер-
ной модели AAD82 c 20 структурами моно-
мерной формы Aβ40 и комплексов AAD82-
fAβ40 с 10 структурами протофибриллярной 
формы Aβ40. Взаимодействие аминокислот-
ных остатков (а.о.) обеих форм Aβ проходи-
ло в большей степени с 4-фторфенильным 
и 4-метилфенильным остатками соедине-
ния AAD82, хотя для некоторых моделей 
в формировании комплекса участвовал 
конденсированный гетероцикл (9 из 20 мо-
делей комплекса AAD82-mAβ40 и 3 из 10 
модели комплекса AAD82-fAβ40). Все про-
анализированные модели AAD82-mAβ40 

включали а.о. пептида с 4 по 10 (неупоря-
доченный участок на N-конце) и с 11 по 22 
(альфа-спираль Aβ40) с преобладанием ги-
дрофобных связей, в некоторых моделях 
участвовали связи, образованные по донор-
но-акцепторному механизму. Чаще всего 
в связывании были задействованы остатки 
TYR10, VAL12, GLN15 и VAL18 (рис. 2а, 
синие столбцы). Среднее по 20 моделям зна-
чение энергии (ΔG) образования комплекса 
AAD82-mAβ40 составило –(7,29±0,28) ккал/
моль, что соответствует среднему значе-
нию равновесной константы диссоциации 
KD=(4,50±1,57)×10-6. В формировании 
двух моделей комплексов AAD82-mAβ40 
с наименьшей из 20 моделей ΔG, равной  
–(8,10±0,81) ккал/моль (KD=(1,15±2,11)× 
10-6) и –(7,80±0,51) ккал/моль (KD=(1,90± 
1,85)×10-6) чаще всего участвовали HIS6, 
TYR10, VAL12 и PHE20 аминокислотной 
цепи mAβ40 (рис. 2а, зелёные столбцы).

В образовании комплекса AAD82-fAβ40 
участвовали от 2 до 6 цепей Aβ40. Межмоле-
кулярное взаимодействие AAD82-fAβ40 
осуществлялось в основном посредством 
гидрофобных связей и затрагивало a.o. 
пептида с 15 по 40, образующие β-складку 
протофибриллы (преимущественно ALA21, 
ALA30, ILE31, ILE32 и VAL39, рис. 2б, 
фиолетовые столбцы). Среднее по десяти 
моделям значение ΔG комплекса AAD82-
fAβ40 составило –(10,21±0,78) ккал/моль, 
что соответствует KD=(3,25±4,35)×10-8.  
Две модели комплекса AAD82-fAβ40, 

Рис. 1. Структурные особенности молекулы пиридо-1,3,5-триазина, AAD82 (зеленым выделен остаток аро-
матического амина — пара-толуидина, розовым выделено пиридиновое ядро, желтым выделен 4-фторфе-
нильный остаток).
Fig. 1. Structural features of the pyrido-1,3,5-triazine molecule, AAD82 (the aromatic amine residue, para-toluidine, 
is highlighted in green, the pyridine core is highlighted in pink, and the 4-fluorophenyl residue is highlighted in yellow).
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в формировании которых чаще участво-
вали ALA21, ALA30 и ILE3 (рис. 2б, ро-
зовые столбцы), отличались наименьшим 
среди 10 моделей ΔG, равным –(11,60± 
1,39) ккал/моль (KD=(3,11±16,10)×10-9) 
и –(11,20±0,99) ккал/моль (KD=(6,11± 
15,67)×10-9).

Заключение
Согласно нашим данным, наиболее ве-

роятный сайт связывания низкомолеку-
лярного лиганда AAD82 с mAβ40 включает 
в себя АО TYR10, VAL12, GLN15, VAL18. 
Сайт связывания fAβ40 с AAD82 смещен 
к С-концевому участку аминокислотной 
цепи по сравнению с таковым для mAβ40. 

Наш анализ позволил получить представ-
ление о геометрии наиболее вероятной 
области связывания mAβ40/fAβ40 c моле-
кулой AAD82, что даёт возможность то-
чечно влиять на свойства данного класса 
низкомолекулярных лигандов и константу 
взаимодействия его представителей с Aβ. 
Для дальнейшего изучения способности 
молекулы AAD82 связываться с различ-
ными формами Aβ40 и ингибировать обра-
зование фибрилл необходимо проведение 
экспериментов in vitro. В случае получения 
положительных результатов такое соеди-
нение может рассматриваться как потен-
циальный кандидат для разработки новых 
подходов к диагностике и терапии БА.

Рис. 2. Частота повторяющихся аминокислотных остатков (а.о.), участвующих в формировании комплексов: 
(а) комплекс AAD82-mAβ40, синим цветом показана частота встречаемости а.о. в 20 моделях, зелёным — ча-
стота встречаемости а.о. в выборке из двух моделей комплексов с наименьшей ΔG; (б) комплекс AAD82-fAβ40, 
фиолетовым цветом показана частота встречаемости а.о. в 10 моделях, розовым — частота встречаемости 
а.о. в выборке из двух моделей комплексов с наименьшей ΔG.
Fig. 2. Frequency of repeating of amino acid residues (a.o.) involved in the formation of complexes: (a) AAD82-mAβ40 
complex, blue shows the frequency of a.o. occurrence in 20 models, green shows the frequency of a.o. occurrence 
in a sample of two models of complexes with the lowest ΔG; (б) AAD82-fAβ40 complex, purple shows the frequency of a.o. 
occurrence in 10 models, pink shows the frequency of a.o. occurrence in a sample of two models of complexes with the 
lowest ΔG.

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ | REFERENCES
1.	 Bulic B., Pickhardt M., Mandelkow E.M., 

Mandelkow  E. Tau protein and tau aggregation in-
hibitors. Neuropharmacology. 2010;59(4–5):276–289. 
DOI: 10.1016/j.neuropharm.2010.01.016.

2.	 Hernández-Rodríguez M., Correa-Basurto J., Nicolás-
Vázquez M.I., Miranda-Ruvalcaba R., Benítez-Cardo-
za  C.G., Reséndiz-Albor A.A., Méndez-Méndez  J.V.,  

Rosales-Hernández M.C. Virtual and In Vitro Screens 
Reveal a Potential Pharmacophore that Avoids the Fibril-
lization of Aβ1-42. PLoS One. 2015;10(7):e0130263. 
DOI: 10.1371/journal.pone.0130263.

3.	 Kumari S., Maddeboina K., Bachu R.D., Boddu S.H.S., 
Trippier P.C., Tiwari A.K. Pivotal role of nitrogen het-
erocycles in Alzheimer's disease drug discovery. Drug 



118 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2025 | Toм 21 | № 4 | 114–118 

БИОТЕХНОЛОГИИ В БИОМЕДИЦИНЕ |  
BIOTECHNOLOGIES IN BIOMEDICINE

Discov. Today. 2022;27(10):103322. DOI: 10.1016/j.
drudis.2022.07.007.

4.	 Landau M., Sawaya M.R., Faull K.F., Laganowsky A., 
Jiang L., Sievers S.A., Liu J., Barrio J.R., Eisenberg D. 
Towards a pharmacophore for amyloid. PLoS 
Biol. 2011;9(6):e1001080. DOI: 10.1371/journal.
pbio.1001080.

5.	 Pandolfi F., De Vita D., Bortolami M., Coluccia A., 
Di Santo R., Costi R., Andrisano V., Alabiso F., 
Bergamini  C., Fato R., Bartolini M., Scipione  L. 
New pyridine derivatives as inhibitors of acetyl-
cholinesterase and amyloid aggregation. Eur. J. 
Med. Chem. 2017;141:197–210. DOI: 10.1016/j.ej-
mech.2017.09.022.

6.	 Porat Y., Abramowitz A., Gazit E. Inhibition of amy-
loid fibril formation by polyphenols: structural similar-
ity and aromatic interactions as a common inhibition 

mechanism. Chem. Biol. Drug Des. 2006;67(1):27–37. 
DOI: 10.1111/j.1747-0285.2005.00318.x.

7.	 Rabal O., Sánchez-Arias J.A., Cuadrado-Tejedor  M., 
de Miguel I., Pérez-González M., García-Barroso  C., 
Ugarte A., Estella-Hermoso de Mendoza A., Sáez  E., 
Espelosin M., Ursua S., Haizhong T., Wei  W., Mu-
sheng X., Garcia-Osta A., Oyarzabal J. Design, Synthesis,  
and Biological Evaluation of First-in-Class Dual Acting 
Histone Deacetylases (HDACs) and Phosphodiesterase 
5 (PDE5) Inhibitors for  the  Treatment of Alzheimer's 
Disease. J. Med. Chem. 2016;59(19):8967–9004.  
DOI: 10.1021/acs.jmedchem.6b00908.

8.	 Zhu Z., Yang T., Zhang L., Liu L., Yin E., Zhang C., 
Guo Z., Xu C., Wang X. Inhibiting Aβ toxicity 
in  Alzheimer's disease by a pyridine amine de-
rivative. Eur. J. Med. Chem. 2019;168:330–339. 
DOI: 10.1016/j.ejmech.2019.02.052.

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ | INFORMATION ABOUT THE AUTHORS

Дерюшева Евгения Игоревна, к.ф.-м.н., 
Институт биологического приборостроения 
ФГБУН ФИЦ «Пущинский научный центр био-
логических исследований» РАН;
e-mail: evgenia.deryusheva@gmail.com

Evgeniya I. Deryusheva, Cand. Sci. (Phis.-
Math.), Institute for Biological Instrumentation, 
Pushchino Scientific Center for Biological Research  
of the Russian Academy of Sciences;
e-mail: evgenia.deryusheva@gmail.com

Аликова Валерия Дмитриевна*, Институт  
биологического приборостроения ФГБУН ФИЦ 
«Пущинский научный центр биологических ис-
следований» РАН;
e-mail: alikovakera@mail.ru

Valeria D. Alikova*, Institute for Biological 
Instrumentation, Pushchino Scientific Center  
for Biological Research of the Russian Academy  
of Sciences;
e-mail: alikovakera@mail.ru

Литус Екатерина Андреевна, к.м.н., Институт 
биологического приборостроения ФГБУН ФИЦ 
«Пущинский научный центр биологических ис-
следований» РАН;
e-mail: ealitus@gmail.com

Ekaterina A. Litus, Cand. Sci. (Med.), Institute  
for Biological Instrumentation, Pushchino Scientific 
Center for Biological Research of the Russian 
Academy of Sciences;
e-mail: ealitus@gmail.com

Долганов Алексей Алексеевич, ФГБОУ ВО 
«Кубанский государственный университет»;
e-mail: alexsm2004@gmail.com

Dolganov Aleksey Alekseevich, Kuban State 
University;
e-mail: alexsm2004@gmail.com

Доценко Виктор Викторович, д.х.н., ФГБОУ 
ВО «Кубанский государственный университет»;
e-mail: victor_dotsenko_@mail.ru

Viktor V. Dotsenko, Dr. Sci. (Chem.), Kuban State 
University;
e-mail: victor_dotsenko_@mail.ru

Шевелёва Марина Петровна, к.х.н., Институт 
биологического приборостроения ФГБУН ФИЦ 
«Пущинский научный центр биологических ис-
следований» РАН;
e-mail: marina.shevelyova@gmail.com

Marina P. Shevelyova, Cand. Sci. (Chem.), Insti-
tute for Biological Instrumentation, Pushchino Sci-
entific Center for Biological Research of the Rus-
sian Academy of Sciences;
e-mail: marina.shevelyova@gmail.com

* Автор, ответственный за переписку / Corresponding author



119БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2025 | Toм 21 | № 4 | 119–124

Ксенофонтов Д.А., Мурадян Е.А., Ксенофонтова А.А.  
«Модифицированный стресс-протекторный эффект гидроксизина  

у цыплят-бройлеров при высокой плотности посадки»

https://doi.org/10.33647/2074-5982-21-4-119-124

МОДИФИЦИРОВАННЫЙ СТРЕСС-ПРОТЕКТОРНЫЙ ЭФФЕКТ 
ГИДРОКСИЗИНА У ЦЫПЛЯТ-БРОЙЛЕРОВ  
ПРИ ВЫСОКОЙ ПЛОТНОСТИ ПОСАДКИ

Д.А. Ксенофонтов*, Е.А. Мурадян, А.А. Ксенофонтова
ФГБОУ ВО «Российский государственный аграрный университет — МСХА имени К.А. Тимирязева» 

127434, Российская Федерация, Москва, ул. Тимирязевская, 49

В эксперименте на цыплятах-бройлерах кросса «Смена-9» исследовано влияние анксиолитика ги-
дроксизина и его комплекса с аскорбиновой кислотой на лейкоцитарный профиль птицы в условиях 
технологического стресса при повышении плотности посадки. При увеличении плотности посадки 
в 1,5 раза у цыплят в период интенсивного роста отмечается экстремальная стресс-реакция, которая 
сопровождается изменениями в системе крови. Определено количественное содержание лейкоцитов 
и процентное соотношение 5 субпопуляций лейкоцитов. Для оценки стресс-индуцированных из-
менений морфологических показателей проведено взвешивание внутренних органов. Установлены 
изменения показателей белой крови и увеличение относительной массы сердца, печени и почек 
при повышении плотности посадки. Выявлена тенденция к снижению уровня лейкоцитов при ис-
пользовании гидроксизина как отдельно, так и совместно с аскорбиновой кислотой. Комплексное 
использование изучаемых препаратов незначительно смещает индексы (лимфоцитарный, сдвига 
лейкоцитов, иммунореактивности, показатель состояния) к значениям контрольной группы. Ис-
пользование гидроксизина и витамина С снижает относительную массу сердца, легких и печени 
цыплят-бройлеров. Сделано заключение о положительном эффекте комплексного применения пре-
паратов на адаптационные показатели путем мобилизации резистентных механизмов и воздействия 
на функциональную активность вегетативных органов.

Ключевые слова: стресс, гидроксизин, аскорбиновая кислота, лейкоциты, бройлеры
Конфликт интересов: авторы заявили об отсутствии конфликта интересов.
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MODIFIED STRESS-PROTECTIVE EFFECT OF HYDROXYZINE  
IN BROILER CHICKENS AT HIGH STOCKING DENSITY
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Russian State Agrarian University — Moscow Timiryazev Agricultural Academy 

127434, Russian Federation, Moscow, Timiryazevskaya Str., 49

An experiment on broiler chickens of the Smena-9 cross was conducted to study the effect of hydroxyzine, 
an anxiolytic, and its complex with ascorbic acid on the leukocyte profile under technological stress, name-
ly an increase in stocking density. An increase in this indicator by 1.5 times in chickens during the period 
of intensive growth was found to trigger an extreme stress reaction, which is accompanied by changes 
in the blood system. The quantitative content of leukocytes and the percentage of five leukocyte subpopula-
tions were determined. To assess stress-induced changes in morphological parameters, internal organs were 
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weighed. An increase in stocking density led to changes in white blood cell parameters and an increase 
in the relative mass of the heart, liver, and kidneys. A trend towards a decrease in relative leukocytosis 
was revealed when using hydroxyzine both separately and together with ascorbic acid. The combined use  
of the studied preparations slightly shifts the indices (lymphocyte, leukocyte shift, immunoreactivity, con-
dition index) to the values of the control group. The use of hydroxyzine and vitamin C reduces the relative 
weight of the heart, lungs, and liver. The conclusion is made about the positive effect of the combined use 
of the studied preparations on adaptation mechanisms, by mobilizing resistant mechanisms and influencing 
the functional activity of vegetative organs.
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Введение
Следствием общего адаптационного син-

дрома различной этиологии является нару-
шение гомеостаза на всех уровнях органи-
зации в организме, которое сопровождается 
дисбалансом между выработкой свободных 
окислительных радикалов и активностью 
антиоксидантной защиты, что приводит 
к окислительному стрессу, снижающему 
общую и специфическую резистентность. 
При участии гипофизарно-надпочечнико-
вой системы включаются дополнительные 
физиологические механизмы адаптации 
к изменившимся условиям, следствием чего 
являются симптоматические изменения 
метаболического статуса клеток, органов 
и тканей, происходит усиление поведенче-
ской активности, в т.ч. с возникновением 
тревоги [9, 10].

Для профилактики развития тревожного 
состояния при стрессах и снижения стресс-
чувствительности используются биоло-
гически активные добавки, обладающие 
высокой антиоксидантной активностью, 
которые позволяют адаптировать обмен-
ные процессы на уровне клеток и тканей, 
либо нейтрализуя свободные оксид-ради-
калы, либо контролируя экспрессию ан-
тиоксидантных ферментов, факторов ро-

ста и белков энергетического обмена [5, 
8, 11]. Алиментарным препаратом, обла-
дающим антистрессовым воздействием, 
является аскорбиновая кислота, которая 
способствует оптимизации обменных про-
цессов в организме, в т.ч. за счет повыше-
ния естественной резистентности [4, 6]. 
Экспериментально установлено индуциро-
ванное действие витамина С как нейропро-
тектора с высоким антистрессовым потен-
циалом [1].

Эффективным способом в борьбе 
со   стрессовыми состояниями в ветери-
нарной практике является применение 
антидепрессантов различного механизма 
действия. Прежде всего антидепрессанты 
широко применяют в клинической вете-
ринарной медицине с целью коррекции 
поведения у собак и кошек [13]. Одним 
из доступных успокоительных препаратов, 
применяемых в ветеринарной практике, 
является гидроксизин, который чаще всего 
используют в качестве антигистаминного 
средства при выраженных аллергических 
реакциях у животных [12]. Однако, явля-
ясь блокатором H1-гистаминовых рецеп-
торов, гидроксизин обладает выраженным 
анксиолитическим эффектом и способ-
ствует угнетению активности некоторых 
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зон, расположенных в ядрах таламуса, ко-
торые отвечают за чувство тревоги [3]. 
Положительным эффектом применения 
гидроксизина является то, что, в отличие 
от бензодиазепинов, он не угнетает когни-
тивные способности [7], а быстродействие, 
хорошая переносимость, отсутствие зави-
симости и угнетения центральной нервной 
системы позволяют использовать препарат 
в качестве стресспротектора [2].

Цель работы — изучение влияния ин-
дукционного стресспротекторного взаи-
модействия гидроксизина и аскорбиновой 
кислоты на биомаркеры стресса у цыплят-
бройлеров при выращивании в условиях 
повышенной плотности посадки.

Материалы и методы
Исследования проводили на базе учебно-

производственного птичника РГАУ-МСХА 
имени К.А. Тимирязева, на 75 цыплятах-
бройлерах кросса «Смена-9». Эксперимент 
включал два этапа: подготовительный 
(1–14 дни) и опытный (15–38 дни). В опыт-
ном периоде птицу разделили на 5 групп 
методом аналогов по 15 голов в каждой. 
Содержание птиц — напольное в боксе, 
разделенном на 5 секций с подстилкой 
из опилок, ниппельными поилками и бун-
керными кормушками. Для контрольной 
группы плотность посадки составляла 20 кг 
живой массы/м2. В опытных группах плот-
ность посадки птицы составила 30 кг/м2  
и регулировалась с учётом ежедневной 
динамики привеса живой массы птицы. 
Контрольная и 1-я опытная группы полу-
чали основной рацион (ОР) в виде комби-
корма БР-3; 2-я опытная группа получала 
ОР с аскорбиновой кислотой (30 мг/кг/сут),  
3-я опытная группа — ОР + гидрокси-
зин (5  мг/кг по два раза в сутки), 4 опыт-
ная группа — ОР + аскорбиновая кисло-
та (30  мг/кг/сут) + гидроксизин (5 мг/кг  
по два раза в сутки). Аскорбиновую кис-
лоту птица получала в виде водного рас-

твора, а гидроксизин — в форме препа-
рата «Атаракс». В конце эксперимента 
производили отбор крови пункцией под-
крыльцовой вены в пробирки с антико-
агулянтом. В крови определяли общее 
содержание лейкоцитов и их виды на авто-
матическом гематологическом анализаторе 
класса 5-диф. По лейкограмме математиче-
ски рассчитывали лимфоцитарный индекс 
по Шаганину, индекс сдвига лейкоцитов 
крови по И.И.  Яблучанскому, индекс по-
казателя состояния по К.С. Десятниченко. 
После убоя извлекали и взвешивали сердце, 
легкие, печень и почки. Математическую 
и статистическую обработку данных про-
изводили с использованием статистическо-
го модуля в Microsoft Excel.

Результаты и их обсуждение
Организм цыплят-бройлеров отличается 

высоким уровнем метаболизма с не сфор-
мированными до конца адаптивными и ре-
гуляторными системами, поэтому любое 
экстремальное внешнее воздействие будет 
вызывать напряженность в гомеостатиче-
ских и резистивных механизмах, обмене 
веществ, росте и развитии. Анализ карти-
ны белой крови выявил относительный 
лейкоцитоз у цыплят при воздействии 
стресс-фактора, о чем свидетельствует уве-
личение уровня лейкоцитов на 7% в крови 
цыплят 1-й опытной группы относительно 
фонового значения в контрольной группе 
(табл. 1). Применение стресспротекторных 
препаратов привело к закономерному сни-
жению уровня лейкоцитов до контрольных 
значений в группе, получавшей гидрок-
сизин, на 17%; в группе с гидроксизином 
и витамином С — на 15% относительно 1-й 
опытной группы.

Лейкоцитарный профиль у цыплят во 2-й 
опытной группе изменился в сторону досто-
верного снижения количества гетерофилов 
на 20% (p≤0,05), увеличения доли лимфо-
цитов на 18% (p≤0,05) и эозинофилов  — 
на 2%. Такое изменение в соотношении  
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лейкоцитов указывает на развитие значи-
тельной напряжённости в стресс-реакции 
организма цыплят к концу периода выра-
щивания, когда среднесуточные привесы 
и интенсивность метаболизма являются 
максимальными. Применение гидроксизи-
на и его комплекса с аскорбиновой кисло-
той понижает уровень эозинофилов и, сле-
довательно, их гистаминазную активность 
до фонового значения в контрольной груп-
пе. Уровень гетерофилов и лимфоцитов 
при использовании стресспротекторов су-
щественно не изменился. Отмечена тенден-
ция увеличения доли гетерофилов на 4% 
и снижения лимфоцитов на 3% в 4-й опыт-
ной группе относительно птицы, не полу-
чавшей стресспротекторы.

Определение величины лейкоцитарных 
индексов показало развитие адаптацион-
ного синдрома у цыплят при высокой плот-
ности посадки. При относительно сред-
нем значении лимфоцитарного индекса 
по Шаганину в контрольной группе, у цы-
плят опытных групп он возрастает в 1,8–2,5 

раза, а падение индекса сдвига лейкоцитов 
в 2,25 раза указывает на снижение грану-
лярных форм относительно агранулярных 
и истощение общей резистентности у пти-
цы (табл. 2). Использование гидроксизина 
с аскорбиновой кислотой незначительно 
сдвигает данные индексы к контрольным 
показателям. Повышение индекса иммуно-
реактивности на 32% и индекса показателя 
состояния в 2 раза при увеличении плотно-
сти посадки в 1-й опытной группе указыва-
ет на сильное воздействие стресс-фактора 
и общую иммунологическую перестройку. 
Раздельное использование гидроксизина 
и витамина С не повлияло на иммунологи-
ческое состояние цыплят, при этом их ком-
плексное применение понизило индексы 
иммунореактивности и показатель состоя-
ния на 9 и 4% соответственно у цыплят 4-й 
опытной группы в сравнении с 1-й опытной.

Стресс, индуцируя функциональную на-
грузку на вегетативные системы и сдви-
ги в метаболизме питательных веществ, 
изменяет морфологические параметры  

Таблица 1. Содержание лейкоцитов в крови цыплят-бройлеров, 35-й день (n=15)
Table 1. Leukocyte count in the blood of broiler chickens, day 35 (n=15)

Показатель Контрольная 
группа

Опытная группа
1 2 3 4

Лейкоциты (×109/л) 3,90±0,50 4,20±0,80 3,08±0,60 3,94±0,70 3,58±0,60

Эозинофилы (%) 2,6±0,3 4,0±1,2 2,6±0,3 3,8±0,4* 2,4±0,3

Моноциты (%) 1,2±0,2 1,4±0,3 1,2±0,2 1,2±0,2 1,4±0,3

Базофилы (%) 0,8±0,2 0,8±0,2 1,0±0,4 1,0±0,4 0,8±0,2

Гетерофилы (%) 60,4±3,6 40,0±8,3* 41,6±7,0* 37,8±3,8* 44,8±5,0*

Лимфоциты (%) 35,0±3,7 53,8±8,5* 52,2±7,9* 56,2±3,7* 50,2±5,0*

Примечание: * — p≤0,05 по сравнению с контрольной группой.
Note: * — p≤0.05 compared to the control.

Таблица 2. Лейкоцитарные индексы
Table 2. Leukocyte indices

Индекс Контрольная 
группа

Опытная группа
1 2 4 4

Лимфоцитарный индекс 0,6 1,3 1,3 1,48 1,12

Индекс сдвига лейкоцитов крови 1,8 0,8 0,8 0,7 0,9

Индекс иммунореактивности 31,3 41,3 45,7 50,0 37,6

Индекс показатель состояния 16,8 35,7 44,5 41,8 34,2
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внутренних органов, участвующих в адап-
тационных реакциях. В ходе эксперимента 
установлена гипертрофия сердца на 5%, пе-
чени — на 24%, почек — на 24% у цыплят 
при воздействии стресс-фактора относи-
тельно контрольной группы. Добавка ги-
дроксизина снизила относительную массу 
легких на 30% и печени — на 14% у цы-
плят во 2-й опытной группе относительно 
1-й опытной группы. Комплекс анксиоли-
тика и аскорбиновой кислоты снизил отно-
сительную массу сердца на 17%, легких — 
на 7% и печени — на 18% в сравнении с 1-й 
опытной группой.

Заключение
В эксперименте на цыплятах-бройле-

рах при увеличении плотности посадки 
в 1,5 раза установлено, что использование 
гидроксизина и его комплекса с аскорби-
новой кислотой уменьшает количество 
лейкоцитов, но существенно не изменяет 

лейкоцитарный профиль, снижая долю эо-
зинофилов, что свидетельствует о сохра-
няющемся экстремальном состоянии ор-
ганизма цыплят, у которых система крови 
не является до конца сформированной 
и не может обеспечить адаптацию к стресс-
воздействию. При этом комплекс препа-
ратов повысил резистентность организма 
цыплят, о чем свидетельствуют лейкоцитар-
ные индексы в 4-й опытной группе, частич-
но сместившиеся в сторону контрольных 
значений. Таким образом, анксиолитиче-
ский эффект гидроксизина, вероятно, сни-
жает дополнительную функциональную 
нагрузку на внутренние органы, а ком-
плексное использование препарата с аскор-
биновой кислотой снижает гипертрофию 
сердца, легких и печени, что обеспечивает 
оптимальное расходование пластических 
веществ на рост и распределение энерге-
тических ресурсов на адаптацию к экстре-
мальным воздействиям.
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Стресс во время гестации оказывает комплексное влияние на организм матери и развитие плода, 
приводя к долгосрочным изменениям в нейрофизиологии и метаболизме потомства. Целью исследо-
вания явилась оценка адаптогенного потенциала аскорбата лития в коррекции стресс-реакций у су-
поросных свиноматок. Результаты демонстрируют выраженное модулирующее действие препарата 
на показатели гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы. Полученные данные свидетель-
ствуют о перспективности применения аскорбата лития для профилактики стресс-ассоциированных 
нарушений репродуктивной функции, что открывает новые возможности в управлении стресс-реак-
тивностью в период гестации.
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Stress during gestation has a complex impact on the maternal organism and fetal development, leading 
to  long-term changes in the neurophysiology and metabolism of offspring. The aim of this study was 
to evaluate the adaptogenic potential of lithium ascorbate in correcting stress responses in pregnant sows. 
The results demonstrate a pronounced modulatory effect of the studied compound on the hypothalamic- 
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Введение
Стресс во время гестации оказывает зна-

чительное влияние на физиологию материн-
ского организма, развитие плода и долгос-
рочное здоровье потомства как у животных, 
так и у человека. Активация гипоталамо-
гипофизарно-надпочечниковой оси (ГГНО) 
и повышение уровня кортизола могут при-
водить к структурным и функциональным 
изменениям у плода, влияя на его нейрораз-
витие, метаболизм и стрессоустойчивость 
в постнатальном периоде. При стрессе 
у беременных повышается уровень корти-
котропин-рилизинг гормона, адренокорти-
котропного гормона (АКТГ) и кортизола, 
что может нарушать плацентарный барьер 
и влиять на развитие плода [3]. У грызунов 
пренатальный стресс приводит к увеличе-
нию экспрессии глюкокортикоидных ре-
цепторов в гиппокампе потомства, что ас-
социировано с повышенной тревожностью 
(возбудимостью) [2]. Также нарушение 
функционирования плаценты, играющей 
одну из ключевых ролей в модуляции стрес-
сового ответа, приводит к снижению актив-
ности 11β-HSD2, к изменению экспрессии 
транспортных белков, что усиливает пере-
дачу глюкокортикостероидов плоду. У крыс 
пренатальный стресс поводит к уменьше-
нию массы плаценты и задержке внутри-
утробного развития. Пренатальный стресс 
оказывает комплексное влияние на разви-
тие плода, приводя к долгосрочным изме-
нениям в нейрофизиологии, метаболизме 
и иммунной системе потомства. Механизмы 
этого влияния включают гормональные, 
плацентарные и эпигенетические факто-
ры. Понимание этих процессов открывает 
перспективы для разработки превентив-
ных и терапевтических стратегий, одним 
из таких перспективных направлений мо-
жет быть применение адаптогенов [1].

Адаптогены — это группа биологически 
активных веществ растительного и синте-
тического происхождения, способных по-
вышать устойчивость организма к стрессу 
[5]. Их потенциальное применение для кор-
рекции пренатального стресса представляет 
значительный интерес, поскольку фармако-
логические методы (например, анксиоли-
тики и антидепрессанты) могут оказывать 
негативное влияние на плод [4, 6].

Цель работы — оценить влияние аскор-
бата лития на динамику кортизола и кате-
холаминов (адреналина и норадреналина) 
как основных гормонов стресса в процессе 
гестации у свиней.

Материалы и методы
Экспериментальная часть исследования 

проводилась в свиноводческом комплексе 
«Томский» АО «СИБАГРО». Объектом ис-
следования являлись 40 свиноматок породы 
Ирландский Ландрас по четвёртому опоро-
су. Эксперимент проводился на протяже-
нии полного репродуктивного цикла. Было 
сформировано две группы подопытных 
животных (опытная и контрольная, n=20). 
Опытные и контрольные группы сформи-
рованы из пользовательских групп хозяй-
ства. Группы формировались по принципу 
пар-аналогов по живой массе, возрасту. 
Доза аскорбата лития составила 10 мг/кг 
массы тела.

Содержание адреналина и норадрена-
лина в плазме крови определяли методом 
высокоэффективной жидкостной хрома-
тографии. Кортизол определяли методом 
твердофазного иммуноферментного ана-
лиза на анализаторе иммуноферментных 
реакций АИФР-01 УНИПЛАН (Россия) 
с использованием стандартных наборов ре-
агентов «Кортизол ИФА-БЕСТ».
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Полученные результаты исследования 
были статистически обработаны методом 
вариационной статистики по t-критерию 
Стьюдента с использованием программы 
Microsoft Excel в пределах следующих 
уровней значимости: * — p≤0,05, ** — 
p≤0,01, *** — p≤0,001.

Результаты и их обсуждение
На 30-е сут: со стороны катехоламинов 

наблюдаются достоверные различия, уро-
вень адреналина и норадреналина ниже 
контрольной группы на 26,97% (р≤0,05) 
и 14,82% (р≤0,05) соответственно, что под-
тверждает уменьшение симпатической ак-
тивности стрессовых реакций. Животные 
опытной группы при снижении уровня 
катехоламинов также имели более низкий 
уровень кортизола в сравнении с контролем 
(10,36%). При интерпретации этих измене-
ний можно предполагать, что одновремен-
ное повышение кортизола и катехолами-
нов в контрольной группе свидетельствует 
о большей стрессовой нагрузке в сравнении 
с животными, получающими аскорбат лития.

На 110 сут (перед опоросом): в течение 
последних недель беременности уровень 
кортикотропин-рилизинг-гормона (КГР) 
поднимается, в то время как содержание 
КРГ-связывающего белка уменьшается, 
вследствие чего происходит пик секреции 
кортизола. Это связано с продуцирова-

нием КРГ плацентой, продукты которой 
по прямой связи «мать–плод» поступают 
в материнский кровоток. Поздние всплески 
кортизола играют роль органов плода, т.к. 
он стимулирует синтез сурфактанта в лег-
ких, необходимого для нормального дыха-
ния после рождения. Также стимулирует 
синтез ферментов печени, необходимых 
для метаболизма глюкозы и других пита-
тельных веществ, что обеспечивает адапта-
цию плода к условиям внеутробной жизни. 
Кортизол на данном этапе супоросности 
играет важную роль в развитии ЦНС плода. 
Пик кортизола перед родами также может 
иметь значение для повышения адаптации 
к другим внешним стрессовым воздейст-
виям для организма матери. Однако, не-
смотря на тенденцию физиологически 
обусловленного повышения уровня корти-
зола, на 110  сут супоросности в опытной 
группе его уровень был ниже показателей 
контроля на 9,98%. Являясь ключевым мар-
кером стресса, высокий уровень в контроле 
может быть связан с низкой адаптационной 
возможностью организма. Также на 110 сут 
супоросности наблюдается снижение уров-
ня адреналина и норадреналина по сравне-
нию с контролем на 14,45 и 26,46% (р≤0,05) 
соответственно, что показывает более 
высокую устойчивость опытной группы 
к стрессу и потенциально более стабиль-
ный метаболический статус.

Таблица. Уровни стрессовых гормонов у свиноматок на фоне применения аскорбата лития в разные периоды 
супоросности
Table. Stress hormone levels in sows treated with lithium ascorbate during different periods of gestation.

Группа
Показатели

Кортизол
(нмоль/л)

Адреналин
(нмоль/л) Норадреналин (нмоль/л)

30 сут супоросности
Контроль 100,07±6,38 41,90±1,86 42,64±2,09

Опыт 89,70±2,34 30,60±1,78* 36,32±1,53*

110 сут супоросности
Контроль 184,80±3,17 25,76±3,42 30,11±2,48

Опыт 166,36±9,03 25,76±3,42 30,63±1,94*

Примечание: опыт — группа аскорбата лития, контроль — интактная группа. * — р≤0,05 по t- критерию при 
сравнении с контролем.
Note: experiment — ​​lithium ascorbate group, control — intact group. * — p≤0.05 by t-test when compared with the control.
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Заключение
Аскорбат лития демонстрирует выражен-

ный адаптогенный потенциал, эффективно 
модулируя уровень кортизола и катехолами-

нов у супоросных свиноматок, что обосно-
вывает перспективность его применения 
для профилактики стресс-ассоциирован-
ных нарушений.
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Введение
Зеленый морской еж (Strongylocentrotus 

droebachiensis) является распространен-
ным промысловым видом иглокожих. 
Гонады морских ежей имеют значитель-
ный фармакологический потенциал, т.к. 
содержат уникальный набор биологически 
активных веществ (БАВ), таких как кароти-
ноиды (β-каротин, эхиненон), фосфолипи-
ды, полиненасыщенные жирные кислоты 
(омега-3, -6), незаменимые аминокисло-
ты (глутаминовая, аспаргиновая кислоты, 
гистидин, лизин, треонин, фенилаланин, 
валин), пептиды (вителлогенин, актин, ту-
булин), макро- и микроэлементы (магний, 
калий, фосфор, цинк, медь, йод, хром) [1, 2]. 
Икру морских ежей рекомендуют для уско-
рения реабилитации после различных за-
болеваний, для профилактики сердечно-
сосудистых, онкологических заболеваний, 
диабета, в качестве геропротекторного 
средства и многих других целей.

Целью исследования было изуче-
ние эффективности лиофилизата гонад 
Strongylocentrotus droebachiensis при ком-
бинированном отравлении карбендазимом 
и рентгеновским облучением на крысах.

Материалы и методы
В исследовании были использованы аут-

бредные крысы-самцы массой 180–220  г, 
поступившие из НИЦ «Курчатовский 
институт» — питомник «Рапполово» 

(Ленинградская обл.). Животных содержа-
ли в стандартных условиях в соответствии 
с ГОСТ 33215-2014 и Рекомендациями ЕЭК 
№ 33 «О Руководстве по работе с лабора-
торными (экспериментальными) живот-
ными при проведении доклинических (не-
клинических) исследований». Протокол 
исследования был одобрен биоэтической 
комиссией ФГБУ НКЦТ им. С.Н. Голикова 
ФМБА России.

Лабораторные животные были распре-
делены на 3 группы по 10 особей: интакт-
ная; карбендазим + облучение; гонады 
морского ежа + карбендазим + облучение. 
Комбинированное отравление проводили 
путем внутрижелудочного зондового вве-
дения водного р-ра карбендазима (фун-
гицид «Комфорт КС», ООО «Листерра») 
в дозе 400 мг/кг ежедневно в течение 
28  дней. Рентгеновское облучение жи-
вотных осуществлялось на 7, 14 и 21-й 
день в дозе 20 сГр, на 28-й день – в дозе 
80 сГр, суммарная фракционная доза со-
ставила 1,4  Гр [3]. Облучение проводили 
на установке «Многофункциональная пе-
редвижная рентгеновская установка» (ЗАО 
«ЭЛТЕХ-Мед»).

В настоящей работе был использован ком-
плекс БАВ икры камчатского зеленого мор-
ского ежа Strongylocentrotus droebachiensis, 
полученный путем лиофилизации [1]. 
Фармакологическую коррекцию осущес-
твляли с 15-го по 29-й день исследования 
путем ежедневного внутрижелудочного 
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введения дозы 1 мг/кг лиофилизата гонад 
морского ежа. В качестве носителя исполь-
зовали подсолнечное масло.

В динамике оценивали показатели массы 
тела, кормо- и водопотребления лаборатор-
ных животных. Однократно на 30-й день 
исследования производили забор крови 
для определения гематологических пока-
зателей, устойчивости эритроцитарных 
мембран (ЭМ) к гемолизу [4], показателей 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) 
и антиоксидантной системы (АОС) [5].

Результаты исследований
Экспериментальная модель комбиниро-

ванного неблагоприятного воздействия ха-
рактеризовалась выраженным снижением 
лейкоцитов и ретикулоцитов, умеренным 
снижением прироста массы тела и потре-
бления корма, активности супероксиддис-
мутазы (СОД) и глутатионтрансферазы 
(ГТ), небольшим снижением потребления 
воды, уровня эритроцитов и гемоглобина, 
перекисной резистентности ЭМ.

Установлено, что лиофилизат гонад 
Strongylocentrotus droebachiensis способен 

частично компенсировать изменения, выз-
ванные карбендазимом и рентгеновским 
облучением. Исследуемый лиофилизат 
повышал потребление корма и воды, сни-
женное комбинированным отравлением. 
Показатель массы тела крыс к 4-й неделе 
исследования увеличился на 29% по отно-
шению к группе Карбендазим + облучение. 
Введение лиофилизата икры морского ежа 
на фоне воздействия способствовало ста-
тистически значимому повышению уровня 
нейтрофилов на 69%, ретикулоцитов  — 
на 51%, повышению лейкоцитов, лимфо-
цитов, эритроцитов и повышению перекис-
ной резистентности эритроцитов, но ниже 
уровня статистической достоверности, 
что характеризует частичное восстановле-
ние функционального состояния животных.

Достоверное повышение уровня восста-
новленного глутатиона на 12%, активности 
СОД на 47%, глутатионпероксидазы на 34%, 
глюкозо-6-фосфатдегидрогеназы на 20%, 
на уровне тенденции повышение ГТ — де-
монстрирует антиоксидантную активность 
лиофилизата гонад Strongylocentrotus droe-
bachiensis (рис.).

Рис. Влияние курсового введения лиофилизата гонад Strongylocentrotus droebachiensis на показатели ПОЛ и АОС 
лабораторных животных при комбинированном отравлении карбендазимом и рентгеновским облучением.
Fig. Effects of a course administration of a lyophilisate of Strongylocentrotus droebachiensis gonads on the indices 
of lipid peroxidation and antioxidant activity in laboratory animals following combined poisoning with carbendazim 
and X-ray irradiation.
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Выводы
Эффективность применения лиофилизата 

гонад Strongylocentrotus droebachiensis прояв-
ляется антиоксидантным, гемопоэтическим 

действием и, как следствие, вызывает неспе-
цифическое повышение уровня резистентно-
сти организма при воздействии неблагопри-
ятных факторов окружающей среды.
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РАЗРАБОТКА НОВЫХ ПОДХОДОВ К ОЦЕНКЕ 
БИОФОРТИФИЦИРОВАННОЙ ОКРАШЕННОЙ ПШЕНИЦЫ  

КАК БЕЗОПАСНОГО СЫРЬЯ ДЛЯ ПРОИЗВОДСТВА ПРОДУКТОВ 
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Главной целью исследования являлась оценка биологических эффектов цветнозерных сортов 
мягкой яровой пшеницы татарской селекции (Надира — фиолетовозерный, Хазинэ — желтозерный) 
на живые организмы с использованием моделей in vitro и in vivo, включая Drosophila melanogaster. 
Эксперименты продемонстрировали, что добавление экстрактов сортов Надира и Хазинэ в субстрат 
для личинок дрозофилы значимо повышало жизнеспособность: при добавлении экстракта 
сорта Надира в концентрации 10% средние значения выживаемости самок и самцов составили 
60,5 и 59,5% против 40,25 и 39% в контроле (p<0,0001). Аналогично экстракт Хазинэ 10% показал 
55 и 55,75% соответственно. Анализ методом ДНК-комет выявил снижение уровня окислительного 
повреждения ДНК на 20–25% при применении экстрактов, что коррелирует с высоким содержанием 
антоцианов (Надира) и каротиноидов (Хазинэ). ПЦР-данные подтвердили снижение экспрессии 
провоспалительных генов (Drosocin, Defensin) в группах с добавлением зерна: уровень Drosocin 
снизился с 2,36 до 0,13 (Хазинэ 5%), Defensin — с 2,29 до 0,28 (p<0,05). Плодовитость дрозофилы 
увеличивалась на 18–27% при использовании 5% концентраций, а гибель на стадии куколки 
сократилась на  30–45% (p<0,01). Полученные результаты согласуются с антиоксидантными 
и  противовоспалительными свойствами биофлавоноидов, способствующими снижению риска 
хронических заболеваний. Исследование подтверждает перспективность применения цветнозерной 
пшеницы в  производстве функциональных продуктов питания, соответствующих требованиям 
Доктрины продовольственной безопасности РФ. Разработка сортов с повышенным содержанием 
антоцианов и каротиноидов, а также оптимизация технологий переработки (например, использование 
заквасок для сохранения пигментов) позволят расширить ассортимент здоровых продуктов, таких 
как хлеб, макаронные изделия и крупы, способствуя укреплению здоровья населения.

Ключевые слова: биофортификация, антоцианы, каротиноиды, функциональное питание, Drosophila 
melanogaster, геропротекция
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The main objective was to evaluate the biological effects of color-grain varieties of soft spring wheat of  Ta-
tar selection (Nadira – purple-grain, Khazine – yellow-grain) on living organisms using in vitro and in vivo 
models, including Drosophila melanogaster. The experiments demonstrated that addition of Nadir and 
Hazine extracts to the substrate for Drosophila larvae significantly increased viability. Thus, when Nadir 
extract was added at a concentration of 10%, the mean survival rates of females and males were, respec-
tively, 60.5% and 59.5% compared to 40.25% and 39% in the control (p<0.0001). Similarly, when applying 
10% Hazine extract, the levels of 55% and 55.75%, respectively, were recorded. DNA-comet assay revealed 
a 20–25% reduction in oxidative DNA damage with the extracts applied, which correlated with the high 
content of anthocyanins (Nadira) and carotenoids (Hazineh). PCR data confirmed a decrease in the expres-
sion of pro-inflammatory genes (Drosocin, Defensin) in the grain supplemented groups: Drosocin levels 
decreased from 2.36 to 0.13 (Hazine 5%), Defensin from 2.29 to 0.28 (p<0.05). The Drosophila fecundity 
was increased by 18–27% using 5% concentrations, and pupal stage mortality was reduced by 30–45%  
(p<0.01). The results obtained are consistent with the antioxidant and anti-inflammatory properties of bio-
flavonoids, which are known to reduce the risk of chronic diseases. The study confirms the potential of us-
ing colored-grain wheat in the production of functional foods that meet the requirements of the Doctrine 
of Food Security of the Russian Federation. The development of varieties with increased content of antho-
cyanins and carotenoids, as well as optimization of processing technologies (e.g., the use of starter to pre-
serve pigments) will extend the range of healthy products such as bread, pasta and cereals, contributing 
to the health of the population.
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Введение
Создание функциональных продуктов 

питания, обогащённых биологически ак-
тивными соединениями, является ключе-
вым направлением для укрепления про-
довольственной безопасности и здоровья 
населения [1]. Согласно Доктрине про-
довольственной безопасности РФ разви-
тие селекции растений, ориентированной 
на повышение питательной ценности сор-

тов, способствует профилактике хрониче-
ских заболеваний [2]. Цветнозерные сор-
та пшеницы, такие как фиолетовозерная 
Надира и желтозерная Хазинэ, содержат 
антоцианы и каротиноиды — соединения 
с доказанными антиоксидантными, проти-
вовоспалительными и геропротекторными 
свойствами [3, 4]. Однако их влияние на фи-
зиологические процессы in vivo остаётся 
малоизученным [5]. В качестве модельного 
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объекта выбрана Drosophila melanogaster — 
организм с коротким жизненным циклом 
и высокой чувствительностью к биоактив-
ным компонентам, что позволяет оценить 
комплексное воздействие исследуемых экс-
трактов [6].

Цель работы — исследование биоло-
гических эффектов цветнозерных сор-
тов мягкой яровой пшеницы татарской 
селекции (Надира, Хазинэ) на организм  
D. melanogaster, включая оценку антиокси-
дантной активности, влияния на выживае-
мость, плодовитость и экспрессию генов, 
связанных с воспалением.

Материалы и методы
Исследование проводилось на личинках 

D. melanogaster (линия Canton-S). В суб-
страт добавляли экстракт сортов Надира  
(1, 5, 10%) и Хазинэ (1, 5, 10%). Контрольная 
группа получала стандартный питательный 
состав.

Оценка жизнеспособности: анализ выжи-
ваемости имаго (n=4 повторности).

Метод ДНК-комет: выявление поврежде-
ний ДНК в клетках.

ПЦР в реальном времени: определе-
ние уровня экспрессии генов Drosocin 
и Defensin (n=3).

Статистика: двухфакторный дисперсион-
ный анализ (ANOVA) и пост-тест Тьюки 
(α=0,05).

Результаты и их обсуждение
Жизнеспособность: добавление 10% 

экстракта Надира увеличило выживае-
мость самок до 60,5% (контроль: 40,25%, 
p<0,0001), самцов — до 59,5% (контроль: 
39%, p<0,0001). Для Хазинэ 10% показате-
ли составили 55 и 55,75% соответственно. 
Выявлена дозозависимая корреляция меж-
ду концентрацией биофлавоноидов и про-
текторным эффектом.

Антиоксидантная активность: метод 
ДНК-комет показал снижение окислитель-

ных повреждений ДНК на 20–25% в груп-
пах с Надира и Хазинэ, что связано с высо-
ким содержанием антоцианов (до 277 мкг/г) 
и каротиноидов.

Плодовитость и развитие: при 5% кон-
центрации Надира плодовитость увеличи-
лась на 27% (149,3 яйца; контроль — 140,8 
яйца), гибель куколок снизилась на 45% 
(p<0,01). Для Хазинэ 5% аналогичные тен-
денции составили 18 и 30%.

Противовоспалительный эффект: экс-
прессия Drosocin снизилась с 2,36 до 0,13 
(Хазинэ 5%; p<0,05), Defensin — с 2,29 
до 0,28, что подтверждает подавление про-
воспалительных маркеров.

Полученные данные согласуются с иссле-
дованиями, демонстрирующими способ-
ность антоцианов нейтрализовать свобод-
ные радикалы и модулировать иммунный 
ответ. Эффективность Надира объясняется 
высокой концентрацией цианидин-3-глю-
козида, а Хазинэ — каротиноидов, стаби-
лизирующих клеточные мембраны.

Выводы
Цветнозерные сорта пшеницы Надира 

и Хазинэ проявляют выраженные анти- 
оксидантные, противовоспалительные и ге-
ропротекторные свойства, подтверждённые 
на модели D. melanogaster.

Оптимальные концентрации для приме-
нения — 5–10%, при которых достигается 
максимальное снижение окислительного 
стресса и повышение выживаемости.

Результаты обосновывают использова-
ние данных сортов в производстве функ-
циональных продуктов (хлеб, макаронные 
изделия) для профилактики хронических 
заболеваний.

Селекция сортов с повышенным содер-
жанием биофлавоноидов и оптимизация 
технологий переработки (например, фер-
ментация) будут способствовать реализа-
ции стратегий здорового питания в рамках 
Доктрины продовольственной безопасно-
сти РФ.
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Депрессивные и тревожные расстройства являются одними из наиболее распространенных 
психических расстройств в мире. Важнейшим фактором, приводящим к развитию психических 
расстройств, является хронический стресс. Известно, что каналы TRPV1 в центральной нервной 
системе участвуют в нейрональной пластичности и могут быть одним из звеньев развития тревожных 
и депрессивных состояний. В рамках исследования мы использовали селективный блокатор данного 
канала APHC3, при введении которого наблюдалось уменьшение тревожности и страха у животных 
на модели острого стресса. Данное исследование выявило новые подходы воздействия на развитие 
психических расстройств при воздействии хронического стресса на организм.
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Depression and anxiety disorders are among the most common psychiatric problems worldwide. The most 
important factor leading to the development of psychiatric disorders is chronic stress. TRPV1 channels 
in the central nervous system are known to be involved in neuronal plasticity and may be one of the links 
in  the development of anxiety and depressive states. In our study, we used a selective blocker of this 
channel – APHC3, whose administration resulted in a reduction of anxiety and fear in animals in a model 
of  acute stress. We have identified possible pathways for the development of psychiatric disorders when 
the body is exposed to chronic stress.
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Введение
В настоящее время психические расстрой-

ства являются одним из самых распростра-
ненных патологических состояний, затраги-
вающих до 12% населения планеты. Самыми 
распространенными психическими расстрой-
ствами являются тревожное расстройство 
и депрессивное расстройство. Один из факто-
ров, приводящих к развитию данных состоя-
ний, — хронический стресс [9]. Хронический 
стресс — это длительное состояние, которое, 
как известно, связано с неадаптивной реак-
цией, предполагающей вредное воздейст-
вие на механизмы организма. Недостаток 
понимания точных нейробиологических 
механизмов развития и течения данных за-
болеваний усложняет поиск новых эффек-
тивных лекарств [8].

В настоящее время имеются данные 
об участии TRPV1-каналов в формирова-
нии стресса. Так, при изучении ингибито-
ров данных каналов на моделях острого 
стресса было обнаружено снижение тре-
вожного поведения у животных. TRPV1 
(транзиентный потенциал ваниллоидного 
типа 1) — это каналы, принадлежащие к се-

мейству трансмембранных ионных каналов, 
реагирующих на различные физические 
и химические стимулы, включая высокую 
температуру, низкий pH, а также экзо- и эн-
догенные регуляторы активности [1]. Этот 
канал широко распространен в нервной 
системе, присутствует в ганглиях спинного 
мозга, в нейронах гиппокампа, гипоталаму-
са и других областей ЦНС [7].

Мы изучали влияние пептидного ингиби-
тора TRPV1-каналов на физиологические 
параметры животных при воздействии 
на них хронического стресса. В качест-
ве блокатора каналов животным вводился 
пептид APHC3, антагонист TRPV1-каналов. 
Ранее было показано, что введение этого 
пептида оказывает противовоспалитель-
ное и обезболивающее действие на моде-
лях острой и хронической боли, а также 
анксиолитическую активность на моделях 
острого стресса [3, 6, 10]. Изначально пеп-
тид APHC3 был выделен из морской ане-
моны Heteractis сrispa [5], в исследованиях 
использовали его рекомбинантный аналог. 
Следует отметить, что в клеточной моде-
ли болезни Паркинсона in vitro у данного 
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пептида наблюдалась нейропротективная 
активность [6].

Материалы и методы
В исследованиях использован пептид 

APHC3, который был получен путем гете-
рологичной экспрессии в E. coli [4].

Исследование проведено на базе лабора-
тории биологических испытаний Института 
биоорганической химии им. академиков 
М.М. Шемякина и Ю.А. Овчинникова РАН. 
В основе дизайна исследования лежали 
рекомендации Руководства по проведению 
доклинических исследований лекарствен-
ных средств [2]. Для проведения исследова-
ния было взято 30 самцов белых половозре-
лых мышей аутбредной линии ICR, статуса 
SPF, массой 30–40 г, в возрасте 7–8 недель 
(НПП Питомник лабораторных животных 
ФИБХ РАН, Московская обл.), животные 
размещались по 1 особи в поликарбонатные 
клетки (Тип-II, 267×207×140 мм (ДxШ×В)).

Животных разделили на три группы 
по 10 животных. Животные группы 1 были 
интактной группой, животные группы 2 по-
лучали физ. р-р (0,9% NaCl, «Обновление», 
Россия), а животные группы 3 — APHC3 
в дозе 0,01 мг/кг. Всем группам животных 
тестируемые препараты вводились интра-
назально в объеме 1 мл/кг за 30 мин до воз-
действия нового стрессора.

Животные подвергались воздействию 
различных малоинтенсивных стрессорных 
факторов в течение 4-х недель, кроме ин-
тактной. Сами стрессоры и их комбинация 
представляли из себя: лишение воды на 12 ч, 
лишение пищи на 12 ч, содержание в тече-
ние 24 ч на мокром подстиле, содержание 
в течение 24 ч без подстила, наклон клетки 
на 45° в течение 24 ч, изменение цикла день/
ночь и содержание с крысиными экскремен-
тами в течение 24 ч. Лишение воды и пищи 
проводили в период ночной активности жи-
вотных (2000–800). Каждому стрессору жи-
вотных подвергали ежедневно, повторение 
одного и того же фактора более одного раза 

в течение 3 сут избегали для обеспечения 
неопределённости у животных.

В качестве физиологических тестов ис-
пользовали оценку изменения массы тела, 
тест предпочтения фруктозы.

Статистическую обработку полученных 
данных проводили в программе GraphPad 
Prism 6.0 (“GraphPad Software”). Применяли 
параметрический тест one-way ANOVA 
с последующим критерием сравнения Tukey.

Результаты и их обсуждение
В результате исследований было обна-

ружено, что при воздействии стрессоров 
в данной комбинации у животных модель-
ной группы на 14-й день наблюдаются до-
стоверные отличия физиологических пока-
зателей относительно интактной группы (на 

~7% по массе тела и ~36% по потреблению 
фруктозы). Это указывает на то, что к 14-му  
дню исследования у животных происхо-
дит значительное изменение физиологиче-
ских показателей, которое может указывать 
на формирование депрессивно- и тревожно-
подобных состояний, т.к. одним из явных 
показателей развития данных состояний 
является развитие ангедонии у животных, 
что проявляется в потере интереса к под-
слащенной воде и потреблению корма.

В то же время при интраназальном введе-
нии блокатора TRPV1-каналов к 14-му дню 
исследования не замечено достоверных от-
личий от интактной группы. Наблюдалась 
незначительная тенденция к уменьшению 
массы тела и потреблению фруктозы от-
носительно интактной группы. Но уже 
к 21-му дню все показатели нормализуются 
и в среднем соизмеримы с интактной груп-
пой, имеются статистически достоверные 
отличия от модельной группы. К 28-му  
дню показатели находились на том же 
уровне, что у животных контрольной 
группы, а по потреблению фруктозы на-
блюдалось незначительное повышение 
показателя (на ~11%). При сравнении с мо-
дельной группой животные, получавшие  
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интраназально пептид APHC3, демон-
стрировали улучшения в показателях, 
которые могли бы указывать на депрес-
сивно- и тревожно-подобное состояния 
у животных (рис.).

Выводы
Таким образом, TRPV1-каналы игра-

ют важную роль в развитии депрессивно- 
и тревожно-подобных состояний при воз-
действии хронического стресса на организм. 
Следовательно, помимо уже известной но-

цицептивной и воспалительной активности, 
данные каналы участвуют в формировании 
психических расстройств и могут быть ис-
пользованы как одна из мишеней для купи-
рования или профилактики данных состо-
яний. При ингибировании TRPV1-канала 
с помощью пептидного ингибитора APHC3 
у животных не наблюдаются физиологи-
ческие изменения с формированием тяже-
лых симптомов психических расстройств 
при воздействии стрессовых факторов, в т.ч. 
и такого показательного, как ангедония.

Рис. Влияние курсового введения лиофилизата гонад Strongylocentrotus droebachiensis на показатели ПОЛ и АОС 
лабораторных животных при комбинированном отравлении карбендазимом и рентгеновским облучением.
Fig. Effects of a course administration of a lyophilisate of Strongylocentrotus droebachiensis gonads on the indices 
of lipid peroxidation and antioxidant activity in laboratory animals following combined poisoning with carbendazim 
and X-ray irradiation.
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ПАССИВНОЕ ИЗБЕГАНИЕ У ВЗРОСЛЫХ И СТАРЕЮЩИХ 
САМЦОВ МЫШЕЙ С57BL/6 ПОСЛЕ ИНТРАНАЗАЛЬНОГО 

ВВЕДЕНИЯ α-СИНУКЛЕИНА

О.А. Соловьева*, Н.П. Михайлова, М.А. Грудень, В.В. Шерстнев, З.И. Сторожева
ФГБНУ «Федеральный исследовательский центр оригинальных  

и перспективных биомедицинских и фармацевтических технологий» 
125315, Российская Федерация, Москва, ул. Балтийская, 8

Сравнивали влияние растворов конформаций α-синуклеина (мономеров, олигомеров, фибрилл) при 
моно- и комбинированном интраназальном введении на протяжении 14 дней на условную реак-
цию пассивного избегания у взрослых (3–7 мес.) и стареющих (10–13 мес.) самцов мышей линии 
C57BL/6. Обнаружено, что у стареющих мышей, которым вводили раствор фибрилл и олигомеров 
α-синуклеина, по сравнению с контролем было снижено латентное время перехода в темный отсек 
при обучении (р<0,05). Ни у одной из экспериментальных групп не было выявлено нарушений дол-
говременной памяти спустя 24 ч после обучения. Полученные данные могут быть использованы при 
моделировании нейродегенеративных заболеваний человека на животных.
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PASSIVE AVOIDANCE IN ADULT AND MIDDLE-AGED MALE 
C57BL/6 MICE AFTER INTRANASAL  

α-SYNUCLEIN ADMINISTRATION
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A comparative study of the effects of α-synuclein species (monomers, oligomers or fibrils alone or in com-
bination) administered intranasally for 14 days on passive avoidance in adult (3–7 months) and middle-aged 
(10–13 months) male C57BL/6 mice was conducted. Middle-aged mice treated with a solution of α-synu-
clein fibrils and oligomers were found to have a reduced latency to entry in the dark compartment during 
acquisition phase compared to controls (р<0.05). None of the experimental groups showed any impairment 
in long-term memory 24 h after training. The data obtained can be used in modeling human neurodegener-
ative diseases in animals.
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Введение
Одним из условий создания модели бо-

лезни человека является использование 
агента, связь которого с заболеванием 
убедительно показана. Нарушение экс-
прессии и фолдинга α-синуклеина (АС) 
с накоплением целого спектра его изме-
ненных конформаций является одним 
из звеньев молекулярного патогенеза ряда 
нейродегенеративных заболеваний (болез-
ни Паркинсона, Альцгеймера, деменции 
с тельцами Леви) [3, 5], различающихся 
клиническими, морфологическими и гене-
тическими особенностями. Вместе с тем 
о действии отдельных форм АС на поведе-
ние индивидов известно недостаточно, в т.ч. 
не оценены эффекты совместного введения.

Цель работы — сравнить влияние рас-
творов конформаций АС при моно- и ком-
бинированном введении на условную ре-
акцию пассивного избегания (УРПИ) 
у взрослых и стареющих самцов мышей 
линии C57BL/6.

Материалы и методы
Исследование проведено на взрослых 

(3–7 мес., массой 19–31 г) и стареющих 
(10–13 мес., массой 24–33 г) самцах кон-
венциональных мышей линии C57BL/6 
(n=241, питомник «Столбовая» ФГБУН 
НЦБМТ ФМБА России, Московская обл.). 
Все манипуляции с животными прово-
дили с соблюдением требований биоэти-
ки (Директива Европейского парламента 
и Совета Европейского Союза 2010/63/
EU от 22.09.2010, протокол биоэтической 

комиссии ФГБНУ «НИИ нормальной фи-
зиологии им. П.К. Анохина»). Случайно 
распределенным по 11 группам живот-
ным интраназально вводили либо физ. р-р 
(0,9% NaCl, 8 мкл), либо р-ры мономеров 
(АСм), олигомеров (АСо) и фибрилл АС 
(АСф) в течение 14 дней в дозировке 15 мкг 
в 8 мкл физ. р-ра попеременно в каждую 
ноздрю при моновведении, в дозировке 
7,5 мкг в 4 мкл одновременно в каждую 
ноздрю при комбинированном введении 
(АСоф, АСмо) [1, 4]. УРПИ формирова-
ли в установке PACS-30 Shuttle Box v.3.13 
(“Columbus Instruments”, США), нанося 
электрокожное раздражение (0,6 мА, 3 с) 
лап и хвоста (не более двух попыток). Тест 
проводили через 24 ч после обучения (раз-
дражение не наносили). Максимальная 
длительность попыток составила 180 с (обу- 
чение) и 300 с (тест). Регистрировали ла-
тентное время перехода в темный отсек 
при обучении (ЛВ-О) и в тесте (ЛВ-Т) [1]. 
Для анализа данных использовали пакет 
SPSS Statistics 22.0 (“SPSS Inc.”, США). 
Оценивали соответствие распределений 
выборок закону нормального распределе-
ния с помощью критерия Шапиро — Уилка, 
проверку на однородность дисперсий 
проводили с помощью критерия Левена. 
Используя метод к-средних, каждую из со-
вокупностей взрослых и стареющих мы-
шей делили на две части по ЛВ-О. Доли 
мышей с высокими и низкими значениями 
ЛВ-О в разных группах мышей сравнивали 
с помощью χ² Пирсона и точного критерия 
Фишера. Поскольку не были выполнены 
условия для применения параметрических 
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тестов, для сравнения количественных 
показателей в несвязанных выборках ис-
пользовали критерии Крускала — Уоллиса 
(H) и Манна — Уитни (U), применяя по-
правку на множественные сравнения 
Бенджамини — Хохберга (указано скоррек-
тированное значение р). Данные в таблице 
представлены как доли животных с высо-
кими («1») и низкими («2») значениями 
ЛВ-О, а также медианы (нижний; верхний 
квартили) ЛВ-О и ЛВ-Т. Различия считали 
статистически значимыми при р<0,05.

Результаты и их обсуждение
ЛВ-О было связано с фактором вещества 

у стареющих мышей (Н=12,880 (5); р=0,025), 
но не у взрослых (Н=3,889 (4); р=0,421). 
Так, мыши, которым вводили комбинацию 
фибрилл и олигомеров АС, быстрее кон-
трольных животных переходили в темный 
отсек (U, Z=-2,949; p скорр.=0,045). Между 
остальными группами различия были ста-
тистически не значимыми. Среди взрослых 
и стареющих мышей были идентифициро-
ваны подгруппы животных с относительно 
высокими и низкими значениями ЛВ-О. 
Доли животных с высокими значениями 
различались между группами стареющих 
(χ² (5)=15,913; р=0,007), но не взрослых 
мышей (χ² (4)=1,971; р=0,741). Среди мы-
шей в возрасте 10–13 мес. с моно- и комби-

нированным введением фибрилл АС (n=53) 
была снижена доля животных с высокими 
значениями ЛВ-О по сравнению с осталь-
ными мышами того же возраста (точный 
критерий Фишера, р=0,001). ЛВ-Т не раз-
личалось ни между взрослыми (Н=4,969 
(4); р=0.29), ни между стареющими мыша-
ми (Н=5,232 (5); р=0,388) (табл.).

Обнаруженное нами снижение ЛВ-О 
у стареющих мышей после введения комби-
наций, содержащих фибриллы АС, может 
быть связано с их способностью вызывать 
повышение двигательной активности, ко-
торую рассматривают как проявление ком-
пенсаторных механизмов [2]. Вместе с тем, 
оно может быть связано с тревогой, разные 
формы которой диагностируют у 22–67% 
пациентов с синуклеинопатиями. В этом 
случае возможный механизм может быть 
опосредован накоплением фибриллярных 
включений АС в амигдале [6].

Заключение
У стареющих, но не взрослых, мы-

шей хроническое введение фибрилл АС 
или фибрилл в комбинации с олигомерами 
АС (в отличие от других комбинаций) при-
водит к сокращению числа животных с от-
носительно высоким латентным временем 
перехода в темный отсек при формирова-
нии УРПИ, не вызывая нарушения долго-

Таблица. Доли животных с низким и высоким латентным временем перехода в темный отсек при обучении, 
а также латентное время перехода мышей в темный отсек при обучении и в тесте
Table. Proportions of animals with low and high latency to enter the dark compartment during training, as well 
as the latency to enter the dark compartment in mice during training and testing

Группа Взрослые Стареющие

1(n)  2(n)   ЛВ-О, с ЛВ-Т, с 1(n)  2(n)    ЛВ-О, с ЛВ-Т, с

АСм 2 4 41 (32; 87) 300 (65; 300) 7 16 43 (19; 103) 300 (90; 300)

АСо 3 21 27 (15; 40) 262 (36; 300) 5 19 25 (12; 76) 238(102; 300)

АСф 2 7 19 (6; 65) 53 (34; 300) 1 36 27 (15; 45) 180 (58; 300)

АСоф 1 8 23 (13; 41) 300 (300; 300) 0 17 14 (7; 38) 180 (64; 300)

АСмо 0 0 - - 5 11 30 (21; 106) 274 (186; 300)

NaCl 5 19 30 (11; 58) 294 (129; 300) 7 45 35 (21; 76) 300 (124; 300)

n 13 59 72 72 25 144 169 169
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временной памяти о болевом раздражении. 
Полученные данные могут быть исполь-
зованы при воспроизведении симптомов 
и изучении механизмов (в т.ч., компенса-

торных) развития нейродегенеративных 
заболеваний, связанных с нарушением экс-
прессии или фолдинга АС, на животных 
моделях.
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Ишемический инсульт остается одной из основных причин инвалидности, что требует поиска 
новых методов профилактики. В данном исследовании изучалась эффективность гипероксической 
кислородно-гелиевой смеси в предотвращении повреждений головного мозга при ишемии у крыс 
линии Sprague Dawley. Оценивались газовый состав крови, концентрация 2,3-дифосфоглицерата 
в эритроцитах, а также функциональные показатели. Результаты показали, что кислородно-гелиевая 
смесь обладает выраженным протективным действием при ишемическом инсульте, улучшая 
оксигенацию тканей и снижая неврологический дефицит.
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Ischemic stroke remains one of the main causes of disability, which requires the search for improved meth-
ods of its prevention. In this study, the effectiveness of a hyperoxic oxygen–helium mixture in preventing 
brain damage during ischemia in Sprague Dawley rats was studied. The blood gas composition, the concen-
tration of 2,3-diphosphoglycerate in erythrocytes, and functional indices were assessed. The results showed 
that oxygen–helium mixtures exhibit a pronounced protective effect in ischemic stroke, improving tissue 
oxygenation and reducing neurological deficit.
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Введение
Ежегодно в мире регистрируется 9,6 млн 

случаев инсульта, число которых растет 
на фоне старения населения [4]. Из все-
го числа инсультов 85% составляют ише-
мические инсульты. Примерно 3,3 чел. 
из каждых 10 тыс. становятся инвалида-
ми, что делает это заболевание основной 
причиной инвалидности [1, 3]. На сегод-
няшний день методами профилактики 
ишемических инсультов считают контроль 
артериального давления, применение ан-
тикоагулянтов, статинов и антиагрегантов. 
В крайних случаях прибегают к хирурги-
ческим манипуляциям, таким как каротид-
ная эндартерэктомия. Однако эти подходы 
не всегда обеспечивают достаточную защи-
ту от гипоксии и окислительного стресса, 
которые играют ключевую роль в повре-
ждении тканей головного мозга при ише-
мии. Следовательно, новый поиск безопас-
ных и эффективных методов профилактики 
развития ишемического инсульта является 
актуальной задачей. Одним из многообе-
щающих методов является применение ги-
пероксической кислородно-гелиевой смеси. 
Эта смесь уникальна тем, что в ней содер-
жится большое количество кислорода, по-
могающего компенсировать его недостаток 
в тканях, и гелий, который имеет низкую 
плотность и легко проникает в ткани, улуч-
шая тем самым доставку кислорода [2]. 
Гелий также обладает противовоспалитель-
ными и антиоксидантными свойствами, 
что делает его особенно полезным для ле-
чения гипоксии и уменьшения поврежде-
ний тканей при ишемии.

Цель работы — оценка эффективности 
гипероксической кислородно-гелиевой сме-
си (КГС) в профилактике повреждений го-
ловного мозга при ишемическом инсульте.

Материалы и методы
Чтобы оценить способность дыхатель-

ной смеси кислорода и гелия предотвра-
щать повреждение тканей головного мозга 
в условиях ишемического инсульта, были 
использованы самцы крыс линии Sprague 
Dawley в возрасте 9–10 недель. Животные 
были получены из НПП Питомника лабора-
торных животных ФИБХ РАН (Московская 
обл.). Животные содержались в виварии 
барьерного типа с автоматической сменой 
светового режима 12/12. Режим вентилиро-
вания — 12-кратный обмен воздуха в тече-
ние часа. Стандарты содержания животных 
основывались на положениях, изложенных 
в Директиве 2010/63/EU, которая регу-
лирует защиту животных, используемых 
в научных целях. Животные были поделе-
ны на две группы по 8 животных: группа 
1 — контрольная (животные без предвари-
тельной профилактики), группа 2 — экс-
периментальная (животные с предвари-
тельной профилактикой и последующим 
моделированием ишемии).

У животных в экспериментальной группе 
до и после проведения первой и последней 
ингаляции проводили анализ газового со-
става капиллярной крови (сатурацию, на-
пряжение кислорода и углекислого газа) 
с помощью портативного автоматического 
газового анализатора ABL90 FLEX. Также 
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дополнительно оценивали сродство ге-
моглобина к кислороду путем измерения 
концентрации 2,3-дифосфорглицерата 
(2,3-ДФГ) в эритроцитах с помощью спек-
троскопии ядерного магнитного резонанса 
(ЯМР) на ЯМР-спектрометре Avance III 
фирмы “Bruker” (Германия). Через сутки 
после последней ингаляции у всех жи-
вотных в бодрствующем состоянии мо-
делировали ишемический инсульт путем 
купирования сонной артерии головного 
мозга. Еще через сутки после ишемиче-
ского инсульта у животных оценивали тем-
пературу через 3 и 24 ч, на вторые сутки 
и через 7 дней. В эти же временные точки 
у животных оценивали функциональную 
активность: измеряли силу хвата в тесте 
Grip Strength и способность удерживаться 
на стержне на Rota-Rod.

Результаты исследований
После двухнедельных ежедневных ин-

галяций дыхательной смесью кислорода 
с гелием равновесие напряжений СО2 и О2 
изменялось только сразу после ингаляций. 
После первой и последней ингаляции рСО2 
уменьшился на 22%. Напряжение кислоро-
да, в свою очередь, после первого приме-
нения увеличилось на 84%, после послед-
ней ингаляции — на 40%. Важно отметить, 
что разница между значениями до первой 
и последней ингаляции составила 20% 
(с 36,0 до 43,3 mmHg).

Показатель насыщения крови кислоро-
дом — сатурация (sO2) — находился в из-
мененном состоянии на протяжении всего 
периода ингаляций, об этом свидетельству-
ют статистически значимые отличия между 
регистрируемыми показателями до ингаля-
ций на 1-й и 14-й день. Первоначально sO2 
была в среднем на уровне 42,4%. Сразу по-
сле первого применения показатель достиг 
90,3%. Перед последней ингаляцией sO2 
в капиллярной крови животных составляла 
61,1% (статистически значимое изменение 
по сравнению с показателями до примене-

ния дыхательной смеси), а сразу после по-
следнего применения сатурация равнялась 
89,1%.

Для метаболической оценки эритроцитов 
при помощи ЯМР-спектрометра была изме-
рена концентрация 2,3-ДФГ. Двухнедельная 
ингаляция гипероксической кислородно-
гелиевой смесью позволяет адаптировать 
организм животных на молекулярном уров-
не и увеличивает сродство уже сразу после 
первого применения. После первой инга-
ляции концентрация уменьшилась на 14% 
(рис. 1). В среднем у животных была сни-
жена концентрация 2,3-ДФГ в эритроцитах, 
однако значения статистически значимо 
не отличались между собой.

После того как у контрольных живот-
ных произошла ишемия головного мозга, 
температура тела упала через 3 ч и оста-
валась низкой в течение суток (рис. 2А). 
Только через 2 дня температура вернулась 
к нормальным показателям. Стоит отме-
тить, что у животных, которым заранее 
провели профилактику КГС, температура 
тела восстановилась уже через 24 ч и оста-
валась стабильной на протяжении всего 
периода наблюдения.

Рис. 1. Влияние кислородно-гелиевой смеси на концен-
трацию 2,3-дифосфорглицерата в эритроцитах.
Fig. 1. Effect of oxygen–helium mixture on the concentra-
tion of 2,3-diphosphorglycerate in erythrocytes.
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При оценке силы хвата животных в те-
сте Grip Strength было продемонстрирова-
но, что после инсульта все животные те-
ряли физическую активность. Через 3 ч 
после инсульта контрольные животные 
были способны тянуть в среднем 564,5 г/с, 
а животные с КГС — 742,5 г/с (р<0,002) 
(рис. 2В). Через 24 ч опытные животные 
показывали лучший результат относитель-
но контрольных животных (р<0,015). Уже 
на вторые сутки значения между группа-
ми не отличались. В ходе эксперимента 
по измерению способности удерживаться 
на вращающемся стержне (Rota-Rod) жи-
вотные из контрольной группы не смогли 
продемонстрировать длительное удержа-

ние (рис. 2С). В то же время животные, ко-
торым предварительно ингалировали КГС, 
показали значительно лучшие результа-
ты по сравнению с контрольной группой 
(p<0,002).

Выводы
Ингаляции кислородно-гелиевой смесью 

в течение двух недель позволяют увели-
чивать сродство гемоглобина к кислороду 
за счет изменения концентрации 2,3-ДФГ 
в крови животных уже после первого при-
менения. Также предварительная ингаля-
ция кислородно-гелиевой смесью позволя-
ет животным восстанавливаться быстрее 
после ишемии головного мозга.

Рис. 2. Функциональное тестирование животных после ишемии головного мозга. Температура тела живот-
ных (А), сила хвата передних конечностей (В), способность удерживаться на вращающемся стержне в те-
сте Rota-Rod (С).
Fig. 2. Functional testing of animals after cerebral ischemia. Animal body temperature (A), forelimb grasp strength 
(B), ability to stay on a rotating rod in a Rota-Rod test (C).
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Цель работы — разработка психофизиологического комплекса для исследования нейрофизиоло-
гических механизмов социальных взаимодействий на разных моделях деятельности испытуемых 
в диадах. В качестве моделей деятельности использовали сенсомоторный тренинг «Столбики» 
аппаратно-программного комплекса «БОС-Кинезис» (ООО «Нейротех», Таганрог, Россия) и тест 
«Установление закономерностей», разработанный и компьютеризированный на основе методики 
Б.Л. Покровского. Оба тестовых задания сначала предъявляются парам испытуемых для индиви-
дуального выполнения на отдельных мониторах компьютеров, разделенных перегородками. Затем 
перегородки убираются, и те же задания (сенсомоторный тренинг и когнитивный тест) выполня-
ются участниками в условиях соревнования. Обе задачи модифицированы для создания условий 
деятельности в контексте сотрудничества двух партнеров. Комплекс оснащен оборудованием для 
синхронной регистрации ЭЭГ и ЭКГ с обоих испытуемых, которая осуществляется в исходном 
фоновом состоянии и на протяжении всех этапов тестирований с одновременной аудио- и видео- 
записью деятельности и возможных коммуникаций участников. Разработанный комплекс позволяет  
изучать динамику показателей результативности и нейрофизиологических характеристик у челове-
ка в разных социальных условиях деятельности как у отдельных взаимодействующих субъектов, так 
и их сопряженные изменения между партнерами.
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In this work, we set out to develop a psychophysiological facility for studying neurophysiological mech-
anisms of social interactions on different activity models of subjects in dyads. The models of activity 
were sensorimotor training “Columns” as part of a hardware and software complex “BOS-Kinesis” (LTD 
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“Neurotech”, Taganrog, Russia) and the test “Establishment of Laws”, developed and computerized based 
on B.L. Pokrovsky’s test. Both test tasks are first presented to pairs of subjects for individual performance 
on single computer monitors separated by partitions. Then the barriers are removed, and the same tasks 
(sensorimotor training and cognitive test) are proposed to be performed by the participants in a compe-
tition setting. Both tasks have also been modified to enable their performance in the context of coopera-
tion between the two partners. The facility is equipped with systems for synchronous recording of EEG 
and ECG from both subjects in the resting state and during all stages of examination with simultaneous 
audio and video recording of their activities and possible communications. The developed facility can 
be used to study the dynamics of performance indicators and neurophysiological characteristics in hu-
mans in different social conditions of activity both in individual subjects and their related changes be-
tween interacting partners.
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Введение
Исследование нейрофизиологических 

и соматовегетативных механизмов соци-
альных взаимодействий является актуаль-
ной областью современной физиологии 
и социобиологии [2, 3]. Одной из перспек-
тивных методик выявления сопряженных 
изменений функционирования нейронных 
и периферических систем организма вза-
имодействующих людей является гипер-
сканирование [2–5]. Большое значение 
при этом имеет разработка методик и про-
токола проведения обследований, включая 
моделирование разных типов деятель-
ности (сенсомоторной или когнитивной) 
в социальных контекстах (соревнователь-
ном или кооперативном) с возможностью 
сравнительного анализа показателей ре-
зультативности и нейрофизиологиче-
ских характеристик у тех же испытуемых 
при контрольных испытаниях в индиви-
дуальных условиях выполнения аналогич-
ных заданий.

Цель работы — разработка психофизио-
логического комплекса для исследования 
нейрофизиологических механизмов соци-

альных взаимодействий на разных моделях 
деятельности испытуемых в диадах.

Материалы и методы
Комплекс предназначен для прове-

дения обследований пар взрослых ис-
пытуемых, давших информированное 
согласие на участие в исследовании. В ка-
честве модели сенсомоторной деятельно-
сти используется тренинг «Столбики» 
с биологической обратной связью от элек-
тромиографического сигнала мышцы сги-
бателя кисти ведущей руки испытуемого, 
регистрируемого датчиком «Колибри» ап-
паратно-программного комплекса «БОС-
Кинезис» (ООО  «Нейротех», Таганрог, 
Россия). Задача испытуемых — удержи-
вать в целевом диапазоне высоту стол-
бика, которая соответствует произвольно 
регулируемому мышечному напряжению. 
Результативность оценивается в % времени 
удержания высоты столбика в целевой зоне 
от общей длительности тренинга (2–3 мин). 
Для моделирования когнитивной деятель-
ности применяется тест «Установление 
закономерностей», аналогичный методи-
ке Б.Л. Покровского [1], модифицирован-
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ный и компьютеризированный нами сле-
дующим образом. Испытуемому на 3 мин 
предъявляется матрица, состоящая из 12-ти 
строк, в каждой из которых одно эталон-
ное слово и 5 цифровых групп. Задача ис-
пытуемых — в каждой строке матрицы 
выявлять наличие соответствия или отсут-
ствие совпадения между расположением 
шести латинских букв в эталонном слове 
и местоположением цифр в пяти 6-знач-
ных числах. Выявленные закономерно-
сти и их отсутствие испытуемый должен 
отметить нажатием на левую или правую 
клавиши компьютерной мыши, тем самым 
обозначив цифровые группы зеленым (на-
личие) или серым (отсутствие) цветом со-
ответственно. Определяются следующие 
показатели результативности когнитивной 
деятельности: количество верно выявлен-
ных закономерностей, число ошибок и про-
пусков, среднее время анализа отдельных 
цифровых групп. По ним вычисляется 
интегральный коэффициент успешности 
по формуле Б.Л. Покровского.

Разработан протокол проведения обсле-
дований, который включает следующие 
этапы: 1)   психологическое анкетирование 
участников с помощью различных бланко-
вых методов; 2)   синхронная регистрация 
нейрофизиологических сигналов двух ис-
пытуемых в состоянии покоя с открытыми 
и закрытыми глазами; 3)   индивидуальное 
выполнение сенсомоторного и когнитивно-
го тестов двумя испытуемыми параллельно 
за отдельными мониторами компьютеров, 
разделенных перегородками; 4)  выполне-
ние участниками диад одинакового ког-
нитивного теста в соревновательном кон-
тексте; 5)   кооперативная когнитивная 
деятельность пар испытуемых — выяв-
ление закономерностей в общей матрице 
строк задания; 6)   сенсомоторные тренинги 
испытуемых в соревновательных условиях; 
7)   выполнение сенсомоторного тренинга 
в задаче совместного удержания в целевом 

диапазоне высоты одного столбика, которая 
определяется результирующим значением 
двух персональных столбиков партнеров.

Для синхронной 8-канальной регистра-
ции ЭЭГ с каждого из двух испытуемых 
используется энцефалограф (“BIOPAC 
Systems, Inc.”, США), включающий ау-
дио- и видеозапись выполнения тестов 
и коммуникативного поведения участников. 
Синхронная регистрация электрокардио-
грамм испытуемых осуществляется с по-
мощью аппаратно-программного комплек-
са «Варикард» (ООО «Рамена», Россия) 
с анализом статистических и спектральных 
показателей вариабельности кардиоритма. 
Для выявления и топографического кар-
тирования спектрально-когерентных ха-
рактеристик ЭЭГ применяется программа 
«БрайнСис» (ООО «НЕЙРО-КМ», Россия).

Заключение
Проведены апробация разработанного 

комплекса и серия обследований мужчин 
и женщин в парах одного пола. Выявлены 
достоверные корреляционные взаимосвязи 
между психологическими характеристика-
ми испытуемых, результативностью и так-
тиками выполнения сенсомоторного и ког-
нитивного тестов в различных социальных 
контекстах деятельности. Получены данные 
о взаимосвязях электроэнцефалографиче-
ских характеристик и показателей вариабель-
ности кардиоритма испытуемых в исходном 
состоянии оперативного покоя с последую-
щей результативностью при соревновании 
и кооперации. Использование разработан-
ного комплекса и методики проведения об-
следований в диадах испытуемых позволит 
провести эмпирические исследования сов-
ременного уровня и получить качественные 
многомерные психофизиологические резуль-
таты, которые могут внести существенный 
вклад в понимание сенсорных, когнитивных 
и эффекторных процессов, обеспечивающих 
социальные взаимодействия.



156 БИОМЕДИЦИНА | JOURNAL BIOMED | 2025 | Toм 21 | № 4 | 153–156 

БИОМЕДИЦИНСКИЕ ТЕХНОЛОГИИ В КЛИНИЧЕСКИХ ИССЛЕДОВАНИЯХ |  
BIOMEDICAL TECHNOLOGIES IN CLINICAL RESEARCH

СВЕДЕНИЯ ОБ АВТОРАХ | INFORMATION ABOUT THE AUTHORS

Муртазина Елена Павловна, к.м.н., ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр ори-
гинальных и перспективных биомедицинских  
и фармацевтических технологий»;
e-mail: murtazina_ep@academpharm.ru

Elena P. Murtazina, Cand. Sci. (Med.), Federal 
Research Center for Innovator and Emerging 
Biomedical and Pharmaceutical Technologies;
e-mail: murtazina_ep@academpharm.ru

Галушка Екатерина Сергеевна*, ФГБНУ 
«Федеральный исследовательский центр ори-
гинальных и перспективных биомедицинских  
и фармацевтических технологий»;
e-mail: galushka_es@academpharm.ru

Ekaterina S. Galushka*, Federal Research Center 
for Innovator and Emerging Biomedical and Phar-
maceutical Technologies;
e-mail: galushka_es@academpharm.ru

Ермакова Ольга Игоревна, ФГБНУ «Федераль- 
ный исследовательский центр оригинальных  
и перспективных биомедицинских и фармацев-
тических технологий»;
e-mail: ermakova_oi@academpharm.ru

Olga I. Ermakova, Federal Research Center  
for Innovator and Emerging Biomedical and Phar-
maceutical Technologies;
e-mail: ermakova_oi@academpharm.ru

* Автор, ответственный за переписку / Corresponding author

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ | REFERENCES
1.	 Логутова Е.В. Диагностика познавательного раз-

вития. Уч. пособ. Оренбург: Изд-во Оренбургского 
государственного университета, 2021:142. 
[Logutova E.V. Diagnostika poznavatel'nogo razvitiya. 
Uch. posob. [Diagnostics of Cognitive Development. 
Textbook]. Orenburg: Izd-vo Orenburgskogo gosu-
darstvennogo universiteta, 2021:142. (In Russian)].

2.	 Муртазина Е.П., Буянова И.С. Исследования меж-
субъектно взаимосвязанных изменений актив-
ности структур головного мозга в процессе соци-
альных отношений методами гиперсканирования. 
Экспериментальная психология. 2021;14(4):205–
223. [Murtazina E.P., Buyanova I.S. Issledovaniya me-
zhsubektno vzaimosvyazannykh izmenenii aktivnosti 
struktur golovnogo mozga v protsesse sotsialnykh 
otnoshenii metodami giperskanirovaniya [Studies of 
intersubjectively interconnected changes in the ac-
tivity of brain structures in the process of social re-
lations using hyperscanning methods]. Experimental 
Psychology. 2021;14(4):205–223. (In Russian)]. 
DOI: 10.17759/exppsy.2021140411.

3.	 Муртазина Е.П., Матюлько И.С., Журавлев Б.В., 
Голубева Н.К. Соматовегетативные компоненты 

социальных взаимодействий (обзор). Журнал ме-
дико-биологических исследований. 2019;7(3):349–
362. [Murtazina E.P., Matyul’ko I.S., Zhuravlev B.V., 
Golubeva N.K. Somato-vegetativnyye komponen-
ty sotsial'nykh vzaimodeystviy (obzor) [Somato-
autonomic components of social interactions 
(Review).] Zhurnal mediko-biologicheskikh issledo-
vaniy [Journal of Medical and Biological Research]. 
2019;7(3):349–362. (In Russian)]. DOI: 10.17238/
issn2542-1298.2019.7.3.349.

4.	 Tamburro G., Fiedler P., De Fano A., Raeisi K., 
Khazaei  M., Vaquero L., Bruña R., Oppermann  H., 
Bertollo M., Filho E., Zappasodi F., Comani S. An eco-
logical study protocol for the multimodal investiga-
tion of the neurophysiological underpinnings of  dy-
adic joint action. Frontiers in Human Neuroscience. 
2023;17. DOI: 10.3389/fnhum.2023.1305331.

5.	 Zamm A., Loehr J.D., Vespe, C., Konvalinka I., 
Kappel  S.L., Heggli O.A., Vuust P., Keller P.E. 
A  practical guide to EEG hyperscanning in joint 
action research: From motivation to implementa-
tion. Social Cognitive and Affective Neuroscience. 
2024;19(1):nsae026. DOI: 10.1093/scan/nsae026.






