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Статья посвящена анализу и развитию проблем, сформулированных Л.А. Блюменфельдом − выда-
ющимся представителем советской науки. Рассмотрены достижения в описании природы фермен-
тативного катализа методами молекулярной механики белков и квантово-химического суперком-
пьютерного моделирования каталитического цикла с демонстрацией определяющей роли конфор-
мационных изменений функциональных групп активного центра. Предложена и детально
анализируется теория предбиологической эволюции на первичных стадиях, объясняющая возмож-
ность синтеза и эволюции протополимеров. Эволюционную комбинаторику и возможности «раз-
множения» макромолекул в процессах поликонденсации мономеров обеспечивает термоцикл с
преодолением точки фазового перехода воды (процесс «синтез–гидролиз» с адсорбцией мономера
на матрице первичного полимера). Приближением к решению «нерешаемой» задачи: «как материя
становится сознанием», является предложенная и анализируемая теория записи и хранения нейро-
информации, основанная на кинетическом моделировании холинергических синапсов (протон-
ный механизм записи информации).
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Лев Александрович Блюменфельд – выдающий
представитель советской науки. Период творчества
Л.А. Блюменфельда связан с формированием и ак-
тивным развитием в мировой науке физико-хими-
ческой биологии, биофизики, химической биоло-
гии. Его жизнь и творчество – удивительная иллю-
страция триединства наук: физики, химии и
биологии. Будучи выпускником химического фа-
культета МГУ, Л.А. Блюменфельд большую часть
жизни проработал в Институте химической физики
РАН, в медицинских научных учреждениях, создал
на физическом факультете МГУ имени
М.В. Ломоносова кафедру биофизики. Творческая
судьба Л.А. Блюменфельда демонстрирует един-
ство различных направлений естествознания, взаи-
мопроникновение наук друг в друга и эффектив-
ность развития пограничных областей.

Целью данной статьи является иллюстрация
развития некоторых задач и идей, над которыми
работал Л.А. Блюменфельд, с применением к их
решению современных методов биохимической
физики, получивших развитие в ближайшие де-
сятилетия. Речь идет о природе и механизмах
ферментативного катализа, о проблемах проис-
хождения жизни на первых стадиях и о молеку-
лярных основах интеллекта. Если первая пробле-
ма, привлекшая Л.А. Блюменфельда, представля-
лась ему как проблема категории «решаемых»,
две последние он относит к «нерешаемым» про-
блемам биофизики [1]. Современный прогресс
науки обеспечивает в определенной степени ре-
шение и этих «нерешаемых» проблем.
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ВАРФОЛОМЕЕВ

ФЕРМЕНТАТИВНЫЙ КАТАЛИЗ. ФЕРМЕНТ 
КАК «МАКРОМОЛЕКУЛЯРНЫЙ СТАНОК»

Феномен биологического катализа – ускоре-
ние ферментами скоростей химических реакций −
удивительное по своей физико-химической сути
явление. Наблюдаемые эффекты ускорения реак-
ций ферментами по сравнению с традиционными
«химическими» катализаторами колоссальны –
1012–1014 раз [2]. При этих условиях, если фер-
ментативная реакция протекает в течение одной
секунды, процесс, катализируемый, например,
ионом водорода, будет протекать сотни тысяч лет.
Если принять во внимание специфичность, се-
лективность выбора ферментом молекулы реа-
гента, то становится очевидным, что фермента-
тивный катализ – суть и базовая основа феноме-
на жизни.

Физическая природа функционирования фер-
ментов – научная загадка, вызов, который инте-
ресовал многих исследователей в середине – кон-
це прошлого века. Концепция, которую внес в
обсуждение этого феномена Л.А. Блюменфельд,
заключается в том, что белок как макромолеку-
лярная система обладает возможностями кон-
формационных изменений и подвижности от-
дельных фрагментов, и это может и должно иг-
рать роль в эффективности катализа. Детальное
исследование молекулярных изменений в актив-
ных центрах ферментов в процессе каталитиче-
ского акта подтвердило это, на первый взгляд не
очевидное, предположение. 

Основой современных исследований молеку-
лярных механизмов функционирования макро-
молекулярных систем является моделирование с
использованием физических принципов молеку-
лярной механики и квантовой молекулярной ме-
ханики [3–5].

В настоящее время методами суперкомпью-
терного моделирования исследованы сотни фер-
ментов. Если известна трехмерная структура бел-
ка на атомарном уровне, то открывается возмож-
ность с использованием методов молекулярной
механики и квантовой химии построить полную
детализированную картину трансформации ис-
ходных молекул в конечные продукты с участием
функциональных групп активного центра белка. 

Процессы химических изменений имеют мно-
гостадийный характер, при этом экстремумы на
профиле свободной энергии отражают структуру
и энергетические уровни промежуточных мета-
стабильных соединений (минимумы) и переход-
ных состояний (максимумы). На рис. 1 представ-
лен профиль свободной энергии реакции гидро-
лиза N-ацетиласпарагиновой кислоты под
действием N-ацетиласпартилгидролазы – ключе-
вого фермента центральной нервной системы че-
ловека [6]. На этом примере, как и на всех осталь-
ных примерах, которые построены на суперком-

пьютерном моделировании молекулярного
механизма катализа методами квантовой молеку-
лярной механики, видно, что лимитирующей ста-
дии реакции предшествуют быстрые равновес-
ные стадии переноса протона и конформацион-
ного изменения функциональной группы
макромолекулярной структуры белка. Таким об-
разом, можно сделать общий вывод, что физико-
химической основой белкового катализа являет-
ся использование быстрых равновесных стадий
(перенос протона и конформационные измене-
ния) для понижения энергетического барьера на
лимитирующей стадии реакции.

ПРОИСХОЖДЕНИЕ ЖИЗНИ: 
ПРЕДБИОЛОГИЧЕСКИЙ СИНТЕЗ 
И ЭВОЛЮЦИЯ БИОПОЛИМЕРОВ. 

ТЕРМОЦИКЛ И ЭВОЛЮЦИОННАЯ 
КОМБИНАТОРИКА

Одной из важнейших проблем современного
естествознания является вопрос о происхожде-
нии жизни. Два абсолютно неоспоримых факта
характеризуют живые системы.

1. Все биополимеры — продукты полимериза-
ции трифункциональных мономеров. Две хими-
ческие группы (функции) участвуют в образова-
нии химических мономер-мономерных связей.
Третья функциональная группа — это структур-
ная группа мономера, отличающая один мономер
от другого (заместители в α-положении амино-
кислот, пиримидин-пуриновые основания в нук-
леотидах).

2. В условиях предбиологической полимериза-
ции в водной среде пептиды и фосфодиэфирные
связи самопроизвольно образоваться не могут.
Более того, все функциональные полимеры жи-
вых систем – белки, нуклеиновые кислоты, поли-
сахариды – это хорошо водорастворимые соеди-
нения, плохо растворимые в гидрофобных жид-
костях. Их полная деструкция с расщеплением на
мономеры в водной среде – это вопрос времени.

Очевидно, что синтез предбиологических мак-
ромолекул требует специальных условий. Эти
условия обеспечивает гипотеза о термоцикле как
движущей силе предбиологического синтеза и от-
бора макромолекул. Теоретическое описание и
экспериментальная проверка этой гипотезы
представлены в работах [7–9].

В условиях термоцикла возникают уникаль-
ные возможности синтеза и комбинаторного от-
бора макромолекул.

1. При температуре выше температуры фазово-
го перехода создаются термодинамические (пере-
нос образовавшейся воды в газовую фазу) и кине-
тические (ускорение химических реакций) усло-
вия образования пептидных и фосфодиэфирных
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связей и реализации процессов твердофазной по-
ликонденсации мономеров.

2. При обратном переходе системы в условия
ниже температуры фазового перехода имеет ме-
сто образование водной фазы и сосуществование
образованного полимера в растворе с мономе-
рами.

3. Повышение температуры на следующем
этапе ведет к уменьшению в среде воды и суще-
ственному концентрированию растворов поли-
меров и мономеров вплоть до образования твер-
дой фазы. В этих условиях при высоких темпера-
турах происходят два конкурирующих процесса:

а) полимерные молекулы не являются индиф-
ферентными участниками процесса. При усло-
вии сродства за счет супрамолекулярных взаимо-
действий могут и должны образовываться водо-
родные, кулоновские и ван-дер-ваальсовы связи
между функциональными группами полимерной
цепи и мономерами. Это приводит к концентри-

рованию мономеров, облегчая процессы полиме-
ризации и комплементарной селекции мономе-
ров на полимерной матрице. Полимер всегда ока-
зывает влияние на состав продуктов в силу
супрамолекулярного взаимодействия мономера с
полимером. Адсорбция мономера на полимере
может характеризоваться очень слабой степенью
селекции, но за счет большого числа циклов это
может привести к образованию комплементар-
ных цепей и «размножению» молекул определен-
ной структуры (см. работы [7, 8]);

б) при высоких температурах, приближаю-
щихся к точке кипения растворителя, активизи-
руются процессы гидролиза и разрушения поли-
мерной цепи на фрагменты и мономеры. Этот
процесс имеет два следствия:

– макромолекулярные структуры, более ус-
тойчивые к процессам гидролиза, переходят в
твердую фазу с последующим процессом полиме-
ризации на матрице;

Рис. 1. (а) – Профиль свободной энергии каталитического цикла N-ацетиласпартатгидролазы; (б) – быстрая равновесная
стадия (перенос протона и конформационные изменения) – механизм понижения энергетического барьера на
лимитирующей стадии ферментативного катализа.
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– система обогащается мономерами за счет
гидролиза «неудачных» структур с последующим
использованием мономеров в реакции комбина-
торного синтеза.

Принцип отбора и конкурентные преимуще-
ства чрезвычайно просты. Критерии отбора осно-
ваны на кинетических характеристиках процесса
и имеют кинетическую природу:

1) преимущества имеют структуры, более эф-
фективно концентрирующие и сорбирующие мо-
номеры и тем самым реализующие более быст-
рый синтез полимерной цепи на матрице первич-
ного полимера;

2) преимущества имеют структуры, более
устойчивые к гидролитическому расщеплению на
мономеры (комплексы полимеров с мономерами,
более устойчивы к процессам гидролиза). Побеж-
дает более «быстрый» и «устойчивый».

Колоссальным конкурентным преимуще-
ством является появление каталитических
свойств в гидролизе «неудачных» макромолекул,
в синтезе полимеров или в синтезе мономеров.

Экспериментальные работы [9] подтвердили
основные положения развитой теории. Работа
была сделана на примере синтеза олигопептидов
ограниченной длины цепи, позволяющем деталь-
ное масс-спектрометрическое изучение последо-
вательности аминокислот в цепи.

Проблемам эволюции макромолекул на пред-
биологическом уровне уделено большое внима-
ние [10–13]. В частности, следует отметить выда-
ющуюся монографию М. Эйгена [10], давшего
кинетическое описание процессам селекции
макромолекул с использованием представления о
«конкурентном преимуществе». Однако за рам-
ками этих исследований остается открытым во-
прос о механизме процессов саморазмножения
макромолекул, о движущей силе, обеспечиваю-
щей упорядочение и «конкурентное преимуще-
ство», а в конечном итоге – молекулярную кон-
вергенцию разнообразия полимеров к ограни-
ченному числу типов биомакромолекул.

Представляется, что этот механизм связан с
поведением систем «мономер–полимер» в режи-
ме термоцикла. В частности, механизм может
быть основан на использовании энергии Солнца
и глобальном вращении Земли вокруг своей оси.
В результате вращения любая точка земной по-
верхности испытывает циклические колебания
температуры. На первичной Земле при достаточ-
но слабой атмосфере эти колебания имели весьма
высокую амплитуду. В зависимости от конкрет-
ных условий (радиации, теплообмена, теплопро-
водности) эти колебания характеризуются широ-
ким спектром амплитуд в пределах от +200 до
‒100°С. Термоцикл является абсолютно есте-
ственным процессом для любого космического
тела (планеты и их спутники, кометы, астерои-
ды). В этих условиях имеют место разнообразные
химические реакции и фазовые переходы.

Таким образом, необходимыми базовыми
условиями обсуждаемой модели являются:

1) трифункциональность мономеров, содер-
жащих несколько (по крайней мере два) типов за-
местителей;

2) избыток мономеров; 
3) термоцикл – циклическое изменение тем-

пературы, обеспечивающее обратимый фазовый
переход воды из жидкого в газообразное состоя-
ние и обратно.

Была разработана кинетическая модель, осно-
ванная на этих принципах. Анализ модели демон-
стрирует, что термоцикл – способ превращения
абсолютно невозможных событий (вероятность
равна 10–100) в абсолютно достоверные (вероят-
ность равна единице) (табл. 1) [7].

Базовым кинетическим принципом эволюции
является экспоненциальный характер развития
системы. Только в режиме экспоненциального
роста по всем ключевым переменным система
может набрать необходимое количество материа-
ла и стать доминирующей. Переход в устойчивый
стационарный режим по любому из ключевых
компонентов лишает систему принципиального

Таблица 1. Времена эволюционного отбора макромолекул в режиме термоцикла при переходе доли
«позитивных» молекул от 10–100 до 1 при различных значениях «конкурентного преимущества»

Rонкурентное преимущество (ap/an,) Число циклов Время, млн лет

1.000000006
1.000000008
1.000000015
1.000000025

3.65·1010

2.75·1010

1.8·1010

9.1·109

100
75
50
25
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эволюционного преимущества – экспоненциаль-
ного роста [14 ].

1. Можно представить, что на первичных эта-
пах развития полимерных систем синтезируются
и сосуществуют три основных типа макромоле-
кул, а именно, протопептиды – продукт поли-
конденсации разнообразных аминокислот,
протоаналоги РНК и ДНК – продукты поликон-
денсации углеводов с образованием фосфоди-
эфирных связей. Полимеризационные процессы
идут при высоких температурах выше температу-
ры фазового перехода воды. Реакции поликон-
денсации абсолютно неспецифичны и все три ос-
новных класса полимеров характеризуются бес-
конечным набором вариантов структур.

2. Термоциклический процесс обеспечивает
возможности частичного матричного синтеза во
всех классах протополимеров. Синтез амидной и
фосфодиэфирной связи в системе «полимер–мо-
номер» не может протекать без взаимодействия
полимерных молекул с мономером. При прибли-
жении к точке фазового перехода и элиминирова-
нии воды происходит существенное концентри-
рование растворов и взаимодействие (адсорбция)
мономера с полимером за счет трифункциональ-
ного характера мономеров. Частичное селектиро-
вание мономера на полимере за счет водородных,
ионных и гидрофобных связей обеспечивает при
переходе точки фазового перехода частично се-
лектированный матричный синтез. В силу боль-
шого числа циклов (1 млрд лет – 3.65⋅1011 циклов)
даже очень незначительное селектирование при-
водит к существенному сужению распределения
молекул по разнообразию структур (см. табл. 1).
При этом все три типа протополимеров могут су-
ществовать независимо в «первичном протопо-
лимерном бульоне». 

3. Одним из физико-химических факторов
первичного отбора может быть кинетическая
устойчивость протомакромолекулы в водной сре-
де. При повышенных температурах, особенно
при приближении к точке фазового перехода, су-
щественную роль могут играть гидролитические
процессы. Это обеспечивает преимущественное
существование более кинетически устойчивых
протополимерных молекул. Принципиально
важным фактором отбора является тот факт, что
комплексы более защищены от агрессивного, де-
полимеризующего действия воды. Это относится
к комплексам «полимер–аминокислота», «поли-
мер–нуклеотид», «пептид–РНК», «пептид–
ДНК». В результате этих процессов популяции
протополимеров обогащаются макромолекула-
ми, хорошо адсорбирующими мономеры и обра-
зующими интерполимерные комплексы.

4. Качественный скачок эволюции – освоение
возможностей экспоненциального роста. Три ти-
па макромолекул, сосуществующих в «протопо-

лимерном бульоне», характеризуются принципи-
ально разными свойствами. Пептиды способны
образовывать глобулярные структуры и обладать
ярко выраженными каталитическими свойства-
ми. Прото–РНК могут проявлять каталитические
свойства, формировать нелинейные трехмерные
структуры, взаимодействовать с пептидами и се-
лективно комплексообразоваться с ДНК. Для
ДНК характерны комплементарные связи с РНК
и одноцепочечными ДНК. Возможный переход к
экспоненциально-эволюционному развитию
определяется в первую очередь каталитическими
свойствами протопептидов. Протопептиды (про-
тобелки) способны участвовать как на стадиях
полимеризации, так и на стадиях гидролитиче-
ского расщепления кинетически неустойчивых
макромолекул. В соответствии с принципами
микроскопической обратимости один и тот же
активный центр способен ускорять как прямой,
так и обратный процесс. При низких концентра-
циях воды и высоких температурах катализатор
может участвовать в синтезе мономер–мономер-
ной связи, при низких температурах – в гидроли-
зе и отборе нестабильных структур. При этом гид-
ролитические процессы приводят к регенерации
мономеров, способных при следующем термо-
цикле участвовать в образовании новых макромо-
лекул. Это одно из главных качеств эволюцион-
ной комбинаторики. 

Биополимерные молекулы, составляющие
суть жизни на Земле, – продукт всего лишь одной
химической реакции – реакции поликонденса-
ции, или образования связи «мономер–мономер»
с выделением молекулы воды. При этом «биопо-
лимерная жизнь» базируется на предельно огра-
ниченном наборе химических элементов – угле-
роде, кислороде, фосфоре, водороде и азоте.
Остальные элементы (железо, медь, селен, калий,
натрий, кальций и др.) представлены в биомате-
риалах в следовых количествах и не входят в со-
став участников, образующих полимерные моле-
кулы. Вместе с тем современная химия полиме-
ров иллюстрирует гигантское разнообразие
возможностей с участием кремния, бора, фосфо-
ра, металлов (алюминия, титана, олова и др.). 

Полимеры на базе этих структур могут быть
основой принципиально отличной от земной
эволюционной комбинаторики с созданием са-
моразмножающих (пролиферирующих) поли-
мерных молекул. Гигантские возможности в этом
плане лежат в области химии кремния. При этом
кремний-органические полимеры обладают ря-
дом выдающихся физических свойств и термо-
стабильностью [15]1. Разнообразие возможно-
стей химии полимеров позволяет надеяться, что в
других условиях, отличных от планеты Земля,
жизнь может иметь принципиально другую хи-
мическую основу.
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Температурные пределы функционирования
систем на основе полимеров имеют два принци-
пиальных ограничения. 

1. При высоких температурах макромолекулы
нестабильны и деградируют на осколки различной
химической природы. Одна из задач, которая ре-
шалась в области химии полимеров – создание ма-
териалов с высоким эксплуатационными характе-
ристиками, способными «работать» при высоких
температурах. В работе [14] приведены данные по
изучению стабильности полимеров различной
структуры, взятые из монографии [15]. Исследова-
лась потеря веса образца от температуры. Видно,
что предельные условия, при которых полимеры
сохраняют структуру, составляют 500–700°С. Вы-
вод, который следует из этих данных, заключается
в том, что «полимерная жизнь» на основе термо-
стабильных полимеров, возможна на любой пла-
нете солнечной системы: Меркурий (350°С), Вене-
ра (450°С), Земля (0°С), Марс (–50°С), Юпитер (–
120°С), Сатурн (–120°С).

2. Принципиальное ограничение возникнове-
ния «полимерной жизни» заключается в зависи-
мости скорости химических реакций от темпера-
туры. Ограничения отсутствуют для реакций по-
лимеризации на Земле, Венере и Меркурии. Для
Меркурия и Венеры в силу высоких температур
процессы полимеризации могут идти существен-
но быстрее, чем на Земле. При переходе от 150°С
(полимеризация в пике термоциклов на Земле) к
300°С (полимеризация на Венере и Марсе) про-
цесс ускорения приблизительно в 35000 раз.

Полимеризационные процессы драматически
замедляются при переходе к низким температу-
рам Марса, Юпитера или Сатурна. Если принять
температуру поверхности Марса –50°С, а Сатур-
на (Юпитера) –150°С, то кинетика полимериза-
ции замедляется в 106–109 раз. Расчеты показы-
вают, что стадия протополимерной эволюции на
Земле заняла ~100 млн лет (cм. табл. 1). С учетом
температурного замедления эти процессы на
Марсе, Сатурне или Юпитере должны были бы
протекать 1014–1017 лет. Если принять возраст
Солнечной системы 5͘͘͘͘͘͘·109 лет, становится очевид-
ным, что «полимерная жизнь» на «холодных пла-
нетах» Марс, Юпитер, Сатурн возникнуть не мог-
ла. При этом локальные изменения температуры
типа вулканической деятельности существенно
на возникновение «протополимерной жизни» по-
влиять не могут, поскольку главная черта разви-
ваемой концепции – устойчивый термоцикл.
Длительность термоцикла определяется частотой
вращения планеты вокруг своей оси.

МОЛЕКУЛЯРНЫЕ ОСНОВЫ ИНТЕЛЛЕКТА. 
ПРОТОННЫЙ МЕХАНИЗМ ЗАПИСИ 

ИНФОРМАЦИИ

Проблема исследования молекулярных основ
нейрологической памяти и связанная с этим про-
блема молекулярных основ интеллекта – одна из
наиболее сложных и вызывающих проблем со-
временного естествознания. Мозг как сложное
молекулярное структурное образование обеспе-
чивает многоканальное управление биохимиче-
скими процессами в организме, восприятие сен-
сорно-рецепторной информации, запись, хране-
ние и считывание этой информации.

В рамках сенсорно-рецепторного функциони-
рования мозг представляет собой эффективно
функционирующую электро-механическую си-
стему, в которой сопряжены процессы ионного
транспорта и механические реакции вазодила-
торного-вазоконстрикторного обеспечения
энергией (кислородом) зоны возбуждения (ней-
ро-васкулярное сопряжение). Нами эксперимен-
тально и на уровне кинетического моделирова-
ния детально исследованы процессы нейроваску-
лярного сопряжения [16, 17]. Важную роль в
функционировании нейрональных сетей играют
ключевые метаболиты, такие как N-ацетиласпар-
тат, N-ацетиласпартилглутамат, характерные
только для нервной системы, а также ферменты,
обеспечивающие метаболизм ключевых агентов
[18–21].

Принципиальной по сложности и важности
проблемой является вопрос о природе и механиз-
маx записи и считывания информации, записан-
ной на молекулярном уровне в сетях нейронов.
Развиваемая нами концепция базируется на сле-
дующих положениях.

1. Основой нейрологической памяти является
нейросеть с пересекающейся нейронной трех-
мерной системой синапсов, обеспечивающей
контакты между нейронами и создающей систему
проведения нервного возбуждения. Синапсы
представляют собой «химические полупроводни-
ки», обеспечивающие по принципу «открыт-за-
крыт» проведение ионного сигнала возбуждения.
Ранее были сделаны расчеты, демонстрирующие,
что объем нейронной сети и контактов (синап-
сов) между нейронами достаточен для записи
всей информации, которая характерна для мозга
человека. Согласно работе [22] потенциальный
объем памяти человека составляет I = 109 бит.
Потенциально за счет синаптических контактов в
мозге человека может быть записано 1010 бит ин-
формации.

2. Существует экспериментально обоснован-
ный факт, согласно которому ацетилхолин и аце-
тилхолиновые синапсы играют ключевую роль в
механизмах обучения и памяти [23]. Одним из ре-
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зультатов и доказательств этого положения явля-
ется использование ингибиторов ацетилхолинэс-
теразы – фермента, определяющего поведение
ацетилхолиновых синапсов, для улучшения па-
мяти у больных деменцией и болезнью Альцгей-
мера.

3. Нами проведено детальное кинетическое
описание процесса функционирования ацетил-
холинового синапса [24–26]. Механизм катализа
ацетилхолинэстеразой, исследованный на основе
суперкомпьютерного молекулярного моделиро-
вания, представлен в работах [18, 19]. Как все се-
риновые гидролазы, каталитическая функция ко-
торых определяется имидазольной группой ги-
стидина, фермент ингибируется ионами
водорода с рКa ~ 7. Параметры макромолекуляр-
ной структуры синапса следующие: толщина си-
наптической щели, представляющей собой гель,
насыщенный ацетилхолинэстеразой, 20–100 нм;
концентрация холина в вазикуле, инжектируе-
мой в синаптическую щель, высока и достигает
0.1–1.0 М [27-29] при «разряде» нескольких вази-
кул с переносом ацетилхолина в щели достигает
10–300 мМ. Это в высшей степени высокая кон-
центрация. Для того чтобы гидролизовать нейро-
медиатор практически полностью и не дать ему
возможность «заселить» ацетилхолиновые рецеп-
торы постсинаптической мембраны, в миллисе-
кундные интервалы времени (время «разряда»
синапса) необходима исключительно высокая
концентрация фермента – 0.5–50 мМ. Принци-
пиальной особенностью функционирования хо-
линэргического синапса является продукция в
синаптической щели ионов водорода в результате
образования уксусной кислоты (рКa ~ 4). Образо-
вание кислоты в условиях высокой концентрации
субстрата и фермента в макрокинетических усло-
виях геля синаптической щели вносит принци-
пиально важный вклад в динамику функциони-
рования синапса. Протон взаимодействует с ими-
дазольной группой гистидина 447 в равновесном
режиме, полностью блокируя каталитическую
активность ацетилхолинэстеразы. Это делает си-
напс проводящим сигнал нейронального возбуж-
дения. В обзоре [30] детально описаны динамиче-
ские закономерности функционирования хо-
линэргического сигнала с учетом процессов
синтеза и диссипации ионов водорода в синапти-
ческой щели при различных концентрациях фер-
мента и субстрата.

Ключевым положением концепции является
предположение о том, что запись информации
происходит путем формирования структуры про-
водящих синаптических контактов (формирова-
ние «нейрообраза») за счет создания структуры
переноса возбуждения по «открытым» синапти-
ческим цепям. Функционирование ацетилхоли-
нового синапса обеспечивает этот механизм эф-

фективным средством реализации проводимости
(открытости) синапса – протонированием аце-
тилхолинэстеразы в процессе синаптического
«разряда» и переноса возбуждения. В общем слу-
чае можно представить несколько механизмов
реализации формирования сигнал-проводящих
цепей и «нейрообраза». Это может быть реализо-
вано путем увеличения частоты возбуждения, из-
менения скорости распада ацетилхолинэстеразы,
изменения вязкости мембраны синаптической
щели, электромеханического уменьшения тол-
щины мембраны (электро-констрикционный
процесс). Наиболее эффективным является со-
здание устойчивого сигнал-проводящего канала
путем увеличения частоты импульсов. В работе
[19] показано, что при прочих равных условиях
переход от частот 100 Гц к 150 Гц может полно-
стью заблокировать активность ацетилхолинэс-
теразы в синаптической щели за счет протониро-
вания активного центра. Это – протонный меха-
низм записи информации.

Процессы переноса протона играют важную
роль в функционировании нейросетей. Разнооб-
разные эффекты, связанные с изменением рН,
анализируются в работах [31–37]. 

Хранение информации в виде «нейрообраза»
может быть связано с рН блокировкой ацетилхо-
линэстеразы в синаптической щели, обеспечива-
ющей каждому синапсу «нейрообраза» непрерыв-
ное участие в передаче сигнала. Этот механизм
может работать как при афферентном пути (за-
пись информации), так и при эфферентном пути
(считывание информации). Косвенным доказа-
тельством протонного механизма формирования
памяти является экспериментальная работа, де-
монстрирующая увеличение кратковременной
памяти при «закислении» мозга животных до рН
6.9 путем временной ингаляции газовой смесью,
содержащей 10% углекислоты [31].

4. Переход от функционирования отдельного
синапса к функционированию цепи позволяет
оценить величину «элементарной» ячейки памя-
ти, способной записать (считать) один бит ин-
формации. Элементарные расчеты показывают,
что для записи одного бита информации доста-
точна цепь длиной восемь-десять синаптических
контактов.

Трехмерная структура матрицы памяти, реа-
лизуемая в нейрональной сети путем проводящих
сигнал контактов (Н+-блокировка ацетилхо-
линэстеразы синапса) может быть достаточно
разнообразной. Это могут быть линейные цепи с
«элементарной» ячейкой памяти в один бит (во-
семь-десять синапсов); цепи, сформированные в
виде нейронального «куста» или «дерева»; «щет-
ки», представленные в виде трехмерного QR-шаб-
лона. 
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«Разряд» синапса с передачей сигнала от одно-
го синапса к другому – относительно медленный
процесс. Проведенные выше расчеты показыва-
ют, что в записи-хранении одного бита информа-
ции участвуют восемь-десять синаптических
контактов («элементарная цепь» памяти). Функ-
ционирование элементарной цепи предполагает
последовательную передачу сигнала. С учетом то-
го, что «разряд» синапса происходит приблизи-
тельно за 1 мс, один бит информации может быть
записан-считан соответственно за ~10 мс. Таким
образом, «элементарная» ячейка памяти имеет
производительность ~100 бит в секунду.

Как известно, в науке наиболее важная
задача – формирование и формулирование про-
блемы. Л.А. Блюменфельд обладал удивительны-
ми способностями постановки вопросов и ини-
циирования интереса к наиболее сложным зада-
чам естествознания, включая как «решаемые»,
так и «нерешаемые» проблемы.
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The work is devoted to the analysis and development of the problems formulated by L.A. Blumenfeld, an out-
standing representative of Soviet science. This paper discusses achievements in the description of the nature
of enzymatic catalysis by methods of molecular mechanics of proteins and supercomputer-rescued quantum-
chemical modeling of the catalytic cycle with the demonstration of the determining role of conformational
changes in the functional groups of the active center. A theory of prebiological evolution at primary stages is
proposed and analyzed in detail, this theory explains the possibility of synthesis and evolution of protopoly-
mers. Evolutionary combinatorics and the possibility of "multiplication" of macromolecules in the processes
of polycondensation of monomers are provided by a thermal cycle with overcoming the phase transition point
of water ("synthesis-hydrolysis" process with adsorption of the monomer on the matrix of the primary poly-
mer). One possible way of solving the “unsolvable” problem such as “how matter becomes consciousness” is
to consider a proposed and analyzed theory of recording and storing neuroinformation based on kinetic mod-
eling of cholinergic synapses (proton mechanism for recording information).

Keywords: enzymatic catalysis. KM/MM modeling, conformational mobility of the active site, protopolymers,
thermal cycle, evolutionary combinatorics, kinetic model for a synapse, cholinergic synapses, proton mechanism
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3D-архитектура генома определяет функцию клетки. Изучение конденсации ДНК в клетке важно
для понимания механизмов выживания бактерий и для медицины, поскольку упорядоченная кон-
денсация ДНК обеспечивает устойчивость патогенных бактерий к действию антибиотиков. В раз-
бавленном растворе длина ДНК составляет несколько сантиметров. Длина бактерии Escherichia coli
составляет около 2.0 мкм. Столь драматичное уменьшение объема, занимаемого ДНК – следствие
ее конденсации. Обнаружено, что ДНК организована в нуклеоиде иерархически с тремя уровнями
компактизации ДНК: нижний уровень (малый масштаб ≥ 1 кб п.о.) обеспечивается гистоноподоб-
ными NAP-белками. Бактерии при стрессе голодания, в отличие от активно растущих бактерий, ис-
пользуют энергонезависимый механизм поддержания порядка и защиты жизненно важных струк-
тур (ДНК), как в неживой природе. Изучение структуры ДНК в нуклеоиде бактерии E. coli проводи-
ли с помощью дифракции синхротронного излучения и просвечивающей электронной
микроскопии. Экспериментальные результаты позволили визуализировать структуры нижнего
иерархического уровня компактизации ДНК в нуклеоиде покоящихся клеток. Впервые проведен-
ная серия дифракционных экспериментов свидетельствует о наличии периодической упорядочен-
ной организации ДНК во всех изученных бактериях. Просвечивающая электронная микроскопия
позволила извлечь более тонкую визуальную информацию о типе конденсации ДНК в нуклеоиде
бактерии E. coli. Обнаружены внутриклеточные нанокристаллические, жидкокристаллические и
свернутые нуклеосомо-подобные структуры ДНК. Свернутая нуклеосомоподобная структура на-
блюдалась впервые, она является результатом множественного сворачивания длинных молекул
ДНК вокруг белка Dps и его ассоциатов.

Ключевые слова: ДНК, бактерия Escherichia coli, стресс голодания, внутриклеточные нанокристалличе-
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3D-архитектура генома определяет функцию
клетки. Изучение конденсации ДНК в клетке
важно также для понимания механизмов выжива-
ния бактерий и для медицины, поскольку упоря-
доченная конденсация ДНК обеспечивает устой-
чивость патогенных бактерий к действию анти-

биотиков. Устойчивость к антибиотикам на
сегодняшний день является одной из важнейших
медицинских проблем в мире.

Бактерии Escherichia coli, как и другие микро-
организмы, находятся в постоянно изменяющих-
ся условиях окружающей среды, часто неблаго-

Сокращения: ПЭМ – просвечивающая электронная микроскопия, Dps – ДНК-связывающий белок [впервые выделенный]
из голодающих клеток (DNA-binding protein from starved cells). 

УДК 573.7, 577.3, 577.1, 577.15 
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приятных. Изменения параметров среды воспри-
нимаются ими как стресс. В ответ на любые
стрессовые воздействия клетки E. coli включают
универсальные наследственные стратегии адап-
тации, основанные на структурных, биохимиче-
ских и генетических перестройках, позволяющие
сохранить часть популяции и выжить в любых не-
благоприятных условиях [1]. В первую очередь
эти стратегии направлены на защиту генетиче-
ского материала клетки. Стресс голодания и пе-
реход бактерий в покоящееся состояние пред-
ставляет особый интерес, поскольку покоящиеся
клетки существенно более устойчивы к воздей-
ствию антибактериальных препаратов, кроме
этого, бактерии приобретают способность выжи-
вать в самых агрессивных условиях. 

Данный обзор посвящен последним ориги-
нальным (2017–2022 гг.) и литературным резуль-
татам экспериментальных исследований струк-
турной организации ДНК в покоящихся клетках
E. coli с помощью дифракции синхротронного из-
лучения, просвечивающей электронной микро-
скопии (ПЭМ) при действии на бактерию стресса
голодания. Приведены результаты молекулярно-
динамического моделирования кристаллов Dps-
ДНК. Обсуждаются изменения в архитектуре
нуклеоида при переходе от активно растущих к
покоящимся клеткам, образующимся при стрессе
голодания. Для лучшего понимания происходя-
щих изменений обсуждается архитектура нуклео-
ида в активно растущей клетке. Обсуждаются по-
следние методические успехи в нано-визуализа-
ции и нано-томографии клеток с помощью
синхротронного излучения и электронной мик-
роскопии, которые позволят в обозримом буду-
щем определять архитектуру нуклеоида с высо-
ким разрешением как в активно растущих, так и
покоящихся бактериях.

КОНДЕНСАЦИЯ ДНК В АКТИВНО 
РАСТУЩИХ КЛЕТКАХ. 

ФРАКТАЛЬНАЯ ГЛОБУЛА

E. coli – широко распространенная грамотри-
цательная бактерия, являющаяся одним из важ-
нейших инструментов биологической науки [2].
E. coli в этом смысле является аналогом атома во-
дорода для микробиологии.

Бактериальная геномная ДНК и ассоцииро-
ванные с ней белки (nucleoid-associated proteins,
NAP-белки) расположены в клетке в сильно кон-
денсированной и функционально организован-
ной форме в нуклеоиде. ДНК – длинный, сильно
заряженный гетерополимер. В разбавленном рас-
творе при термодинамическом равновесии ДНК
бактерии E. coli образует стохастический клубок
[3] объемом около 500 мкм3. Объем нуклеоида
E. coli, где располагается ДНК, в клетке не превы-

шает 1 мкм3. Для размещения в нуклеоиде ДНК
должна дополнительно компактизоваться [4].
Кроме этого, конденсированная в нуклеоиде
ДНК должна быть функциональной. Конденси-
рованная ДНК должна быть способна осуществ-
лять такие процессы как репликация, рекомбина-
ция, сегрегация и транскрипция. Структура бак-
териального нуклеоида с высоким разрешением
еще не определена. Однако исследования, начав-
шиеся еще в 1971 г., показали, что конденсиро-
ванная ДНК в нуклеоиде имеет иерархическую
структуру и что конденсация ДНК имеет некото-
рое сходство с фолдингом (самоорганизацией)
белка [4, 5]. Можно грубо выделить следующие
уровни структурной организации компактной
бактериальной ДНК [6]. Низший уровень (малый
масштаб ~ 1 килобайт пар оснований (п.о.)) обес-
печивается взаимодействием ДНК с ДНК-связы-
вающими белками. На промежуточном уровне
(средний масштаб ~ 10 килобайт п.о.) ДНК обра-
зует сверхспиральные петли. На самом высоком
уровне (мега-масштаб ~ 106 п.о.) ДНК образует
шесть пространственно-организованных макро-
доменов с четкой территориальной организацией
(как у фрактальной глобулы), на которые разде-
лен бактериальный нуклеоид.

Фрактальная (или складчатая) глобула – это
компактное полимерное состояние, которое воз-
никает при конденсации полимера в результате
топологических ограничений, препятствующих
переходу одной области цепи в другую. Это дол-
гоживущее промежуточное состояние было вве-
дено в 1988 году А.Ю. Гросбергом с соавт. [7].
Экспериментальное исследование свойств про-
странственной организации хроматина в ядре
клетки человека с использованием набора новых
методов молекулярной биологии, сокращенно
называемых 3C (chromosome conformation cap-
ture) и Hi-C, привлекли внимание к фрактальной
глобуле как к структурной модели хроматина на
крупном масштабе ~10 Мб [8, 9].

Согласно работе [10], коллапс длинного поли-
мера из-за топологических ограничений проис-
ходит с образованием складок все увеличиваю-
щихся размеров. В первую очередь появляются
мелкие складки. Это приводит к образованию эф-
фективно более толстого складчатого полимера,
который затем уже сам образует более крупные
складки и т. д. [7]. Авторы работы [7] продемон-
стрировали, что этот процесс должен приводить к
образованию долгоживущего состояния, которое
они назвали складчатой (впоследствии ее стали
называть фрактальной) глобулой. Было предпо-
ложено, что такая глобула характеризуется иерар-
хией складок, образуя самоподобную структуру
[7]. 

На рис. 1 показаны конформации фракталь-
ной и равновесной глобул. Фрактальная глобула
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имеет поразительную территориальную органи-
зацию цепочки, которая сильно контрастирует с
перемешанной организацией цепочки, наблюда-
емой в равновесной глобуле. Хромосомные кон-
такты в клетках человека были охарактеризованы
с помощью экспериментов Hi-C. При сравнении
с экспериментом было решено, что фрактальная
глобула достаточно хорошо описывает свойства
хромосомы человека на мега-масштабах, или тре-
тьем уровне структурной организации ДНК. По-
этому фрактальная глобула была предложена в
качестве модели сворачивания ДНК внутри клет-
ки на крупном масштабе. Фрактальная глобула
обладает несколькими важными свойствами, ко-
торые делают ее привлекательным способом ор-
ганизации хроматина. У фрактальной глобулы
нет узлов. Динамика раскрытия хроматина в не-
заузленной конформации фрактальной глобулы
очень сильно отличается от динамики раскрытия
ДНК в чрезвычайно запутанной конформации
равновесной глобулы [9].

Для осуществления функции нужен легкий
доступ к каждому кусочку цепочки ДНК. Очевид-
но преимущество модели, описываемой фрак-
тальной глобулой, поскольку эта глобулярная
структура позволяет практически безболезненно
открыть любую петлю ДНК, открывая доступ к
любому сайту ДНК [9]. В работе [9] моделирова-
лось флуктуационное открытие области разме-
ром около 3 Мб в двух глобулах – складчатой и
равновесной. Во фрактальной глобуле область
раскрывается, образуя большую петлю. В равно-
весной глобуле такая же область не открывается
из-за перепутывания цепи. В модели хроматина,
описываемого равновесной глобулой, заузленная

цепочка ДНК не позволяет открыть петлю доста-
точного размера и доступ к сайтам ДНК ограни-
чен.

РОСТ БАКТЕРИЙ. СТРЕСС ГОЛОДАНИЯ. 
БЕЛОК Dps 

Бактериальный рост – это деление клетки бак-
терии на две дочерние клетки. Если не происхо-
дит мутационного события, полученные дочер-
ние клетки генетически идентичны исходной
клетке. Динамику роста бактериальной популя-
ции подразделяют на четыре фазы [11]. Первая
фаза роста называется лаг-фазой, это период мед-
ленного роста, когда клетки адаптируются к сре-
де, богатой питательными веществами, За лаг-
фазой следует логарифмическая или экспонен-
циальная фаза, во время которой происходит
быстрый экспоненциальный рост популяции. В
ходе экспоненциальной фазы питательные веще-
ства потребляются с максимальной скоростью до
тех пор, пока одно из необходимых соединений
не закончится и не начнет подавлять рост. Третья
фаза роста называется стационарной, она начи-
нается при нехватке питательных веществ для
быстрого роста. Скорость метаболизма падает, и
клетки начинают расщеплять белки, не являю-
щиеся строго необходимыми. Финальная фаза
роста – фаза смерти, при которой запас питатель-
ных веществ исчерпывается и бактерии погиба-
ют. В экспоненциальной фазе роста меняется от-
носительное содержание ДНК-ассоциированных
гистоноподобных белков (NAP-белков). Напри-
мер, если в фазе роста содержание белка Dps
(DNA-binding protein from starved cells, ДНК-свя-

Рис. 1. Конформации фрактальной (а) и равновесной (б) глобул. Фрактальная глобула имеет четкую территориальную
организацию, которая сильно контрастирует со смешением, наблюдаемым в равновесной глобуле.
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зывающий белок [впервые выделенный] из голо-
дающих клеток) составляет около 6000 молекул
белка на клетку, то в стационарной и в поздней
стационарной фазе содержание белка Dps стано-
вится подавляющим по сравнению с другими
белками и составляет 180000–200000 молекул
белка на клетку. В поздней стационарной фазе
решающим для конформации ДНК (архитектуры
бактериального нуклеоида) становится взаимо-
действие ДНК с Dps. Dps играет регулирующую и
защитную роль в клетках E. coli [12–15]. При голо-
дании Dps очень активен и может сильно изме-
нять структуру бактериальной ДНК. Его структу-
ра [16] и взаимодействие с ДНК недавно были
изучены in vitro [16, 17] и in silico [18, 19]. Dps пред-
ставляет собой додекамер и состоит из 12 иден-
тичных цепей [16]. Структура депонирована в
Protein Data Bank (1dps.pdb).

ПОКОЯЩИЕСЯ КЛЕТКИ. СТРУКТУРНЫЙ 
ОТВЕТ НА СТРЕСС. ВНУТРИКЛЕТОЧНАЯ 

НАНОКРИСТАЛЛИЗАЦИЯ НУКЛЕОИДА

При стрессе голодания поддержание упорядо-
ченности динамическим способом становится
невозможным (практически отсутствует метабо-
лизм), и бактерии задействуют другой, энергоне-
зависимый механизм поддержания упорядочен-
ности и защиты жизненно важных структур
(ДНК) – создание устойчивых молекулярных
структур, как в неживой природе [20]. Клетки

становятся покоящимися. Большинство клеток
(до 99.98%) в голодающих долгое время популя-
циях подвергаются автолизу. Остальные клетки
развиваются в покоящиеся формы, которые су-
щественно отличаются по структурной организа-
ции от растущих клеток [21].

Для покоящихся клеток можно ожидать обна-
ружение совершенно новых структур конденси-
рованной ДНК по сравнению с активно растущи-
ми клетками. Одним из механизмов структурного
ответа на стресс голодания является внутрикле-
точная нано(био)кристаллизация ДНК с Dps.
Внутриклеточная нано(био)кристаллизация поз-
воляет защитить ДНК от повреждений и потен-
циальную способность возобновления метаболи-
ческой активности бактериальных клеток в све-
жей среде. Другие виды структурного ответа на
стресс голодания изложены в разделе «АЛЬТЕР-
НАТИВНЫЕ ВИДЫ КОНДЕНСАЦИИ ДНК В
КЛЕТКЕ».

Были проведены эксперименты по измерению
рассеяния синхротронного излучения на образ-
цах, содержащих клетки бактерий E. coli штамма
BL21-Gold (DE3), трансформированного плаз-
мидой pET-Dps и подвергнутого индукции повы-
шенной экспрессии белка Dps [22, 23]. Для попу-
ляции клеток под действием стресса голодания
зарегистрированы дифракционные картины ви-
да, показанного на врезке на рис. 2. С целью
детального анализа этих данных построены зави-
симости интенсивности рассеяния от угла рассе-

Рис. 2. Зависимость интенсивности рассеяния от угла 2Θ для образца голодающих бактерий E. coli штамма BL21-
Gold(DE3). На врезке – дифракционная картина для этого образца. Повышенная интенсивность свидетельствует о
наличии периодической упорядоченной организации (близкой к нанокристаллической) ДНК с ДНК-ассоциированными
белками.
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яния 2θ с помощью усреднения 2D-дифракцион-
ных картин по азимутальному углу. Обнаружены
зоны повышенной интенсивности с периодами
кристаллической структуры приблизительно 90 и
45 Å, в отличие от контрольных образцов расту-
щих клеток, где области повышенной интенсив-
ности не были замечены. Первый широкий пик
лежит в области 90–93 Å. Диаметр Dps-додекаме-
ра около 90 Å, поэтому этот пик может соответ-
ствовать расстоянию между слоями Dps. Второй
пик в 45 Å может соответствовать второму поряд-
ку дифракции Dps–Dps или расстояниям ДНК–
ДНК в плотно упакованном ансамбле ДНК [24].

Приведенные на рис. 2 результаты дифракци-
онных экспериментов свидетельствуют о нали-
чии периодической упорядоченной организации
(скорее всего нанокристаллической) нуклеоида
бактерий с указанными выше периодами.

Просвечивающая электронная микроскопия
позволяет визуализировать структуру конденси-
рованной в нуклеоиде ДНК. Ниже приведены ре-
зультаты исследований, полученные на сверхтон-
ких срезах с помощью просвечивающего элек-
тронного микроскопа JEM-2100 (Jeol, Япония) с
ускоряющим напряжением 200 кВ. Томограммы
получали на полутолстых (300–400 нм) срезах.
Аналитическую электронную микроскопию
(энергодисперсионные рентгеновские спектры и
элементный анализ) проводили на аналитиче-
ском просвечивающем электронном микроскопе
JEM-2100 (Jeol, Япония). 

Электронная микроскопия и электронно-
микроскопическая томография позволили до-
биться существенного прогресса в визуализации
упорядоченных ДНК−Dps образований in vivo. В
стационарной фазе при 24-часовом стрессе голо-
дания ДНК образует тороидальные структуры
(рис. 3а). Для тороидов, возникающих в клетках

Рис. 3. ПЭМ. Последовательная внутриклеточная кристаллизация ДНК–Dpsв клетках E. coli при стрессе голодания: (а) –
при 24-часовом голодании (образование тороидов); (б) – при 36-часовом голодании, наблюдаются структуры ДНК
(черные стрелки) в непосредственной близости от растущего кристалла ДНК−Dps (белая стрелка); (в) – сильно
увеличенная область из рис. (б), показывающая рост кристаллов (белые линии); (г) – модель внутриклеточной сборки
ДНК−Dps, которая изображает первоначально сформированную тороидальную структуру, действующую как шаблон для
кристалла ДНК−Dps. Взято с разрешения из работы [25]. 
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E. coli, данные методы позволили определить
форму и размеры тороидальных структур
(внешний диаметр – около 150 нм, внутренний
диаметр – около 50 нм (рис. 3а) [25]. Далее (при
36-часовом стрессе голодания) наряду с торои-
дальными структурами появляются кристалличе-
ские структуры ДНК−Dps (рис. 3б,в). Это позво-
лило предположить, что тороиды играют роль
подложки для последующего образования кри-
сталлов ДНК−Dps. Авторы работы [25] выдвину-
ли гипотезу о том, что ДНК локализована между
гексагонально упакованными слоями Dps в кри-
сталле (рис. 3г). Это означает, что характерное
расстояние между цепочками ДНК−ДНК будет
около 90 Å, а не 45 Å, как предполагалось выше.

На рис. 4а приведены результаты, полученные
с помощью просвечивающей электронной мик-
роскопии (ПЭМ) для экспоненциально растущей
клетки. Темные частицы обозначают рибосомы.
Место, свободное от рибосом, содержит хрома-
тин [25]. На рис. 4б представлены результаты для
клетки, испытавшей стресс 48-часового голода-
ния. Тороидальные структуры исчезают, наблю-
даются достаточно большие кристаллы ДНК–
Dps [25]. На рис. 4в показан срез томограммы
клетки с нанокристаллической структурой; на
врезке на рис. 4в – результат Фурье-анализа на-
нокристаллической области клетки, очерченной
белой каймой [21], свидетельствующий о нали-
чии нанокристалла в этой области клетки [21].

Рис. 4. Данные ПЭМ для клеток E. coli. (а) – Экспоненциально растущие клетки E. coli. Темные частицы – рибосомы;
пространство, свободное от рибосом, содержит ДНК. (б) – Просвечивающая электронная микроскопия клетки после 48 ч
голодания, выявляющая плотно упакованные кристаллы ДНК−Dps; Взято с разрешения из работы [25]. (в) – Полутолстый
срез томограммы клетки E. coli с нанокристаллической структурой, на врезке – Фурье-преобразование области с белой
рамкой. (г) – Отфильтрованный кристалл ДНК−Dps, на врезке – профиль интенсивности вдоль белой линии на основном
изображении. Черным выделены плотности, соответствующие межслойным цепям ДНК.
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Отфильтрованный кристалл ДНК–Dps представ-
лен на рис. 4г; на вставке к рис. 4г изображен про-
филь интенсивности электронной плотности
вдоль белой линии основного изображения. Чер-
ным выделены плотности, видимо, соответству-
ющие межслойным цепям ДНК [21]. Вопрос о
точной локализации и форме укладки ДНК в на-
нокристаллах в комплексе с Dps остается откры-
тым. Приведенные результаты электронно-мик-
роскопических исследований не визуализируют
ДНК напрямую, поэтому предполагаемая кон-
формация ДНК в нанокристаллах является гипо-
тетической.

Экспериментальные данные, полученные с
помощью дифракции синхротронного излучения
и ПЭМ, не согласованы друг с другом полностью
и не дают четкого ответа на вопрос о конформа-
ции ДНК в нанокристаллических областях клет-
ки. Для того чтобы найти ответ на этот вопрос,
было решено действовать следующим образом.
Мы предположили, что ДНК–Dps легко образу-
ют кристаллы in vitro и что конформация ДНК в
этих кристаллах идентична конформации ДНК
во внутриклеточных кристаллах. Для изучения
конформации ДНК в кристаллах in vitro были вы-
браны две методики: рентгеновская кристалло-
графия, использующая в качестве источника син-
хротронное излучение и электронно-микроско-
пические исследования. 

Опишем результаты, полученные методом
макромолекулярной кристаллографии [26]. Для
проведения экспериментов были синтезированы
кристаллические комплексы ДНК (длиной
3000 п.о.) с белком Dps. Синтезированные кри-
сталлы оказались небольшими по размеру (≈ 3–
7 мкм). Полученные малые монокристаллы пло-
хо отражали излучение, обладали низкой симмет-
рией и неизвестной пространственной группой.
Из-за этого автоматическая обработка данных,
хорошо работающая в случае больших кристал-
лов, в данном случае оказалась неуспешной. Ав-
томатическая обработка данных для синтезиро-
ванных кристаллов выдала шесть пространствен-
ных групп, более или менее подпадающих под
экспериментальные данные. Поэтому основной
задачей стала задача определения пространствен-
ной группы кристалла. Для продвижения дальше
и определения пространственной группы при-
шлось объединять общие рефлексы от разных ма-
лых монокристаллов. Первым шагом вперед яв-
лялось определение кластера, состоящего из наи-
более изоморфных монокристальных данных.
Для выбора удобного набора данных и их объеди-
нения был использован иерархический кластер-
ный анализ с помощью программы ccCluster [27].
Оказалось, что объединение данных, принадле-
жащих группе Р1, наиболее успешно. 

Таким образом, несмотря на малость размеров
монокристаллов, низкую симметрию (P1), отно-
сительно большие параметры решетки и слабые
рефлексы, программные комплексы Mesh&Col-
lect и ccCluster, позволили определить структуру
белка Dps [26] (в процессе определения структу-
ры оказалось, что ДНК не образовала комплекс
ДНК–Dps, а вышла из кристалла). Структура де-
понирована в Protein Data Bank как 6QVX [26]. 

Для проведения электронно-микроскопиче-
ских исследований in vitro были выращены тон-
кие монокристаллические комплексы из неболь-
шой ДНК (длиной 165 п.о.) с белком Dps. Были
изучены проекционные структуры кристаллов
Dps–Dps и Dps–ДНК [28]. Электронно-микро-
скопические исследования позволяют увидеть
следы ДНК в тонких (2D) кристаллах ДНК–Dps.
Чтобы объяснить противоречие с данными рент-
геноструктурного анализа на массивных моно-
кристаллах, мы предположили, что тонкие 2D-
кристаллы ДНК–Dps имеют увеличенную по
сравнению с массивным кристаллом постоянную
решетки, поэтому в тонких кристаллах есть про-
странство для ДНК. 

Также было предпринято молекулярно-дина-
мическое моделирование, с помощью которого
изучались однослойные и многослойные кри-
сталлы белка Dps [18, 19, 28, 29] на траекториях
0.6 мкс, адсорбция ДНК (длиной 165 п.о.) на по-
верхности однослойных двумерных (2D) и кон-
денсация в трехмерных (3D) кристаллах. Показа-
но, что механизм адсорбции ДНК на поверхности
двумерного кристалла зависит от его локальных
свойств (область N-концов, область остова) и
расположения ДНК относительно главных на-
правлений кристалла. Нити ДНК распределяют-
ся на поверхности кристаллов неупорядоченно,
образуя изгибы в процессе укладки (рис. 5а).

В многослойных (трехмерных, 3D) кристаллах
белка Dps за счет шарообразной формы молекул
белка формируются многочисленные каналы.
Предположительно, в этих каналах может укла-
дываться ДНК. Скорее всего, кристалл ДНК–Dps
образуется постепенно, поэтому ДНК внутри
кристалла располагается нелинейно, изгибаясь и
проходя через каналы различных направлений.
Для проверки этой гипотезы была построена мо-
дель участка геномной ДНК E. coli (513 пар осно-
ваний, ген dps). На основании проведенных моле-
кулярно-динамических расчетов было показано,
что кристаллы белка Dps остаются стабильными в
присутствии ДНК (рис. 5б). Образование изгибов
внутри при переходе между каналами кристалла
не нарушает структуру ДНК. Значит, ДНК в кри-
сталлах Dps может располагаться и, скорее всего,
располагается неупорядоченно.

Таким образом, изучение кристаллов in vitro не
оправдало ожиданий. Четкого ответа о конфор-
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мации ДНК в монокристаллах ДНК–Dps полу-
чить не удалось. Молекулярно-динамические
расчеты подтверждают этот вывод. Поэтому пока
что остаются лишь гипотетические модели уклад-
ки ДНК как в нанокристаллах Dps in vitro, так и в
клетках бактерий. 

АЛЬТЕРНАТИВНЫЕ ВИДЫ КОНДЕНСАЦИИ 
ДНК В КЛЕТКЕ 

До сих пор был рассмотрен один из основных
механизмов структурного ответа, каким является
внутриклеточная нано(био)кристаллизация ДНК
с Dps. Рассмотрим другие конденсированные со-
стояния ДНК в клетке. Вспомним, что конденса-
ция ДНК в нуклеоиде бактерий является проме-

жуточным инженерным решением между прак-
тически свободной от белка упаковки ДНК в
вирусах и определяемой белками-гистонами упа-
ковки ДНК в эукариотах [30].

Несколько слов об упаковке ДНК в вирусах.
Обнаружено [31], что в вирусе-бактериофаге ɸ6
двойная спираль ДНК (dsDNA) хранится внутри
капсида в виде катушки, которая имеет различ-
ные типы намотки, приводящие к различным ти-
пам жидкокристаллической упаковки. Упаковки
могут меняться от гексагональной к холестериче-
ской и изотропной на разных этапах функциони-
рования бактериофага ɸ6 [31].

Перейдем к покоящимся бактериальным клет-
кам. Примечательно, что жидкокристаллические

Рис. 5. 2D- и 3D-кристаллы белка Dps E. coli: (а) – линейные молекулы ДНК на поверхности 2D-кристалла белка Dps в
начальный момент времени (слева), образование изгибов ДНК на поверхности 2D-кристалла Dps в процессе динамики
(посередине – вид сверху, справа – вид сбоку); (б) – участок 3D кристалла Dps с изогнутой нитью ДНК внутри каналов
(слева), конформация ДНК внутри кристалла (справа). Серые сферы – молекулы белка Dps, темные линии – нити ДНК.
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структуры были обнаружены во всех популяциях
клеток E. coli – как с геном dps, так и без гена dps
(Dps-null), то есть в отсутствие белка Dps в клет-
ке. В некоторых клетках ДНК имеет вид холесте-
рического жидкого кристалла (рис. 6а,в). ДНК
расположена в виде вложенных дуг, характерных
для холестерической фазы, рибосомы выглядят
как темные частицы и находятся на периферии
клетки [20, 21]. Упаковка ДНК в жидкокристалли-
ческой фазе снижает доступность молекул ДНК к
различным повреждающим факторам, включая
облучение, окислители и нуклеазы [20, 21]. 

Особый интерес представляет третий тип упо-
рядоченной структуры: свернутая нуклеосомопо-
добная структура, обнаруженная в покоящихся
клетках E. coli впервые в работе [21]. Во всех изу-
ченных популяциях (кроме мутанта Dps-null) как

с избыточной продукцией Dps, так и без нее, ци-
топлазма от 5 до 25% клеток наполнена множе-
ством сферических структур (рис. 7а−в) со сред-
ним диаметром 30 нм. Томографические исследо-
вания (рис. 7г) демонстрируют, что эти структуры
не являются тороидами (см. рис. 3а), а представ-
ляют собой почти сферические образования. С
учетом того, что бактериальный нуклеоид пред-
ставляет собой промежуточное инженерное ре-
шение между свободной от белка упаковкой ДНК
в вирусах и определяемой белками-гистонами
упаковкой ДНК в эукариотах, данный тип кон-
денсации ДНК был назван нами «свернутой нук-
леосомоподобной структурой».

Элементный анализ показал [21], что сфериче-
ские агрегаты действительно содержат пики, со-
ответствующие сере и фосфору и указывающие

Рис. 6. (а)–(в) – Жидкокристаллические ансамбли ДНК–Dps в покоящихся клетках E. сoli; (г) –  видно, что содержание
фосфора (P) сильно превышает концентрацию серы (S). 
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на присутствие ассоциатов ДНК–Dps. В бактери-
альных клетках сферические образования моле-
кул Dps (см. рис. 8) могут действовать аналогично
гистонам, на которые накручивается ДНК (гисто-
ноподобное поведение). ДНК может также про-
ходить сквозь сферические образования бусинок
Dps, образуя «бусинки на нитке» (рис. 8). Для
противодействия внешним стрессовым факторам
эти образования должны располагаться на бакте-
риальной ДНК достаточно плотно. Кроме того,
как и в случае эукариотических клеток, где нукле-
осомы сворачиваются, чтобы образовать фибрил-
лы, которые, складываясь дальше, образуют хро-
матин хромосомы, «бусинки на нитке» могут пу-
тем множественного складывания образовать
компактную структуру, похожую на складчатую
глобулу (рис. 8). Схематическое изображение об-
разования свернутой нуклеосомоподобной

структуры можно увидеть на рис. 8. Внешние мо-
лекулы Dps могут налипать на глобулу и дополни-
тельно защищать ДНК [21].

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ И ВЫВОДЫ
В данном кратком обзоре представлены ори-

гинальные и литературные результаты по изуче-
нию архитектуры нуклеоида покоящихся клеток
с помощью дифракции синхротронного излуче-
ния и просвечивающей электронной микро-
скопии. 

Результаты дифракционных экспериментов
свидетельствуют о наличии периодической упо-
рядоченной организации (скорее всего нанокри-
сталлической) в нуклеоиде бактерий E. coli. 

Более тонкую визуальную информацию о типе
конденсации ДНК в нуклеоиде дает просвечива-
ющая электронная микроскопия. В результате

Рис. 7. Свернутая нуклеосомоподобная структура ДНК−Dps в покоящихся клетках E. coli. (а) – Томограмма клетки E. coli
(штамм Top10/pBAD-Dps), растущей на среде М9, без индукции производства Dps, возраст 7 месяцев. (б) – Томограмма
клетки E. coli (штамм BL21-Gold (DE3) /pET-Dps), растущей на среде M9, с индуцированной продукцией Dps в фазе
линейного роста, возраст 7 месяцев. (в) – Часть рисунка (а) с большим увеличением. (г) – Трехмерная реконструкция
сферических ассоциатов Dps. 
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исследований с помощью ПЭМ удалось показать,
что нет единого способа конденсации ДНК в по-
пуляции покоящихся клеток E. coli. В экспери-
менте наблюдались внутриклеточные нанокри-
сталлические, жидкокристаллические и сверну-
тые нуклеосомоподобные структуры ДНК. Доля
специфической структуры зависит от штамма и
условий культивирования. Свернутая нуклеосо-
моподобная структура наблюдалась и описана в
оригинальных исследованиях авторов впервые в
работе [21]. Конформация ДНК хорошо визуали-
зируется в жидкокристаллических структурах, где
нет экранирования ДНК белком Dps. В нанокри-
сталлических и свернутых нуклеосомоподобных
структурах ДНК визуализируeтся плохо, белок
Dps не только снижает доступность молекул ДНК
к различным повреждающим факторам, включая
облучение, окислители и нуклеазы [20], но и ме-
шает визуализации ДНК. 

В первом разделе описаны результаты пятиде-
сятилетнего экспериментального изучения архи-
тектуры нуклеоида бактерий, находящихся в ста-
дии активного экспоненциального роста. Эти ис-

следования не могли дать и не дали сведения с
хорошим пространственным разрешением о
структуре нуклеоида [6]. Однако они показали,
что конденсированная ДНК в нуклеоиде имеет
иерархическую структуру [6], состоящую из трех
уровней организации. Первый, низший уровень
структурной организации, обеспечивается взаи-
модействием ДНК с ДНК-ассоциированными
белками. На втором уровне структурной органи-
зации образуются плектонемичные сверхспи-
ральные петли ДНК. На мега-масштабе ДНК об-
разует шесть пространственно организованных
доменов (макродоменов) с четкой территориаль-
ной организацией, на которые разделен бактери-
альный нуклеоид. Описана популярная теорети-
ческая модель пространственной организации
ДНК в клетке – фрактальная глобула, которая об-
ладает поразительной территориальной органи-
зацией цепочки, как и ДНК в клетке на мега-мас-
штабе (шесть пространственно организованных
доменов). Кроме этого, упаковка ДНК, описыва-
емая фрактальной глобулой, позволяет практиче-
ски безболезненно открыть любую петлю ДНК,

Рис. 8. Сравнение схем компактизации ДНК в прокариотических и эукариотических клетках. Верхняя схема – нуклеосомы
эукариот (гистоновые белки, обернутые ДНК) складываются в 30-нанометровые фибриллы, которые, в свою очередь,
складываются, образуя волокна и хроматин, тем самым защищая ДНК от внешних факторов. Нижняя схема – прокариоты
не имеют гистонов, но ДНК обвивается вокруг молекул Dps или проходит через ассоциаты белков Dps, чтобы сначала
сформировать «бусинки на нитке», которые затем могут складываться в сферические агрегаты диаметром 30 нм и далее,
путем множественного складывания, переходит в глобулу ДНК−Dps – структуру, которая эффективно защищает
нуклеоидную ДНК от внешних воздействий.
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открывая доступ к любому сайту ДНК, что важно
для ее функционирования.

При переходе от активно растущих клеток к
покоящимся, образующимся при стрессе голода-
ния, ситуация радикально меняется. Химия и
структура живых систем поддерживаются исклю-
чительно энергозависимым динамическим по-
рядком [20, 32]. В растущей клетке (наличие ме-
таболизма) упорядоченность поддерживается ди-
намическим способом. При стрессе голодания
поддерживать упорядоченность динамическим
способом становится невозможным (практиче-
ское отсутствие метаболизма) и бактерии задей-
ствуют другой, энергонезависимый механизм
поддержания упорядоченности и защиты жиз-
ненно важных структур (в частности, ДНК) – со-
здание устойчивых молекулярных структур, как в
неживой природе [20]. Клетки становятся покоя-
щимися. Изменения в окружающей среде долж-
ны влиять на архитектуру нуклеоида. Поэтому мы
ожидали обнаружить в покоящихся клетках со-
вершенно новые по сравнению с растущими
клетками устойчивые молекулярные структуры,
подобные тем, что встречаются в неживой приро-
де. В эксперименте действительно обнаружены
три новых вида стабильной конденсации ДНК в
покоящихся клетках E. coli, отличные от структу-
ры ДНК в растущих клетках. Первые две – нано-
кристаллическая и жидкокристаллическая струк-
туры – типичны для неживой природы (рис. 4–6).
Третий тип – свернутая нуклеосомоподобная
структура – может быть результатом сложного
взаимодействия и множественного сворачивания
длинных молекул ДНК вокруг додекамеров Dps и
их ассоциатов (рис. 7 и 8). Таким образом, обна-
ружены новые структуры в покоящихся клетках
[17, 20–23]. Изменения в окружающей среде по-
влияли на архитектуру нуклеоида. Однако эти из-
менения, скорее всего, не затрагивают саму
иерархию структуры ДНК в нуклеоиде. Возника-
ет вопрос, структуры какого уровня наблюдались
в описанных экспериментах и приведены на рис.
3–8. Можно ли обнаружить структуры второго и
третьего уровней компактизации методами, из-
ложенными в данной работе? Методом ПЭМ изу-
чается структура ДНК, находящаяся в тонких 2D-
срезах. Этого, конечно, недостаточно, чтобы
описать объемную 3D-структуру нуклеоида. Ме-
тодом ПЭМ, использованным в работе, видимо,
можно визуализировать лишь структуры, при-
надлежащие нижнему первому уровню компак-
тизации ДНК. 

С помощью синхротронного излучения извле-
кается информация о структуре целой клетки, од-
нако эта информация бедна, она говорит лишь о

наличии или отсутствии упорядочения в клетке,
позволяет грубо оценить размеры нанокристал-
лов. Затрагивают ли обнаруженные нанокристал-
лы макродомены? На эти многочисленные во-
просы исследования, приведенные в обзоре, не
дают ответа.

ПЕРСПЕКТИВЫ ИССЛЕДОВАНИЙ

XX век был веком рентгеноструктурного ана-
лиза. С помощью рентгеноструктурного анализа
была определена структура многих молекул, в том
числе макромолекул белков и ДНК. Все молеку-
лы, которые можно было закристаллизовать в
сравнительно большие кристаллы, исследованы
и их структура определена. Однако для макромо-
лекул, образующих малые кристаллы размерами в
несколько микрон, определение структуры уже
представляет трудную задачу. Сейчас на первое
место выходят исследования структур некристал-
лических объектов: вирусов и клеток. Последние
достижения в методике визуализации дают на-
дежду, что путь к трехмерной (3D) визуализации
архитектуры нуклеоида in vivo с высоким разре-
шением будет найден и пройден в обозримое вре-
мя. Методы нановизуализации и нанотомогра-
фии, используемые на синхротроне ESRF-EBS
(Гренобль, Франция), позволяют количественно
оценивать 3D-структуру и элементный состав об-
разцов в их естественном состоянии [33]. С помо-
щью нанофлуоресцентной спектроскопии и на-
нотомографии можно изучать 3D-распределение
фосфора, а, следовательно, и ДНК по всей клетке
[34]. К сожалению, пространственное разреше-
ние этого метода в настоящий момент не превы-
шает 20 нм. Развитие метода нановизуализации
ведет к созданию рентгеновского микроскопа.
Пока это картина будущего, но исследователи в
данной области уже сейчас вместо термина
«ренттгеновская дифракция» употребляют тер-
мин «рентгеновская микроскопия».

Быстро развиваются методы электронной
микроскопии. В них начинают использовать за-
мораживание образцов под высоким давлением
для сохранения естественной структуры. Такие
образцы можно разделить на замороженные гид-
ратированные срезы и анализировать их с помо-
щью криоэлектронной микроскопии [35]. Срезы
можно также изготавливать сфокусированным
ионным пучком, после чего (срез за срезом) визу-
ализировать архитектуру клетки в трех измерени-
ях (3D-архитектуру) [36]. В работе [37] для визуа-
лизации хроматина in situ был использован улуч-
шенный метод обнаружения ДНК с помощью
флуоресцентного красителя. Метод получил на-
звание томография ChromEM или ChromEMT.
ChromEMT позволил определить структуру и
трехмерную организацию нитей хроматина, ор-
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ганизацию крупномасштабных (мегабазных) до-
менов. 

Очевидно, что наибольший успех принесет ис-
пользование комбинации методов, использую-
щих синхротронное излучение и электронную
микроскопию. Описанные выше методические
успехи обещают в ближайшем будущем визуали-
зировать архитектуру нуклеоида с высоким разре-
шением. Сначала это будет сделано для активно
растущей клетки. Далее будет дан ответ на один
из наиболее интересных вопросов, каким обра-
зом внешняя среда (например, стресс голодания)
влияет на 3D-архитектуру нуклеоида.
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 Architecture of Condensed DNA in the Escherichia coli Nucleoid
 Y.F. Krupyanskii*, V.V. Kovalenko*, N.G. Loiko*, **, A.A. Generalova*, A.V. Moiseenko*, ***,
E.V. Tereshkin*, O.S. Sokolova***, K.B. Tereshkina*, G.I. El’-Registan**, and A.N. Popov****

*Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, Russian Academy of Sciences,
ul. Kosygina, 4, Moscow, 119991 Russia

**Federal Research Centre “Fundamentals of Biotechnology”, Russian Academy of Sciences, 
Leninskiy prosp. 33/2, Moscow, 119071 Russia

***Faculty of Biology, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory, 1/12, Moscow, 119234 Russia

****European Synchrotron Radiation Facility, 71, avenue des Martyrs, CS 40220, 38043 Grenoble Cedex 9, France

Three-dimensional (3D) architecture of the genome determines the function of the cell. Condensation stud-
ies of DNA in a cell can provide important information about the mechanisms that enable the bacteria to sur-
vive. This information can be also valuable for medicine, since ordered DNA condensation ensures the resis-
tance of pathogenic bacteria to antibiotics. The length of DNA in dilute solution is a few centimeters long.
Escherichia coli cell is about 2.0 μm long. Such a dramatic decrease in the volume occupied by DNA is a con-
sequence of its condensation. It was found that DNA in the nucleoid is hierarchically organized folding into
a three-level compact structure: the primary level (on the scale of ≥ 1 kbp) is provided by histone-like NAP
proteins. Unlike actively growing bacteria, bacteria upon stress starvation use an energy-independent mech-
anism to maintain the order and protect vital structures (DNA), as in nature inspired inorganic material. The
study of the DNA structure in the E. coli nucleoid was carried out using synchrotron X-ray diffraction and
transmission electron microscopy (TEM). The experimental results made it possible to visualize the struc-
tures of the primary organizational level in the hierarchical process by which DNA is packaged in the nucleoid
of dormant cells. A series of diffraction experiments performed for the first time provide evidence of the pres-
ence of a periodic ordered organization of DNA in all studied bacteria. TEM was used for providing detailed
information about the type of DNA condensation in the E. coli nucleoid. Intracellular nanocrystalline, liq-
uid-crystalline and folded nucleosome-like structures of DNA were visualized. The folded nucleosome-like
structure was observed for the first time and is the result of multiple folding of long DNA molecules around
the Dps protein and its associates.

Keywords: DNA, Escherichia coli, stress starvation, intracellular nanocrystalline, liquid crystalline, folded nucle-
osome-like structures
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Особенностью агрегации Х-белка (паралога миозин-связывающего С-белка) скелетных мышц яв-
ляется образование спирально-скрученных ленточных фибрилл, которые были ранее показаны ме-
тодом электронной микроскопии. Для изучения полиморфизма агрегатов Х-белка мы провели
электронно-микроскопические исследования его агрегации в различных условиях. Был обнаружен
агрегационный полиморфизм Х-белка, формировавшего различные типы агрегатов – аморфные,
протофибриллы, пучки линейных фибрилл, спирально-скрученные ленточные фибриллы, имею-
щие, предположительно, амилоидную природу. Для проверки этого предположения были проведе-
ны структурные исследования спирально-скрученных ленточных фибрилл Х-белка методом рент-
геновской дифракции, которые выявили наличие сильно размытых рефлексов 4.6 и 10 Å. Получен-
ные результаты свидетельствует о том, что фибриллы Х-белка не имеют четвертичной кросс-β
структуры, свойственной амилоидным фибриллам известных белков и пептидов, таких как, напри-
мер, инсулин, амилоидный β-пептид и титин. Эти результаты противоречат полученным ранее дан-
ным об амилоидной природе агрегатов Х-белка, интерпретация которых была основана на резуль-
татах о связывании с его фибриллами «амилоидных» красителей Конго красного и тиофлавина Т.
Обнаруженная способность Х-белка формировать неамилоидные агрегаты in vitro является, воз-
можно, следствием защитного механизма, выработанного в ходе эволюции и направленного на
предотвращение формирования в клетках токсичных нерастворимых амилоидных агрегатов. 

Ключевые слова: мультидоменные мышечные белки, миозин-связывающий белок С, Х-белок, агрегация,
амилоиды. 
DOI: 10.31857/S0006302922040032, EDN: ISNWQL

Известно, что пептиды и белки обладают спо-
собностью переходить из нативной формы, обес-
печивающей заложенную в них функцию, в ами-
лоидную форму [1]. На сегодняшний день амило-
иды определяются как агрегаты «неправильно»
свернутого пептида или белка, которые имеют
кросс-β-структуру, что способствует их повы-
шенной устойчивости к протеолитической дегра-
дации [1, 2]. Такие белковые агрегаты могут обра-
зовываться в различных тканях человека и живот-
ных, что связывают с развитием целого ряда
заболеваний, включая болезнь Альцгеймера,
Паркинсона, диабет II типа и другие [1]. Однако
амилоиды привлекают внимание не только из-за
связи с болезнями, но также благодаря их функ-
циональной роли в организме [3]. Например,
амилоиды, формируемые протеолитическими
фрагментами белка Pmel17 в меланосомах, защи-

щают клетки от токсического действия предше-
ственников меланина [4]. 

К настоящему времени механизмы формиро-
вания амилоидных агрегатов в организме изуче-
ны недостаточно. Модели амилоидообразования
in vitro являются хорошим инструментом для изу-
чения процесса амилоидной агрегации, посколь-
ку формирование белками и пептидами амилои-
до-подобных структур является универсальным
свойством полипептидных цепей [5, 6]. Выявлен
целый ряд белков, способных при определенных
условиях in vitro образовывать амилоидо-подоб-
ные агрегаты или фибриллы, которые не обнару-
живаются in vivo [7, 8]. Такими белками являются
гладкомышечный титин и миозин-связывающий
белок С (С-белок), формирующие амилоидо-по-
добные агрегаты in vitro [9]. Учитывая ряд особен-
ностей агрегации титина и С-белка, таких как вы-
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сокая скорость образования агрегатов, отсутствие
изменений во вторичной структуре, данные бел-
ки представляют интерес для изучения механиз-
мов агрегации. 

Известно, что три паралога миозин-связываю-
щего белка С кодируются отдельными генами с
разными профилями экспрессии в поперечнопо-
лосатых мышцах. Так называемый медленный
скелетный миозин-связывающий белок С (Х-бе-
лок) кодируется MYBPC1, а быстрый скелетный
миозин-связывающий белок С (С-белок) кодиру-
ется MYBPC2, в то время как MYBPC3 кодирует
миозин-связывающий белок С сердечной мыш-
цы [10]. Данные паралоги имеют значительную
гомологию последовательностей и состоят из им-
муноглобулин-подобных и фибронектин III-по-
добных доменов [10, 11]. Основной отличитель-
ной особенностью гена MYBPC1 по сравнению с
MYBPC2 и MYBPC3 является высокий уровень
сплайсинга, которому может подвергаться его
транскрипт [12]. У людей и мышей описано не
менее 14 транскриптов, кодирующих Х-белок,
при этом молекулярные массы его изоформ со-
ставляют ~126 кДа и 132 кДа [12, 13]. 

В данной работе методом электронной микро-
скопии изучены агрегационные свойства Х-белка –
наиболее высокомолекулярного паралога миозин-
связывающего белка С. Для выявления амилоид-
ной природы агрегатов Х-белка проведены струк-
турные исследования его спирально-скрученных
ленточных фибрилл методом рентгеновской ди-
фракции с целью выявления кросс-β-структуры. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Выделение и очистка Х-белка. Х-белок был
очищен из скелетных мышц кролика (мышцы ту-
ловища и задних конечностей) согласно методу,
описанному в работе [14]. Мышцы гомогенизи-
ровали и миозин экстрагировали трехкратным
(по отношению к весу мышц) объемом раствора
Губа–Штрауба, содержащего 0.3 М KCl, 0.15 М
K-фосфатный буфер, 1 мM фенилметилсульфо-
нилфторида, 20 мкг/мл ингибитора трипсина,
pH 6.5. Экстракцию проводили при 4°C в течение
10–15 мин при непрерывном перемешивании, за-
тем центрифугировали в течение 15 мин при
5000 g. Супернатант переосаждали 14-кратным
объемом охлажденной бидистиллированной во-
ды, содержащей 0.1 мM ДТТ и 0.1 мM NaN3. Че-
рез 40–60 мин осадок миозина собирали центри-
фугированием в течение 30 мин при 2500 g. К
осадку добавляли раствор, содержащий 2 М KCl,
0.2 М K-фосфатный буфер, 4 мМ ЭДТА, pH 7.0,
до достижения конечной концентрации в 0.5 М
KCl, 0.05 М K-фосфатного буфера, 1 мМ ЭДТА,
pH 7.0. После растворения осадка его разбавляли
раствором, содержащим 0.5 М KCl, 0.05 М K-

фосфатный буфер, 1 мМ ЭДТА, 0.1 мM NaN3, pH
7.0, до концентрации белка 12 мг/мл для последу-
ющего фракционирования сульфатом аммония. 

К белковому раствору добавляли равный объ-
ем охлажденного до 4°С 2.8 М сульфата аммония
(до 36%-го насыщения) в растворе, содержащем
0.5 М KCl, 0.05 М K-фосфатный буфер, 1 мМ
ЭДТА, pH 7.0, оставляли на 20–30 мин для фор-
мирования актомиозинового осадка и затем цен-
трифугировали в течение 1 ч при 2500 g. Осадок
отбрасывали, а к супернатанту добавляли насы-
щенный при 4°С раствор сульфата аммония до
достижения 43%-го насыщения. Через 30 мин об-
разовавшийся осадок, содержащий преимуще-
ственно миозин и два паралога миозин-связыва-
ющего белка С (С-белок и Х-белок) собирали
центрифугированием в течение 1 ч при 2500 g. За-
тем осадок растворяли в 0.15 М К-фосфатном бу-
фере, рН 7.5, содержащем 10 мМ ЭДТА, 0.1 мM
ДТТ и 0.1 мM NaN3 («колоночный» буфер), и
диализовали против этого же буфера до полного
удаления сульфата аммония. 

Миозин, полученный после осветления цен-
трифугированием в течение 1 ч при 100000 g («до-
колоночный» миозин), содержал около 5% Х-бел-
ка и С-белка. Для их разделения от миозина «до-
колоночный» миозин подвергали ионообменной
хроматографии на колонке с носителем DEAE-
Sephadex А-50, уравновешенным колоночным бу-
фером. Х-белок и С-белок элюировали в свобод-
ном объеме колонки и собирали для последую-
щей очистки. В дальнейшем фракции этих двух
белков концентрировали сульфатом аммония до
степени насыщения 2.08 М и осаждали центри-
фугированием в течение 1 ч при 3000 g. Осадок
растворяли в буфере, содержащем 0.3 M KCl,
4.8 мM K2HPO4, 5.2 мM KH2PO4, 0.1 мM ДТТ,
0.1 мM NaN3, pH 7.0, и диализовали против этого
же буфера до полного удаления сульфата аммо-
ния. Разделение Х-белка и С-белка проводили на
колонке с гидроксиапатитом, уравновешенным в
этом же буфере. Для снятия белков с колонки ис-
пользовали фосфатный градиент. 

Концентрацию Х-белка определяли спектро-
фотометрически на спектрофотометре Cary 100
(Varian, США), используя значение коэффици-
ента экстинкции (Е280

1 мг/мл), равное 1.09 [15].
ДСН-гель-электрофорез. Чистоту Х-белка про-

веряли с помощью ДСН-электрофореза в полиа-
криламидном геле по методу [16] с модификаци-
ями. Согласно нашей методике, разделяющий
гель содержал 7% полиакриламида вместо 15%
(соотношение акриламида к бис-акриламиду
199:1), а также 0.75 М трис-HCl буфер, pH 8.8,
0.1% ДСН, 10% глицерина, 0.05% тетраметилэти-
лендиамина и 0.05% персульфата аммония. Кро-
ме этого, вместо концентрирующего геля с содер-
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жанием полиакриламида 5% (согласно работе
[16]), мы применяли концентрирующий гель, ис-
пользованный в работе [17] и содержащий 2.6–
2.8% полиакриламида (соотношение акриламида
к бис-акриламиду 36.5:1). Эти модификации спо-
собствовали лучшему фокусированию белковых
полос в геле. Концентрирующий гель также со-
держал 0.125 М трис-HCl буфер, pH 6.8, 0.1%
ДСН, 0.05% тетраметилэтилендиамина и 0.05%
персульфата аммония. 

Электродный буфер при проведении электро-
фореза содержал 0.192 М глицина, 0.025 М триса
и 0.1% ДСН, рН 8.3. Электрофорез проводили
при токе 3–5 мА в течение первых 30–60 мин, за-
тем поднимали силу тока до 12–15 мА. По окон-
чании электрофореза гели фиксировали 20–
30 мин в растворе, содержащем 10% этанола и
10% уксусной кислоты, и окрашивали в течение
30–40 мин в растворе, содержащем 0.1% кумасси
G-250 и R-250 (смешанных в пропорции 1:1), 45%
этанола и 10% уксусной кислоты. Отмывку окра-
шенных гелей проводили в 7%-й уксусной кисло-
те при постоянном перемешивании на качалке.

Электронная микроскопия и условия формиро-
вания амилоидных агрегатов. Агрегаты Х-белка
формировали диализом в течение 24 ч при 4°С
против следующих растворов: 1) 30 мМ KCl,
10 мM имидазола, pH 7.0; 2) 30 мМ CaCl2, 10 мM
имидазола, pH 7.0; 3) 30 мМ MgCl2, 10 мM имида-

зола, pH 7.0; 4) 10 мМ KCl, 10 мM имидазола,
pH 7.0; 5) 50 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0;
6) 500 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0. Каплю
суспензии белка в концентрации 0.1 мг/мл нано-
сили на покрытую углеродом пленку коллодия на
медной сетке и окрашивали 2%-м водным раство-
ром уранилацетата. Образцы исследовали на
электронном микроскопе JEM-100B (Jeol, Япо-
ния). 

Рентгеновская дифракция. Для исследования
методом рентгеновской дифракции агрегаты
Х-белка, сформированные в растворе, содержа-
щем 30 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0, 24 ч
при 4°С, в концентрации 0.5 мг/мл и объеме 5 мл,
были лиофилизированы с помощью лиофилиза-
тора FreeZone 1L (Labconco, США). Затем лио-
фильно высушенные образцы были растворены в
деионизированной воде до конечной концентра-
ции ~100 мг/мл и помещены между двумя стек-
лянными палочками, покрытыми парафином. 

Дифракционные изображения были получены
с использованием генератора Microstar X-ray с
оптикой HELIOX, оснащенном детектором Plat-
inun135 CCD (X8 Proteum system, Bruker, Герма-
ния). Использовали Cu Kα-излучение с λ = 1.54 Å.
Образцы располагали под прямым углом к рент-
геновскому лучу с применением четырехосного
каппа-гониометра. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
На рис. 1 представлены результаты ДСН-

ПААГ-электрофореза препаратов очищенного
Х-белка, а также экстракта белков m. soleus в ка-
честве контроля. На геле видны две белковые по-
лосы, которые, по всей вероятности, являются
изоформами Х-белка или изоформой (верхняя
полоса) и ее протеолитическим фрагментом
(нижняя полоса). 

Известно, что Х-белок способен формировать
высокоупорядоченные спирально-скрученные
ленточные фибриллы с осевой периодичностью ~
60–70 нм, шириной ~40 нм и длиной более 1 мкм
[20]. Ранее также было показано, что Х-белок
формирует разные типы агрегатов. В частности, в
проведенных нами исследованиях было показа-
но, что Х-белок формирует аморфные агрегаты,
протофибриллы, линейные фибриллы и пучки
линейных фибрилл в следующих растворах:
1) 50 мM NaCl, 10 мM Hepes, pH 7.0; 2) 25 мМ
NaCl, 10 мМ Hepes, pH 7.0; 3) 50 мM MgCl2, 10 мM
имидазола, pH 7.0; 4) 30 мМ MgCl2, 10 мМ имида-
зола, pH 7.0; 5) 0.15 М глицин-KOH, рН 7.5 [21]. 

В данном исследовании мы расширили список
условий для формирования Х-белком разных ти-
пов агрегатов. Результаты электронно-микроско-
пического исследования представлены на рис. 2.
Обнаружены пучки фибрилл, полученные в рас-

Рис. 1. ДСН-гель-электрофорез препарата очищенного
Х-белка (две левые дорожки). Правая дорожка – m. so-
leus кролика (контроль). Молекулярный вес Х-белка
скелетных мышц кролика на основании его
электрофоретической подвижности оценивается в 145–
152 кДа [18, 19]. ТЦМ – тяжелые цепи миозина. 
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творах, содержащих 30 мМ CaCl2, 10 мМ KCl и
500 мМ KCl (рис. 2б,г,е); протофибриллы и от-
дельно лежащие нити фибрилл, полученные в
растворе, содержащем 50 мМ KCl (рис. 2д), а так-
же аморфные агрегаты в растворе, содержащем
30 мМ MgCl2 (рис. 2в). На рис. 2 также представ-
лены высокоупорядоченные спирально-скручен-
ные ленточные фибриллы, полученные в раство-
ре, содержащем 30 мМ KCl (рис. 2а), впервые ви-
зуализированные ранее [20]. Полиморфизм
агрегатов Х-белка, его способность агрегировать
в диапазоне значений ионной силы от 0.03 до
0.50, а также в присутствии различных ионов
(Na+, Mg2+

, Ca2+) свидетельствуют о высокой
склонности данного белка к агрегации. 

Проведенные ранее исследования также пока-
зали, что со спирально-скрученными ленточны-
ми фибриллами Х-белка, сформированными в
растворе, содержащем 30 мМ KCl, связывались
красители Конго красный и тиофлавин Т [21], ко-
торые применяются для выявления амилоидной
структуры белковых агрегатов. На основании об-
наруженного связывания было сделано заключе-
ние, что вышеуказанные агрегаты Х-белка явля-

ются амилоидными. Однако сейчас известно, что
для точного определения принадлежности каких-
либо фибрилл к амилоидным необходимо дока-
зать наличие их четвертичной кросс-β-структу-
ры. Для этих целей используют метод рентгенов-
ской дифракции. С помощью данного метода
четвертичная кросс-β-структура выявляется на-
личием двух рефлексов – 10.0 и 4.7 Å [22–25].
Предполагается, что рефлекс 4.6–4.8 Å возникает
из-за периодичности связанных водородными
связями β-цепей, ориентированных перпендику-
лярно оси волокна, а дифракция в области – 10–
11 Å отображает расстояние между β-листами
[26, 27]. 

В нашем исследовании для изучения внутрен-
ней структуры спирально-скрученных ленточных
фибрилл Х-белка методом рентгеновской ди-
фракции образцы были подготовлены по методи-
ке, описанной в работе [9]. При рентгенодифрак-
ционном исследовании агрегатов Х-белка были
выявлены круговые диффузные рентгеновские
рефлексы 10.0 и 4.6 Å (рис. 3б). Полученные ре-
флексы имеют высокую степень размытости и, по
всей вероятности, свидетельствует только о
β-структуре, имеющейся в иммуноглобулин- и

Рис. 2. Электронная микроскопия агрегатов Х-белка: (а) – спирально-скрученные ленточные фибриллы Х-белка,
полученные в растворе, содержащем 30 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0; (б) – пучки фибрилл Х-белка, полученные в
растворе, содержащем 30 мМ CaCl2, 10 мM имидазола, pH 7.0; (в) – аморфные агрегаты Х-белка, полученные в растворе,
содержащем 30 мМ MgCl2, 10 мM имидазола, pH 7.0; (г) – пучки фибрилл Х-белка, полученные в растворе, содержащем
10 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0; (д) – протофибриллы и отдельно лежащие нити фибрилл Х-белка, полученные в
растворе, содержащем 50 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0; (е) – пучки фибрилл Х-белка, полученные в растворе,
содержащем 500 мМ KCl, 10 мM имидазола, pH 7.0. Время инкубации всех образцов – 24 ч при 4°С. Негативное
окрашивание 2%-м водным раствором уранилацетата, Шкала 500 нм. 
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фибронектин III-подобных доменах Х-белка, а не
о четвертичной кросс-β-структуре его фибрилл.
Таким образом, мы утверждаем, что спирально-
скрученные ленточные фибриллы Х-белка не
имеют четвертичной кросс-β-структуры и, следо-
вательно, не являются амилоидными. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты наших исследований показывают,
что Х-белок формирует in vitro разные по морфо-
логии агрегаты. Наиболее структурированные
спирально-скрученные ленточные фибриллы
Х-белка не имеют упорядоченной кросс β-струк-
туры и, следовательно, не являются амилоид-
ными. 

Таким образом, несмотря на высокую склон-
ность Х-белка к агрегации in vitro, его агрегаты не
являются амилоидными. Причина, которая ле-
жит в основе неамилоидной агрегации Х-белка в
отличие от амилоидной агрегации, например,
«родственного» миозин-связывающего белка С,
по всей вероятности, заключается в структурных
особенностях доменов Х-белка, которые в про-
цессе эволюции утратили способность формиро-
вать в клетках токсичные нерастворимые амило-
идные агрегаты. Среди таких структурных осо-
бенностей может быть низкая идентичность в
аминокислотной последовательности [9], нали-
чие чередующихся структурированных и не-
структурированных областей в молекуле белка
[9], а также наличие S-S-связей, обеспечивающих
общую стабильность молекул, не позволяющих
произвести полный разворот молекулы в процес-

се агрегации для дальнейшего сворачивания в
амилоидную структуру. 
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 In vitro Study of Aggregation Properties of Muscle X-Protein
 L.G. Bobyleva*, A.G. Gabdulkhakov**, N.N. Salmov*, I.M. Vikhlyantsev*, and A.G. Bobylev*

*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

**Institute of Protein Research, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 4, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

A feature of skeletal muscle X-protein aggregation is the formation of helical fibrils from twisted ribbons,
which were previously observed by electron microscopy. To get a deeper understanding of polymorphism of
X-protein aggregates, electron microscopy was used to study X-protein aggregation under various conditions.
It was found that X-protein formed various types of aggregates: amorphous, protofibrils, bundles of linear fi-
brils, helical fibrils formed from twisted ribbons, presumably of amyloid nature. In order to confirm this as-
sumption, structural studies of X-protein helical fibrils assembled from twisted ribbons were carried out using
information from X-ray diffraction. The analysis revealed the presence of strongly blurred ref lections at 4.6
and 10 Å. The results obtained indicate that the fibrils of X-protein do not possess a quaternary cross-β-struc-
ture that is characteristic for amyloid fibrils of known proteins and peptides, such as, for example, insulin,
amyloid β-peptide and titin. These results contradict the previously obtained data on amyloid-like X-protein
aggregation, the findings suggested that fibrils of X protein can bind "amyloid" dyes Congo red and thioflavin
T. The ability of X-protein to form non-amyloid aggregates in vitro may be due to a defense mechanism de-
veloped through evolution that prevents the formation of toxic insoluble amyloid aggregates in cells. 

Keywords: multidomain muscle proteins, myosin-binding protein C, X-protein, aggregation, amyloids 
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Представлен обзор проблемы малых и сверхмалых концентраций различных биологически актив-
ных веществ и ее краткая история. Характерной особенностью действия малых и сверхмалых кон-
центраций является немонотонный, в общем случае полимодальный, отклик живых организмов и
модельных биологических систем на монотонно уменьшающуюся концентрацию воздействующих
веществ. Совокупность экспериментальных данных заставляет внимательно рассмотреть физико-
химические свойства воды, разбавленных водных растворов и технологию их приготовления.

Ключевые слова: разбавленные водные растворы, микрогетерогенность, самоорганизация, мезочасти-
цы, механохимия, активные формы кислорода, азота.
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Одной из тем лаборатории физической биохи-
мии Института биологической физики АН СССР
(в настоящее время – Институт теоретической и
экспериментальной биофизики РАН), организо-
ванной и длительное время руководимой
С.Э. Шнолем, была проблема слабых воздей-
ствий на биологические системы. Эта тема вклю-
чает в себя влияние малых и сверхмалых концен-
траций различных биологически активных
веществ, а также влияние малых доз ионизирую-
щего и неионизирующего излучения на биологи-
ческие объекты. Проблема воздействия малых
концентраций была обнаружена еще в XIX веке.
Ее характерный признак состоит в немонотон-
ном ответе живого организма на монотонно
уменьшающуюся концентрацию воздействующе-
го агента. Этот феномен был объяснен стимули-
рующим действием вызывающих стресс веществ,
но еще недостаточных для проявления вредных
последствий, и назван гормезисом [1]. Со второй
половины 1970-х годов появляется нарастающий
поток работ, в которых исследуется широкий
диапазон концентраций действующих биологи-
чески активных веществ на различные функции
существенно более простых модельных систем
[2–9], где представление о гормезисе теряет
смысл. Типичным примером являются результа-
ты эксперимента с двухоптимумным ответом сте-
пени ингибирования протеинкиназы С на кон-
центрацию антиоксиданта α-токоферола [10]. Ха-

рактерный признак этой зависимости состоит в
наличии максимума при малых (их называют так-
же сверхмалыми) концентрациях действующего
вещества в области 10–14 М и «мертвой зоны», ле-
жащей обычно в области 10–7–10–11 М. При по-
вышении концентрации до 10–4 М появляется
обычно наблюдаемый максимум активности.
Аналогичная зависимость была опубликована
для реакции дегрануляции базофилов крови че-
ловека на последовательный ряд образцов раз-
бавлений антисыворотки [11].

Еще одна возможная особенность высокораз-
бавленных растворов состоит в том, что их значи-
тельное действие может проявляться на фоне
большей эндогенной концентрации того же ве-
щества в изучаемой модели. Например, опиоиды
модулируют иммунную активность различных
клеток в концентрациях 10–18–10–14 М, хотя те
же опиоидные пептиды присутствуют в клетках в
значительно большей естественной концентра-
ции 10–10–10–12 М [12, 13]. Аналогичные эффек-
ты были также обнаружены при сочетанном дей-
ствии фармакологических средств и гомеопати-
ческих препаратов в высоком разбавлении [14,
15]. 

Стимулирующее воздействие малых доз при
поражающем действии больших доз было обна-
ружено для ионизирующего излучения и по ана-
логии было названо радиационным гормезисом
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[16, 17]. При исследовании действия слабых неио-
низирующих электромагнитных полей на живые
организмы и модельные системы также были об-
наружены немонотонные эффекты, зависящие от
интенсивности и частоты электромагнитных по-
лей естественного происхождения [18–20]. Каче-
ственное сходство эффектов, наблюдаемых при
воздействии электромагнитных полей низкой
интенсивности и сильно разбавленных растворов
в виде полимодальной зависимости измеряемых
параметров от дозы воздействия или концентра-
ции действующего реагента заставляют задумать-
ся об общей причине наблюдаемых эффектов.
Общим компонентом всех этих экспериментов
является вода. Предположение об определяющей
роли воды подкрепляются также результатами
экспериментов по действию электромагнитных
полей низкой интенсивности, где предваритель-
но экспонированная в поле вода проявляет физи-
ко-химические отличия от исходной воды и вы-
зывает биологические эффекты [21].

ВОДА – СЛОЖНАЯ НЕРАВНОВЕСНАЯ 
СИСТЕМА

Молекула воды является самой маленькой
трехатомной молекулой. Электронная структура
атома кислорода в молекуле воды характеризует-
ся sp3 гибридизацией, что предопределяет тетра-
эдрическую симметрию электронных оболочек и
уникальную возможность образования четырех
водородных связей с соседними молекулами во-
ды и/или молекулами биополимеров. В отличие
от ближайших изоэлектронных аналогов H2S и
H2Te, будучи дважды донорами и дважды акцеп-
торами протона в водородных связях, молекулы
воды способны к образованию развитой про-
странственной сети водородных связей, что резко
отличает воду от других жидкостей. Кроме того,
вода даже в лабораторных условиях является фи-
зически и химически неоднородной. 

В жидкой воде содержатся:
– ионы Н+ и ОН– в концентрации 10–7 М

вследствие диссоциации молекулы воды;
– кроме молекул Н2

16О, другие основные ста-
бильные изотопные формы: Н2

17О, Н2
18О и

DH16O с количеством тяжелых изотопов: 18О –
0.20% (~ 0.1 M), 17О – 0.04% (~ 0.02 M), D = 2H –
0.015% (~15 мM);

– орто(↑HОH↑)- и пара(↑HОH↓)-молекулы
(естественное статистическое распределение
форм в газовой фазе 3:1);

– растворенные газы окружающего воздуха,
нанопузырьки;

– растворенные органические и неорганиче-
ские примеси из воздуха и материала сосуда;

– активные формы кислорода и азота и, как
следствие, вариабельный окислительно-восста-
новительный потенциал.

Рассмотрим указанные факторы более по-
дробно. Вода является слабым электролитом и
проявляет как кислотные, так и основные свой-
ства. Диссоциация нейтральной молекулы воды
на ионы H+ и ОH– – процесс динамический, рав-
новесная константа диссоциации воды без при-
месей мала и составляет 1.82·10–16 моль/л, а кон-
станты скоростей диссоциации и рекомбинации
равны 2.5·10–5с–1 и (1.4 ± 0.2)·1011 л/(моль·с) со-
ответственно. Энтальпия гидратации протона со-
ставляет ~276 ккал/моль и превышает более чем
на 100 ккал/моль энтальпию гидратации любого
другого одновалентного катиона. Это свидетель-
ствует о том, что протоны сильно взаимодейству-
ют с молекулами воды и образуют ионы гидрок-
сония Н3О+ или более сложные комплексы.
Среднее время ассоциации протона с данной мо-
лекулой воды оценено М. Эйгеном в 10–12 с, а
средний интервал между ассоциациями данной
молекулы воды с протоном 5·10–4 с [22].

В состав молекул природной воды входят два
стабильных изотопа водорода (1Н, 2Н = D) и три
стабильных изотопа кислорода (16О, 17О и 18О).
Они могут образовать 9 изотопных разновидно-
стей молекул воды. Четыре из них вместе с кон-
центрациями указаны выше, а пять других форм
(HD18O, HD17O, D2

16O, D2
18O и D2

17O) представ-
лены в обычной воде в убывающем количестве от
6·10–5 до 10–9 объемных процентов [23]. Хотя ос-
новная часть воды представлена молекулами
Н2

16О, количество основных изотопных форм
молекул воды, выраженное в молях, как указано
выше, характеризуется достаточно большими ве-
личинами, сравнимыми с количеством основных
ионов Na, K, Ca, Mg в живой клетке. Наряду с по-
нятными биологическими изотопными эффекта-
ми обогащенной тяжелой воды, наблюдаются не-
ожиданно большие эффекты при небольшой ва-
риации изотопного состава относительно его
природного состава, не нашедшие до сих пор
адекватного объяснения [24–27]. Кроме указан-
ных стабильных изотопов существуют радиоак-
тивные изотопы кислорода 14О, 15О, 19О, но их
время жизни менее двух минут, а также изотоп
водорода – тритий 3Н = Т, период полураспада
которого составляет 12.32 года. Тритий образует-
ся в атмосфере в результате взаимодействия вто-
ричных ядерных частиц космического излучения,
в основном нейтронов и протонов, с ядрами азота
и кислорода. Вскоре после образования тритий
окисляется и образует молекулы воды в форме
НТО. Равновесное количество трития, генериру-
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емого космическими лучами, составляет 3–10 кг,
содержится он в основном в воде и лишь 7% при-
сутствует в атмосфере. Ввиду малости концентра-
ций трития в природной воде его принято выра-
жать в «тритиевых единицах» (ТЕ). Такая едини-
ца соответствует содержанию одного атома
трития на 1018 атомов протия и эквивалентна
7.2 распада в минуту на 1 кг воды или 0.12 Бк/кг.
Тритий является мягким β-излучателем с макси-
мальной энергией электронов 18.6 кэВ и средним
значением 5.7 кэВ, а конечным продуктом распа-
да трития является стабильный изотоп гелия 3Не.
Концентрация трития значительно выросла
вследствие испытаний ядерного оружия и дости-
гала десятков тысяч ТЕ в 1974 г. Содержание три-
тия снижается во времени, сильно варьирует от
местности и наличия его техногенных источни-
ков. До проведения ядерных испытаний количе-
ство трития в пресноводных источниках не пре-
вышало 1 Бк/л. Сейчас среднее количество три-
тия в пресных водах европейской части РФ
составляет около 4 Бк/л [28].

Впервые спиновые модификации молекулы
водорода орто-Н2 со спином J = 1 и пара-Н2 со
спином J = 0 были независимо предсказаны В.
Гейзенбергом и Ф. Хундом в 1927 г., в том же году
эта гипотеза получила экспериментальное под-
тверждение. Водород при низкой температуре
удалось фракционировать, поскольку орто- и па-
ра-молекулы водорода обладают большим разли-
чием во вращательных уровнях энергии. Оно со-
ставляет 170.6 К, что значительно больше, чем
температура кипения жидкого водорода (20.4 К).
Метод разделения спиновых изомеров состоял в
охлаждении газа до 20.4 К в присутствии катали-
затора, ускоряющего спиновую конверсию (на-
пример, Fe(OH)3). После достижения равновесия
практически все молекулы переходили на ниж-
ний вращательный уровень J = 0, т.е. переходили
в параизомеры. После нагревания газа получали
газ в пара-состоянии, сохраняющийся из-за
очень медленной конверсии. Для чистого водоро-
да характерное время составляет один год при
комнатной температуре и нормальном давлении.
Подробнее об этом можно прочитать в работе
[29]. Значительно позднее с использованием но-
вых современных технологий были фракциони-
рованы спиновые изомеры других многоатомных
молекул, таких как СН2О, СН3F и др., обладаю-
щих значительно меньшим различием в энергиях
вращательных степеней свободы и более высокой
температурой кипения [30]. Уже не приходится
удивляться тому, что молекулы с идентичными
ядрами в симметричных молекулах, такие как
NH3, CH4, N2 и др., существуют в природе в фор-
ме спиновых изомеров, для которых правила от-
бора предписывают определенные вращательные
квантовые числа для разных спиновых изомеров.

Создана база данных HIТRAN, содержащая раз-
нообразные спектроскопические характеристики
высокого разрешения паров воды, ее изотополо-
гов и около 300 молекул газов и дополнительных
молекул, встречающихся в атмосфере [31]. 

Как и молекула водорода, молекула воды мо-
жет быть в двух спин-изомерных формах – орто-
изомера, в котором ядерные спины протонов па-
раллельны (J = 1) и параизомера, в котором спи-
ны антипараллельны (J = 0). При нормальной
температуре орто-изомерам соответствуют три
проекции спина (1, 0, –1), а параизомерам –
только одна со спином, равным 0. Поэтому в
условиях термодинамического равновесия соот-
ношение орто:пара должно быть равным 3:1;
только при низких температурах (ниже 50 К) оно
стремится к нулю при Т → 0 К. Разделение спино-
вых изомеров воды впервые удалось реализовать
в процессе конденсации паров воды на углекис-
лом газе [32]. Позднее разделение спиновых изо-
меров воды было достигнуто методом хромато-
графии при медленной прокачке смеси водяного
пара с азотом в качестве газа-носителя сквозь ад-
сорбционную колонку, заполненную пористым
углем. Выходящий из колонки газ направляли в
кювету, сопряженную с субмиллиметровым
ЛОВ-спектрометром. В кювете рабочую смесь
зондировали на частотах 30–40 см–1 пучком пе-
рестраиваемого по частоте монохроматического
излучения. [33, 34]. Максимумы на спектрах по-
глощения для орто- и пара-модификаций соот-
ветствовали 30.603 и 37.137 см–1. Разделение спи-
новых модификаций воды было получено также
при использовании перестраиваемых лазерных
диодов [35]. В перечисленных работах измерения
проводили в газовой фазе при пониженном дав-
лении паров около 3 торр. В работе других авто-
ров [36] разделения спиновых изомеров достиг-
нуть не удалось, но давление паров воды было на
два порядка больше. Основным результатом ста-
ло заключение о том, что константы связывания
спиновых изомеров с адсорбентом различаются,
орто-изомеры связываются слабее, чем пара-изо-
меры, и первой волной выходят из хроматографи-
ческой колонки. Таким образом, статистическое
соотношение изомеров 3:1 нарушается и в дан-
ном эксперименте увеличивается до 11:1. 

Обогащенные порции водяного пара вымора-
живали с помощью азотной ловушки и хранили в
холодильнике в замороженном состоянии. Через
некоторое время образцы размораживали и вновь
подвергали спектральному анализу. В результате
время жизни спиновых изомеров было оценено в
десятки минут для жидкой воды и месяцы для
льда. Поскольку переходы между орто- и пара-
изомерами молекулы запрещены, водяной пар
является смесью независимых долгоживущих ор-
то- и пара-фракций. Возможность наблюдения
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запрещенных колебательно-вращательных пере-
ходов между орто- и пара-изомерами воды была
детально теоретически исследована в работе [37].
Вместе с тем механизм спиновой конверсии оста-
ется не ясен. Было обнаружено также, что поми-
мо угля в качестве спин-модификаторов воды мо-
гут выступать многие другие вещества с развитой
поверхностью (например, цеолиты и силика-
гель). Это дает основание предположить наличие
возможных нарушений соотношения орто:пара в
других естественных процессах [33]. Высказанное
предположение было подтверждено наблюдени-
ем предпочтительной адсорбции пара-изомеров
воды лиофилизованными препаратами ДНК, ли-
зоцима и коллагена, а также цеолитом и солями
СаО и CuSO4. Оказалось, что разница в скоростях
связывания спин-изомеров воды слабо зависит от
свойств сорбента при их принципиальном разли-
чии в механизмах связывания с водой [38]. Кроме
того, было обнаружено, что селективность связы-
вания орто- и пара-модификаций воды уменьша-
ется с увеличением влажности сорбента. 

Приведенные результаты получены в парах во-
ды при низком давлении, когда молекулы можно
считать свободными. В жидкости из-за уширения
полос очень слабой интенсивности не удается
различить спиновые модификации стандартны-
ми спектроскопическими методами, однако со-
мневаться в наличии орто- и пара-состояний во-
ды также не приходится. Различить орто- и пара-
состояния молекул воды в жидком состоянии
удалось с использованием метода нелинейной
когерентной лазерной спектроскопии четырех-
фотонного рассеяния [39]. В этом методе исполь-
зуются встречные пучки лазерного излучения с
частотами ω1 и ω2, лежащими в области видимого
света, а разность этих излучений перестройкой ω2
сканируется в микроволновом диапазоне. Источ-
ником излучения ω1 является лазер с плотностью
мощности около 60 МВт·см–2 с круговой поляри-
зацией, вторым источником – лазер с перестраи-
ваемой частотой с плотностью мощности около
10 МВт·см–2 и линейно поляризованном излуче-
нием. Измеряемым параметром служит состоя-
ние поляризации излучения на частоте смешения
ω = ω1 – (ω1 – ω2). Эта методика позволила изу-
чить диапазон от 1 до 100 см–1. Не вдаваясь в по-
дробное описание этого сложного нелинейного
метода, отметим, что полученные спектры явля-
ются результатом усреднения после 10–30 вспы-
шек мощного лазерного излучения при частоте
повторения импульсов генерации лазеров, рав-
ной 1 Гц, и длительности импульсов около 10 пс.
В жидкой воде были зарегистрированы спектры
либраций молекул, совпадающие по частоте с
вращательным спектром Н2О в газовой фазе.
Наиболее интенсивными оказались линии

79.8 см–1 для пара-изомера и 88.1 см–1 для орто-
изомера. Эксперименты, проведенные в раство-
рах биополимеров (ДНК, α-химотрипсин), пока-
зали, что в присутствии биополимеров суще-
ственно возрастает резонансный вклад враща-
тельного спектра воды [39, 40]. Авторы
констатируют, что механизм этого явления не
ясен, и предполагают, что биополимеры наруша-
ют сетку водородных связей в воде так, что увели-
чивается количество свободных молекул. Этот
вывод, однако, не согласуется с известными экс-
периментальными и теоретическими результата-
ми. Учитывая высокую интенсивность лазерного
излучения, гетерогенность образцов и быстрое
время перестройки электронной структуры Н2О,
меньшее, чем время зондирующего импульса
(10 пс), трудно сказать, какую систему мы реаль-
но изучаем. На этот вопрос еще следует получить
обоснованный ответ. Вместе с тем учет наличия
орто- и пара-состояний протона в симметричных
молекулах заслуживает внимания, и эта тема про-
должает развиваться [41, 42].

В воде, находящейся в равновесии с окружаю-
щим воздухом, всегда находятся растворенные
газы, среди которых доминируют азот, кислород
и углекислый газ. Коэффициенты растворимости
азота, кислорода и углекислого газа известны и
составляют при нормальных условиях 0.016, 0.032
и 0.879 л газа/л воды соответственно. Средняя от-
носительная концентрация этих газов в воздухе
равна 0.781, 0.209 и 0.0004 соответственно. При
этом их содержание в воде составит 0.589 мМ,
0.289 мМ и 1.57·10–5 М. Взаимодействие углекис-
лого газа с водой приводит к появлению угольной
кислоты, которая, в свою очередь, диссоциирует.
Таким образом в воде в области нейтральных зна-
чений рН присутствуют анионы НСО3

–  в кон-
центрации около 10–5 М, что подтверждается экс-
периментально с высокой точностью [43].
По этой причине дистиллированная вода в от-
крытом сосуде без дополнительных примесей
имеет значение рН 5.5, меньшее, чем ожидаемое
значение (рН 7.0). Наличие растворенных газов
влечет за собой образование стабильных газовых
пузырьков, называемых бабстонами, размер ко-
торых увеличивается от 9.6 нм до 57.8 нм при уве-
личении концентрации NaCl в растворе от 10–6 до
10–2 М. При этом могут образовываться бабстон-
ные кластеры микронных размеров [44, 45].

Вода активно растворяет все примеси неорга-
нического и органического происхождения, на-
ходящиеся в воздухе и в материале сосуда, в кото-
ром находится вода. Уместно напомнить также,
что в воздухе для больничных палат нормируемое
ГОСТ 2007 (идентичным международному стан-
дарту ISO) количество только лишь колониеобра-
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зующих частиц составляет 500 шт/м3; максималь-
ное число «пылевых» частиц с размером, равным
и более 0.5 мкм, в операционных помещениях не
должно превышать 3520000 штук в м3, а их коли-
чество в палатах даже не нормируется. Показа-
тельным примером могут служить результаты ис-
следования «аномальной» сверхплотной конден-
сированной воды в кварцевых капиллярах,
полученной впервые Н.Н. Федякиным и активно
исследуемой в то время Б.В. Дерягиным. После
провокационной публикации Э. Липпинкотта о
том, что эта вода, возможно, является полимер-
ной структурой [46], за два года в разных лабора-
ториях мира было опубликовано несколько сотен
работ. Оказалось, что кроме растворенного крем-
ния в конденсированной внутри кварцевых ка-
пилляров воде обнаруживаются и другие веще-
ства, имеющиеся в лаборатории. Наш давний
опыт показал, что в стеклянном бидистилляторе
электропроводность бидистиллята оказывается
выше, чем дистиллята, за счет растворения ионов
Na из стекла, что было экспериментально под-
тверждено спектральным анализом. При этом со-
держание Ca и Mg в бидистилляте действительно
уменьшалось. Хочется напомнить также, что та-
кое вещество как AgCl, считающееся нераствори-
мым, дает насыщенный водный раствор с кон-
центрацией 1.34·10–5 М. В настоящее время в ос-
новной массе работ можно увидеть фразу:
«использовалась вода класса 1 с удельным сопро-
тивлением 18.2 МОм·см». Реально столь низкая
электропроводность сохраняется очень недолго и
через 10 мин в открытом стеклянном сосуде уве-
личивается примерно в 10 раз.

Все приведенные выше факты убедительно
свидетельствуют о том, что реальная вода гетеро-
генна по своему составу. Концентрации всех вы-
шеперечисленных компонент зависят от множе-
ства внешних условий, включающих предысто-
рию воды, температуру и давление. Самая чистая
коммерческая вода для хроматографии производ-
ства компании Fisher Scientific (США) гарантиру-
ет отсутствие лишь избранных ионов (Al, Cd, Cr,
Cu, K) на уровне 10 ppb, т.е. на уровне 10–8 М. Та-
ким образом, условно чистая водa даже в лабора-
торных условиях является многокомпонентным
раствором, практически всегда неравновесна и
нарушает многие устойчивые представления об
идеальной жидкости и растворе. Чистую воду, со-
стоящую только из молекул Н2О, можно наблю-
дать лишь на листе бумаги или на экране монито-
ра компьютера.

ВОДА ВЕСЬМА ЧУВСТВИТЕЛЬНА
К ВНЕШНИМ ФИЗИЧЕСКИМ 

ВОЗДЕЙСТВИЯМ

Уже более 50 лет известно, что ультразвуковая
кавитация в воде приводит к появлению гидрок-
сил-радикала ОН•, ионов нитрита (NO2

–) и, в
меньшей степени, нитрата (NO3

–). С разработ-
кой технологии одиночного пульсирующего пу-
зырька удалось на один цикл схлопывания пу-
зырька количественно измерить выход ОН•,
NOх, а также фотонов, чей спектр не был характе-
ристичен и простирался от 800 до 200 нм с увели-
чением интенсивности в коротковолновой части
спектра [47]. Спектр такого вида в рамках модели
черного тела говорит о температуре внутри пу-
зырька, достигающей 20000 К, что, в свою оче-
редь, говорит о возможности ионизации внутрен-
него содержимого пузырька и последующих ион-
электронных рекомбинационных процессов. По-
явление активных форм кислорода и азота в на-
номолярных и микромолярных концентрациях
неизбежно влечет за собой каскад сопряженных
цепных электрон-радикальных реакций и изме-
нений окислительно-восстановительного потен-
циала среды, весьма важного для функциониро-
вания живых систем. К появлению активных
форм кислорода в воде приводят также такие низ-
коинтенсивные механические воздействия, как
ультразвуковое докавитационной интенсивно-
сти, продавливание воды через капилляры и мем-
браны [48–50]. Очень интересен результат, полу-
ченный при вибрации сосуда с водой. Такая про-
цедура приводит к появлению не только
активных форм кислорода, но и регистрируемого
объема выделяющихся газов кислорода и водоро-
да, причем частоты вибраций около 1 Гц оказыва-
ются наиболее эффективными [51, 52]. Не так
давно вышла работа, повторяющая появление пе-
рекиси водорода при выдавливании микрокапель
воды из капилляра [53]. Авторы этой работы не
цитируют наших отечественных авторов и отме-
чают, что, хотя вода и является привычной жид-
костью, она обладает многими непонятными
свойствами. Адекватного понимания механизмов
образования активных форм кислорода и, тем бо-
лее, азота в воде на сегодняшний день не суще-
ствует. Наиболее вероятным в качестве инициа-
торов активных форм кислорода, по аналогии с
кавитацией, можно рассматривать спонтанно об-
разующиеся нанопузырьки, названные бабстона-
ми [44]. Недавно выполненная работа [54] под-
тверждает это предположение. В ней показано,
что в сосудах с водой, подвергавшихся колебани-
ям амплитудой в 5 мм и частотой 30 Гц появляют-
ся стабильные пузырьки со средним размером 600
нм. При этом наблюдается «синяя» люминесцен-
ция, характерная для сонолюминесценции. Ко-
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личество перекиси водорода и гидроксил радика-
ла растет со временем механического воздействия
и с ростом частоты колебаний от 30 до 60 Гц,
напротив, количество растворенного кислорода
уменьшается со временем механической обра-
ботки.

Наряду с этим было обнаружено, что даже вы-
держивание воды при температуре 40°С в течение
часа сопровождается появлением активных форм
кислорода и молекулы перекиси водорода Н2О2
[55], а при выдерживании при температуре 70°С –
даже окислов азота [56]. Аналогичные удивитель-
ные эффекты наблюдаются и при освещении во-
ды видимым светом, а также квазимонохромати-
ческим светом небольшой интенсивности в поло-
сах поглощения молекулярного кислорода в
видимом и инфракрасном диапазоне спектра
[57]. Образование активных форм кислорода под
влиянием внешних слабых воздействий приводит
к появлению длительных химических преобразо-
ваний, в том числе циклического характера [58].
Полной ясности в механизмах описанных наблю-
дений пока еще нет. Известно около 40 реакций,
в которых участвуют реагенты и продукты кисло-
родно-водородных молекул [59]. Среди них есть
как очень быстрые, так и очень медленные реак-
ции, что приводит к длительной эволюции систе-
мы [60, 61]. В воде, насыщенной атмосферным уг-
лекислым газом, анионы гидрокарбонатов могут
выступить донорами электронов и воздейство-
вать на протекание сопряженных цепных элек-
трон-радикальных реакций [62]. Инициатором
этих процессов могут служить также природные
источники ионизирующего излучения, среди ко-
торых следует назвать тритий и радиоактивный
изотоп калия 40К, распад которых сопровождает-
ся бета-излучением, приводящим к появлению
гидратированных электронов. Так, в морской во-
де было зарегистрировано 80 мкМ гидратирован-
ных электронов за счет бета-излучения [63].
Сходство процессов радиолиза, фотолиза и тер-
молиза удивительно, поскольку энергии квантов
в процессе термолиза и фотолиза видимым излу-
чением воды недостаточно для разрыва ковалент-
ной связи в молекуле воды и образования радика-
лов Н• и ОН•. Для объяснения этих фактов была
предложена концепция воды как открытой не-
равновесной активной среды, которая накапли-
вает энергию под воздействием теплового элек-
тромагнитного излучения и может освобождаться
в результате слабых резонансных воздействий в
областях поглощения кислородом квантов света с
переходом О2 в синглетное состояние. Последую-
щий коллапс нанопузырьков (бабстонов) в ре-
зультате происходящего в них локального элек-
тромагнитного возбуждения и образование раз-
личных продуктов в ходе сопряженных цепных
электрон-радикальных реакций приводит к раз-

рыву химических связей в молекулах воды. При
этом образующиеся продукты аналогичны тем,
которые возникают при воздействии ионизирую-
щих излучений с энергиями, значительно превы-
шающими энергию химической связи в молекуле
воды [64, 65]. Эта гипотеза ожидает более деталь-
ного экспериментального подтверждения и тео-
ретического обоснования.

Очень часто при анализе сложных эффектов
говорят об изменении структуры воды. Это в
принципе неправильное высказывание. По опре-
делению структура есть совокупность устойчивых
связей объекта. Поэтому жидкая вода, обладаю-
щая трансляционной подвижностью, структуры
не имеет. Можно говорить лишь о ближнем по-
рядке. Тем не менее, это словосочетание стало
устойчивым, а количество библиографических
ссылок в Интернете о «структуре воды» значи-
тельно превышает таковое о структуре ДНК или
белка. Как уже говорилось выше, вода единствен-
ная из своих изоэлектронных гомологов Н2S и
H2Se обладает возможностью образования четы-
рех водородных связей в тетраэдрической конфи-
гурации, что предопределяет полиморфизм воз-
можных структур. Вода в твердом состоянии об-
ладает уникальным количеством полиморфных
кристаллических структур, так, совсем недавно
была установлена новая структура льда XVIII [66].
Построение некристаллографических, парамет-
рических структур связанной, в частности, с био-
полимерами воды значительно расширяет эти
возможности [67, 68]. Молекулярный дизайн па-
раметрических структур из тетраэдрических эле-
ментов дает возможность построения практиче-
ски неограниченного множества структурных
элементов из молекул воды, включая хиральные,
фрактальные и запрещенные в кристаллографии,
но распространенные в биологическом мире
[69, 70]. 

Для описания состояния жидкой воды исполь-
зуют модели двух типов (двух состояний) – мо-
дель, впервые четко сформулированную В. Рент-
геном [71], и модель непрерывной сетки водород-
ных связей, предложенную Дж. Берналом и Р.
Фаулером [72]; каждая из этих моделей обрела
множество модификаций. В качестве современ-
ного примера можно привести эволюцию взгля-
дов одной научной группы, проводившей иссле-
дования жидкой воды с использованием синхро-
тронного источника излучения. На начальной
стадии исследований говорилось, как и в класси-
ческой модели двух состояний, о наличии льдо-
образной и свободной воды, о кольцеобразных и
линейных связанных структурах. В последнем са-
мообзоре эти авторы пришли к тому, что жидкая
вода является локально неоднородной жидко-
стью [73]. В ней сосуществуют области тетраэдри-
чески упорядоченной воды низкой плотности
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(LDL) и менее упорядоченной воды высокой
плотности (HDL) без ясных фазовых границ,
между которыми существуют флуктуационные
переходы. Авторы обзора отмечают, что ближай-
шей задачей является определение степени неод-
нородности в воде и резкости границ раздела
между флуктуирующими областями (“a burning
question is to determine the degree of heterogeneity in
water and the sharpness of the boundaries between
fluctuating regions”). При этом авторы перестали
пользоваться понятиями льдообразных класте-
ров, употреблявшихся ими в более ранних рабо-
тах. Точка зрения о динамическом локально не-
однородном состоянии воды поддерживается
также компьютерными расчетами [74]. В этой ра-
боте обнаружено, что в жидкой воде имеются об-
ласти пространства, в которых молекулы в сред-
нем перемещаются в одном направлении. Эти об-
ласти имеют размер более десяти нанометров и
хорошо проявляются, если за системой наблю-
дать в течение времени порядка 100 пс, что можно
рассматривать как своеобразную наноразмерную
динамическую неоднородность жидкостей. Даль-
нейшее развитие эксперимента пошло по пути
исследования переохлажденной воды с целью об-
наружения предполагаемого фазового разделе-
ния двух состояний воды высокой и низкой плот-
ности [75]. 

Как уже говорилось ранее, проблема малых
концентраций берет начало из биологических ис-
следований, где был зарегистрирован в модель-
ных системах немонотонный ответ на последова-
тельно уменьшающиеся концентрации добавляе-
мых биологически активных препаратов. Но что
же происходит с физическими характеристиками
воды при растворении и разбавлении водных рас-
творов? Вода – полярная жидкость с высокой ди-
электрической проницаемостью, что делает ее
хорошим растворителем для полярных и ионных
веществ. Эти вещества в не очень высоких кон-
центрациях дают идеальные водные растворы, в
которых растворенные вещества не взаимодей-
ствуют друг с другом, а растворы являются одно-
родными. Основная концепция физико-химиче-
ских свойств разбавленных идеальных растворов
состоит в монотонном переходе к свойствам рас-
творителя при высоких разбавлениях. На практи-
ке растворы с концентрацией 10–4 М и ниже на-
зываются бесконечно разбавленными раствора-
ми. Амфифильные вещества при определенных
концентрациях в воде, называемых критической
концентрацией мицеллообразования, самоорга-
низуются в коллоидные структуры – различные
типы мицелл. Эти точки критических концентра-
ций мицеллообразования обычно регистрируют-
ся как перегибы на графиках зависимости раз-
личных физических характеристик (вязкость,
проводимость, скорость звука, рассеяние света и
т.д.) от концентрации амфифильных веществ.

Значения критических концентраций мицелло-
образования находятся в диапазоне 10–4–10–2 М.
Мезомасштабные неоднородности могут суще-
ствовать также в микроэмульсиях без поверх-
ностно-активных веществ в тройных системах,
состоящих из относительно короткого амфи-
фильного компонента (гидротропа) и двух плохо
смешивающихся жидкостей. Уникальная струк-
тура мезочастиц в микроэмульсиях без поверх-
ностно-активных веществ открывает различные
возможности. Например, такие микроэмульсии
являются мощными солюбилизирующими среда-
ми, обеспечивают аномалии ферментативной ак-
тивности и химической реакционной способно-
сти при использовании в качестве реакционной
среды [76, 77]. Структурные неоднородности в та-
ких бинарных системах, как «вода–спирты» или
другие полярные неэлектролиты, известны давно
[78]. Они характеризуются двумя максимумами
интенсивности рассеянного света, вызванными
появлением неоднородностей в растворе. Основ-
ной из них является широким по шкале концен-
траций добавляемого компонента при мольной
доле спирта X = 0.2–0.5, а другой, более интен-
сивный и узкий, – при X = 0.01–0.05. Основной
максимум вызван флуктуациями концентрации,
но природа резкого максимума при более низкой
концентрации все еще не совсем ясна [79]. Все
вышеописанные неоднородности, зарегистриро-
ванные различными физическими методами,
проявляются при концентрации более 10–5 М.

Установлено, что равновесие в водно-спирто-
вых растворах устанавливается в течение длитель-
ного времени, вплоть до нескольких суток после
смешивания жидкостей [79]. Длительность эво-
люции этих систем очень похожа на полученные
нами в экспериментах с другими водными рас-
творами при значительно меньшей концентра-
ции примесей в воде. Наши исследования флуо-
ресценции воды и разбавленных растворов пеп-
тидов показали наличие флуоресценции у
дистиллированной воды, не связанное с возмож-
ным наличием примесей гуминовых кислот, рез-
кое возгорание интенсивности люминесценции
при уменьшении концентрации люминофора
глицилтриптофана до 10–7 М и появление пика
люминесценции у нелюминесцирующего дипеп-
тида глициласпарагина в этом же диапазоне кон-
центраций, а также длительное время эволюции
спектров излучения. Спектры возбуждения и со-
ответствующие спектры излучения изученных
растворов различны, что характерно для кристал-
лофосфоров. В рамках этого представления об-
ласть возбуждения была оценена в 100 нм [80–82].

Очень малые концентрации сложно получить
однократным растворением или разбавлением.
Поэтому их практически получают последова-
тельными итерациями разбавления в определен-
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ное количество раз. На каждой стадии разбавле-
ния раствор подвергают интенсивному встряхи-
ванию, называемому потенцированием. Такая
технология является традиционной в изготовле-
нии гомеопатических препаратов. С использова-
нием этой технологии нами были выполнены
эксперименты по изучению флуоресценции ши-
рокого ряда последовательно разбавленных рас-
творов NaCl, подвергавшихся интенсивному ме-
ханическому воздействию (потенцированию) по-
сле каждого десятикратного разбавления [84].
Результаты представлены на рис. 1.

Было установлено наличие сохранявшегося в
течение длительного времени резкого увеличения
интенсивности флуоресценции в области числа
итераций N = 13. Аналогичный паттерн был полу-
чен нами позднее в другой лаборатории. Впервые
нами также была установлена высокая отрица-
тельная корреляция (коэффициент линейной
корреляции ρ = –0.93) между интенсивностью
флуоресценции раствора хлористого натрия и
спонтанной активностью пресноводных одно-

клеточных организмов, т.е. между физическими
характеристиками и биологической активностью
растворов (табл. 1) [84]. Позднее методом NTA
(nanoparticle tracking analysis) мы определили в
этой области концентраций наличие наночастиц
размером 96–115 нм в количестве (3 ± 2)·108 ча-
стиц/мл.

Еще более сложный немонотонный паттерн
был получен при измерении высокочастотной
электропроводности потенцированных раство-
ров диклофенака (рис. 2). В этой работе исполь-
зовали процедуру последовательных сотенных
разбавлений с потенцированием, включая мни-
мые концентрации, когда само понятие концен-
трации теряет смысл при N > 11. Эволюцию полу-
чаемого паттерна наблюдали в течение двух не-
дель после приготовления растворов [86].
При точности измерений не хуже 0.5% наблюда-
ются значительные вариации электропроводно-
сти от числа итераций «разбавление–потенциро-
вание». С увеличением времени хранения раство-
ров среднее значение электропроводности

Рис. 1. Зависимость интенсивности флюоресценции от числа десятичных разбавлений раствора хлористого натрия.
Образец 13-го десятичного разбавления соответствует концентрации соли 2·10–12 М. Длина волны возбуждения 300 нм,
излучения – 385 нм. Среднеквадратичная погрешность измерения соответствует размеру точки.

Таблица 1. Корреляция между спонтанной подвижностью одноклеточных Spirostoma ambiguum в
потенцированных растворах хлористого натрия и интенсивностью флуоресценции этих растворов

Разбавление, N 2 9 11 12 13 14 15 16 17

Подвижность 
инфузорий, 
усл. ед.

0.0 ± 0.0 7.7 ± 2.6 11.8± 1.4 11.7 ± 0.6 0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0 9.1 ± 1.8 6.7 ± 2.6 8.7 ± 1.8

Интенсивность 
флуоресценции, 
усл. ед.

56 17 15 13 56 41 18 16 17



666

БИОФИЗИКА  том 67  № 4  2022

ЛОБЫШЕВ

монотонно возрастает и растет контрастность
паттерна, т.е. различие между минимальными и
максимальными значениями. Парные коэффи-
циенты корреляции между результатами этих по-
следовательных экспериментов, проведенных в
разные дни после приготовления образцов рав-
ны, соответственно: R[1–2] = 0.87, R[1–5] = 0.65,
R[1–14] = 0.72, R[2–5] = 0.70, R[2–14] = 0.80,
R[5‒14] = 0.87. Критическое значение коэффи-
циента корреляции для 12 степеней свободы при
1%-м уровне значимости R0.01(12) = 0.66. Превы-
шение этого критического значения означает до-
стоверное сходство эволюционирующих паттер-
нов. Такое сходство однозначно говорит о том,
что причина немонотонного изменения электро-
проводности разбавленных растворов заключает-
ся в методе их приготовления. 

Стоит также отметить, что диэлектрическая
проницаемость с точностью 0.2% на частотах
100 кГц – 3 МГц остается постоянной, что гово-
рит об отсутствии в растворах мезочастиц с боль-
шим дипольным моментом. Столь большие изме-
нения электропроводности непонятны и связа-
ны, по-видимому, с химическими процессами,
происходящими в потенцированных растворах.

Представленные выше эксперименты ясно по-
казывают, что процедура потенцирования изме-
няет коллективные свойства водного раствора, и
эти свойства запоминаются системой в течение
длительного времени, далекого от микроскопи-
ческого масштаба времени молекулярных реорга-
низаций, обычно принимаемого в рассмотрение
при обсуждении физических свойств жидкостей.
Поэтому вопрос о памяти воды можно свести к
определению памяти. Ясно только, что к структу-
ре воды память не имеет никакого отношения.

Немонотонное изменение различных физиче-
ских характеристик и появление наночастиц
обнаруживали разными методами в сильно раз-
бавленных растворах, в том числе в потенциро-
ванных растворах, в которых расчетная концен-
трация меньше 10–20 М [86–90].

Значительная роль в изучении физико-хими-
ческих характеристик разбавленных растворов
принадлежит группе, руководимой академиком
А.И. Коноваловым (1934– 2021), которая иссле-
довала более 60 химических веществ разными ме-
тодами и установила, что подавляющее большин-
ство из них образует наночастицы при больших
степенях разбавлений, определяемых методом
динамического светорассеяния. При этом уста-
новлено, что для их самоорганизации, как прави-
ло, необходимо наличие естественного электро-
магнитного фона. При выдерживании растворов
в условиях гипомагнитного поля, создаваемого
пермаллоевым экраном, наночастицы в реги-
стрируемом количестве не образуются [91–93].
Этот вывод подтверждается экспериментом с по-
лучением наночастиц при выдерживании образ-
цов в поле с частотой 7.85 Гц и амплитудой
48 А/м, создаваемом в катушке соленоида, разме-
щенного в пермаллоевом экране [94]. В работах
этой группы на ряде микроорганизмов и действу-
ющих веществ подтверждается также корреляция
между появлением наночастиц и возрастанием
биологической активности в растворе. Повышен-
ная биологическая активность фармакологиче-
ских препаратов в коллоидной форме известна
также из других работ. Так, например, было пока-
зано, что феназепам обладает фармакологиче-
ской активностью в сверхмалых дозах только в
дисперсном состоянии в виде наночастиц диа-

Рис. 2. Эволюция паттернов сопротивления (кОм) для серии сотенных разбавлений с потенцированием раствора
диклофенака. Интервал времени между приготовлением образцов и измерениями: ● − 1 день, ■ – 2 дня, ♦ – 5 дней,
▲ – 14 дней.
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метром не более 100–300 нм, а образование нано-
частиц навязывается добавлением поверхностно
активных реагентов в процессе приготовления
препарата [95]. Дополнительную информацию на
тему изменения ферментативной активности в
зависимости от формы препарата можно найти в
работе [96]. Подробное обсуждение этого фено-
мена выходит за рамки данной работы. Суще-
ствование наночастиц в потенцированных вод-
ных растворах высокого разбавления подтвер-
ждено многими авторами и уже не вызывает
сомнений, однако их строение и состав до сих пор
неизвестны. В области высоких концентраций
растворенных веществ процессы потенцирова-
ния становятся незначимыми. Можно считать,
что многократный процесс механического потен-
цирования с последующим разбавлением являет-
ся не только, а при больших числах итерации и не
столько разбавлением, сколько механохимиче-
ской модификацией веществ, содержащихся в
растворе. Это косвенно подтверждается реализа-
цией химических реакций в порошковых систе-
мах с механической обработкой, не идущих в
обычных условиях, разложением воды на обыч-
ной магнитной мешалке в присутствии некото-
рых солей [97], а также прямым наблюдением
осадков в высушенных каплях более 200 фарма-
цевтических препаратов в сверхмалых и мнимых
концентрациях методами просвечивающей элек-
тронной микроскопии и сканирующей туннель-
ной микроскопии [98].

Выше были рассмотрены свойства последова-
тельно разбавленных и потенцированных раство-
ров различных веществ. Но поскольку вода сама
является сложным многокомпонентным раство-
ром и чувствительна к внешним воздействиям,
возникает вопрос, как будут меняться свойства
условно чистой воды при аналогичной итераци-

онной процедуре разбавления-потенцирования.
На рис. 3 представлены результаты измерений
интенсивности флуоресценции образцов потен-
цированной дистиллированной воды с последую-
щим десятичным разбавлением исходной водой и
повторением этой процедуры N раз [84]. Как вид-
но, уже первое потенцирование приводит к воз-
растанию интенсивности флюоресценции. По-
следующие итерации сопровождаются уменьше-
нием интенсивности и ее резким спадом в
области N = 12 до фоновых значений. Со време-
нем хранения интенсивность в образцах N1 – N11
заметно уменьшается, но все же сохраняется в те-
чение шести недель. 

Аналогичный эксперимент был проведен с во-
дой MQ 1-го класса с измерением электрических
характеристик образцов [99]. Результаты приве-
дены на рис. 4. В данном случае после потенциро-
вания образца выполняется сотенное разбавле-
ние исходной водой. Измерения проводили на
частоте 100 кГц, погрешность измерений состав-
ляла менее 0.5%. Как и в случае разбавления дик-
лофенака (рис. 2) наблюдается сложная немоно-
тонная зависимость. В данном случае наблюдали
эволюцию образцов в 20 итерациях, но аналогич-
ные немонотонные зависимости получали и для
30 итераций, откуда можно сделать вывод, что их
вообще может быть любое число. Как и в случае
диклофенака, диэлектрическая проницаемость
остается постоянной, что говорит об отсутствии
структур с большим дипольным моментом. Пат-
терны серий образцов, приготовленных в разные
дни, отличаются, но параллельно приготовлен-
ные две серии обладают одинаковыми паттерна-
ми с коэффициентом корреляции более 0.9. Та-
кие результаты не вызывают удивления, если воду
рассматривать как самоорганизующуюся актив-
ную среду, чувствительную к слабым возмущени-

Рис. 3. Зависимость интенсивности флюоресценции от числа итераций N десятичных разбавлений дистиллированной
воды с потенцированием. Длина волны возбуждения 300 нм, излучения – 385 нм. 
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ям. В обоих случаях среднее значение электро-
проводности со временем увеличивается (сопро-
тивление уменьшается), как и в случае с
диклофенаком, но дисперсия результатов прак-
тически сохраняется и имеет тенденцию к умень-
шению, а в растворах диклофенака на протяже-
нии двух недель она возрастает со временем. От-
сюда нетрудно заключить, что в растворах
диклофенака происходят более сложные химиче-
ские процессы. 

Что же говорит теория о возможности образо-
вания мезоструктур нанометрового диапазона в
жидкой воде? Существуют, основанные на пред-
ставлениях квантовой электродинамики, теоре-
тические предпосылки образования в растворах
частиц, называемых когерентные домены, размер
которых лежит в области сотни нанометров [100–
103]. По признанию G. Vitiello эта теория имеет
общий характер и не обладает предсказательной
силой для конкретных случаев. 

В заключение хочется подчеркнуть, что реаль-
ная вода даже в лабораторных условиях является
неравновесным сложным многокомпонентным
раствором. Можно считать твердо установлен-
ным, что многократное последовательное раз-
бавление растворов, сопровождающееся интен-
сивным встряхиванием, приводит к образованию
химически активных соединений, самоорганиза-
ции в растворе, проявляющейся в появлении ме-
зочастиц и немонотонном изменении физико-
химических свойств разбавленных растворов.
Неясен механизм этого феномена, молекуляр-
ный состав мезочастиц размером в сотни нано-
метров, возможная роль нанопузырьков в составе
этих мезочастиц, а также роль слабых электро-
магнитных полей в их образовании. Решение
этих фундаментальных физико-химических про-

блем будет способствовать решению общей про-
блемы биологической активности растворов ма-
лых и сверхмалых концентраций.
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 Biological Activity of Solutions of Substances in Low and Ultra Low Concentrations
 V.I. Lobyshev*

*Faculty of Physics, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/2, Moscow, 119991 Russia

This paper provides a review of the problem of low and ultra-low concentrations of various biologically active
substances and focuses on its brief history. A characteristic feature of the effects of low and ultra-small con-
centrations is the non-monotonic, in general polymodal, response of living organisms and model biological
systems to the monotonically decreasing concentration of the active substances. Data collected from the ex-
periment show that the physicochemical properties of water, diluted aqueous solutions and solution prepara-
tion technique should be the object of careful study.
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Исследуя антистрессовые свойства донора оксида азота железо-тиосульфатного комплекса натрий-
μ2-дитиосульфато-тетранитозилдиферрата тетрагидрата Na2([Fe2(S2O3)2(NO)4]2·4H2O), изучали
влияние различных его концентраций на функциональное состояние изолированных митохондрий
проростков гороха. Инкубация митохондрий с 10–4 М препарата приводила к резкому уменьшению
микровязкости свободного липидного бислоя, обусловленному увеличением содержания ненасы-
щенных жирных кислот в липидной фракции мембран митохондрий. При этом препарат разобщал
процессы окисления и фосфорилирования. Обработка митохондрий 10–8 М железо-тиосульфатно-
го комплекса сопровождалась повышенным содержанием ненасыщенных С20 жирных кислот, ко-
торое возрастало на 25–45%, что, вероятно, обусловливало 15%-е снижение микровязкости свобод-
ного липидного бислоя. В то же время микровязкость в области аннулярных липидов мембран воз-
растала на 20%, что могло свидетельствовать об изменении активности ферментов дыхательной
цепи митохондрий. Действительно, препарат влиял на скорости окисления НАД-зависимых суб-
стратов и сукцината и повышал эффективность окислительного фосфорилирования. Эта концен-
трация препарата была выбрана для исследования способности железо-тиосульфатного комплекса
повышать устойчивость проростков гороха к дефициту воды. Железо-тиосульфатный комплекс
предотвращал изменения жирнокислотного состава мембран митохондрий в условиях дефицита
воды и обусловленные стрессом изменения биоэнергетических характеристик митохондрий. Полу-
ченные данные могут свидетельствовать, что протекторные свойства препарата реализуются на
мембранном уровне за счет сохранения/увеличения пула ненасыщенных жирных кислот, способ-
ствующих поддержанию текучести мембран.

Ключевые слова: митохондрии, оксид азота, микровязкость, свободный липидный бислой, аннулярные
липиды, жирные кислоты.
DOI: 10.31857/S0006302922040056,  EDN: ISYKJS

Митохондрии занимают ключевые позиции в
энергетических, окислительно-восстановитель-
ных и обменных процессах в клетке. Тем не ме-
нее, в условиях стресса эти органеллы являются
одним из основных источников активных форм
кислорода (АФК) [1], которые в зависимости от
силы стрессового воздействия могут служить ин-
дукторами процессов адаптации, либо вызывать

нарушение метаболизма клетки [2]. При этом ми-
тохондрии являются источником и мишенью
этих интермедиатов.

Взаимодействие АФК с полиненасыщенными
жирными кислотами (ЖК), такими как арахидо-
новая, линолевая и линоленовая, входящими в
состав липидов мембран митохондрий, возмож-
но, имеет следствием активацию перекисного
окисления липидов. При этом, вероятно, проис-
ходит нарушение осмотического баланса между
матриксом и межмембранным пространством
митохондрий. В результате происходит набуха-
ние митохондрий. Следствием «перекисного» на-

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, ЖК –
жирные кислоты, ТНКЖ-тио – железо-тиосульфатный
комплекс (μ2-дитиосульфато-тетранитозилдиферрат тет-
рагидрат), БСА – бычий сывороточный альбумин,
МЭЖК – метиловые эфиры жирных кислот.
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бухания митохондрий (или образования больших
пор во внешней мембране), вероятно, является
высвобождение апоптогенных белков из ме-
жмембранного пространства в цитоплазму и ак-
тивация митохондриального пути апоптоза.
Можно предположить, что препараты, снижаю-
щие генерацию АФК митохондриями, будут по-
вышать устойчивость организма к действию
стрессовых факторов. На эту роль в первую оче-
редь претендуют антиоксиданты, ингибирующие
свободнорадикальное окисление. Однако сни-
зить генерацию активных форм кислорода мито-
хондриями можно за счет других механизмов.
Так, снижение генерации АФК митохондриями
на 80% возможно за счет «мягкого разобщения»,
т.е. увеличения протонной проводимости, не на-
рушающей синтез АТФ, но приводящий к сниже-
нию редокс-потенциала внутренней мембраны
митохондрий на 13–15% [3]. Сокращение генера-
ции АФК может быть достигнуто также за счет
повышения концентрации эндогенных жирных
кислот, либо за счет работы разобщающих белков
митохондрий (например, белки холодового и теп-
лового шока) [4]. Кроме того, вклад в защиту
клетки от окислительного стресса вносит также
митохондриальный АТФ-зависимый калиевый
(mitoКАТФ) канал. Функционирование Pmito-

KATP тесно связано с К+/Н+-обменом. Это поз-
воляет осуществлять «калиевый цикл», который
обеспечивает возвращение Н+ в матрикс мито-
хондрий, т.е. снижение  мембранного потенциала
[5]. Уменьшение генерации АФК митохондриями
также может быть достигнуто в результате актива-
ции альтернативных путей транспорта элек-
тронов в дыхательной цепи митохондрий, прежде
всего при активации альтернативной оксидазы
[6].

Таким образом существуют самые разнообраз-
ные механизмы защиты клетки и организма от
окислительного стресса. Эту функцию могут вы-
полнять биологически активные вещества, влия-
ющие на функциональное состояние митохон-
дрий. Показано, что ряд таких веществ накапли-
вался в органах и тканях растений при стрессовых
воздействиях. К ним, например, относится оксид
азота [7]. Более того, показано, что обработка
растений экзогенными донорами NO повышает
их устойчивость к действию стрессовых факто-
ров, в том числе и к дефициту воды [8, 9]. Способ-
ность оксида азота осуществлять протекторное
действие в условиях абиотического стресса может
быть обусловлена его способностью связывать
свободные ионы железа в составе нитрозильных
комплексов, что, возможно, приводит к ингиби-

рованию реакций свободнорадикального окисле-
ния, катализируемых редокс-активными ионами
железа [10]. Следовательно, NO может действо-
вать как антиоксидант, хотя возможен и синер-
гизм в действии NO и H2O2 [11]. Оксид азота так-
же может запускать экспрессию антиоксидант-
ных генов или активировать антиоксидантные
ферменты, например, путем посттрансляцион-
ных модификаций [12]. Он стимулирует рост при-
даточных корней и регулирует синтез абсцизовой
кислоты [7]. Однако, в ряде случаев быстрое на-
копление NO в ответ на стрессовые воздействия
вызывает ингибирование антиоксидантных фер-
ментов и последующее повышение уровня пере-
киси водорода [12]. Кроме того, реакция между
генерируемыми митохондриями O2

• и NO влечет

за собой образование пероксинитрита (ONOO–),
окисляющего липидный компонент мембран,
ДНК и тиоловые группы белков. Это приводит к
нарушению ферментативной активности [13].
Адаптогенное или стрессовое действие NO, веро-
ятно, определяется его концентрацией, возрас-
том растения, и видом стресса (дефицит воды, со-
левой, температурный стресс или действие тяже-
лых металлов и т.д.).

Отметим, что для молекулы NO кластеры же-
лезо-серных белков [Fe–S] являются наиболее
предпочтительными мишенями в клетке. При
этом митохондрии растений могут быть как ис-
точниками, так и мишенью для оксида азота [14].
Почти все комплексы электрон-транспортной
цепи митохондрий являются мишенью для NO
или участвуют в его метаболизме. Показано, что
комплекс IV является основным сайтом генера-
ции NO и способствует поддержанию уровня ATP
в условиях дефицита кислорода. В условиях нор-
моксии восстановление нитрита до NO в клетках
растений нарушается при действии ингибиторов
альтернативной оксидазы или ингибиторов ком-
плексов III и IV электрон-транспортной цепи ми-
тохондрий, что указывает на участие в синтезе
NO альтернативной оксидазы, а также III и IV
комплексов дыхательной цепи митохондрий
[15, 16].

Поскольку реализация антистрессовых про-
грамм требует больших энергетических трат [17],
а митохондрии играют одну из ключевых ролей в
ответе организма на действие стрессовых факто-
ров, в том числе и на дефицит воды, особый инте-
рес представляет изучение влияния доноров ок-
сида азота на биоэнергетические характеристики
митохондрий, определяющие устойчивость рас-
тений к водному дефициту. В своей работе в каче-
стве донора оксида азота мы использовали
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натрий μ2-дитиосульфат-тетранитозилдиферрат
тетрагидрат (кристаллический ТНКЖ-тио, или
железо-тиосульфатный комплекс). Преимуще-
ство этого донора NO перед другими донорами
оксида азота связано с тем, что при растворении в
воде он выделяет монооксид азота при физиоло-
гических значениях рН без какой-либо (термиче-
ской, окислительно-восстановительной или фо-
то) активации, а при его разложении не образуют-
ся токсические вещества, что обеспечивает
экологическую безопасность [18]. Ранее мы пока-
зали [19], что обработка семян гороха ТНКЖ-тио
повышала устойчивость проростков гороха к де-
фициту воды. Интересно было исследовать меха-
низмы защитного действия этого препарата и
прежде всего изучить связь функционального со-
стояния митохондрий с протекторным эффектом
препарата. В связи с этим целью нашей работы
было изучение влияния различных концентраций
ТНКЖ-тио на биоэнергетические характеристи-
ки митохондрий этиолированных проростков го-
роха в опытах in vitro, а также исследовать влия-
ние обработки семян гороха раствором препарата
в той концентрации, которая оказалась наиболее
эффективной в опытах с выделенными митохон-
дриями, на функциональное состояние этих ор-
ганелл.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Работу проводили на митохондриях этиолиро-
ванных проростков гороха (Pisum sativum L.), сорт
Немчиновский 100. 

Натрий-μ2-дитиосульфатотетранитозилдифер-
рат тетрагидрат. Кристаллический водораствори-
мый донор оксида азота натрий-μ2-дитиосульфа-
тотетранитозилдиферрат тетрагидрат
([Na2[Fe2(S2O3)2(NO)4]2·4H2O) был синтезиро-
ван в Институте проблем химической физики
РАН (Черноголовка, Московская обл.). Генера-
ция NO и образование мононитрозильного ин-
термедиата и частицы [Fe(S2O3)] из ТНКЖ-тио
начинается только через 40 мин после растворе-
ния комплекса [20].

Проращивание семян гороха. Семена гороха
(Pisum sativum L.) сорта Немчиновский 100 про-
мывали мыльной водой и 0.01% KMnO4. Затем
контрольные семена замачивали в воде, опытные
семена – в 10–8 М ТНКЖ-тио в течение 1 ч. Затем
семена переносили на влажную фильтровальную
бумагу, где они находились в темноте в течение
трех суток. После этого половину проростков
контрольной группы (дефицит воды) и пророст-
ков, обработанных ТНКЖ-тио (дефицит воды +

+ ТНКЖ-тио), переносили на сухую фильтро-
вальную бумагу. Через сутки проростки перено-
сили на влажную фильтровальную бумагу, где
они находились в течение последующих трех су-
ток. Вторая половина проростков контрольной
группы оставалась на влажной фильтровальной
бумаге в течение семи суток. На седьмые сутки
выделяли митохондрии из эпикотилей пророст-
ков гороха.

Выделение митохондрий из семисуточных эпи-
котилей проростков гороха. Выделение митохон-
дрий проводили методом дифференциального
центрифугирования [21]. Эпикотили гороха дли-
ной 3–6 см (25 г) гомогенизировали со 100 мл сре-
ды выделения, содержащей: 0.4 М сахарозы, 5 мМ
EDTA, 20 мМ КН2РО4 (рН 8.0), 10 мМ KCl, 2 мМ
дитиоэритрита и 0.1% бычьего сывороточного
альбумина (БСА), свободного от жирных кислот.
Гомогенат центрифугировали при 25000 g в тече-
ние 5 мин. Второе центрифугирование – в тече-
ние 3 мин при 3000 g. Осаждение митохондрий
проводили в течение 10 мин при 11000 g. Осадок
ресуспендировали в 2–3 мл среды, содержащей
0.4 М сахарозы, 20 мМ КН2РО4 (рН 7.4), 0.1%
БСА, и вновь осаждали митохондрии при 11000 g
в течение 10 мин.

Скорости дыхания митохондрий этиолирова-
ных проростков гороха регистрировали с помо-
щью электрода Кларка, используя полярограф
LP-7 (Чехия). Среда инкубации митохондрий со-
держала 0.4 М сахарозы, 20 мМ HEPES–Tris
(рН 7.2), 5 мм КН2РО4, 4 мм MgCl2 и 0.1% БСА
(26°С). Скорость дыхания выражали в нг·атом
O2/(мг белка в минуту). 

Метиловые эфиры жирных кислот. Метиловые
эфиры жирных кислот (МЭЖК) были получены
путем кислотного метанолиза липидов мембран
митохондрий [22, 23]. МЭЖК экстрагировали
гексаном, полученные растворы анализировали.

Определение количественного состава метило-
вых эфиров жирных кислот. Определение состава
МЭЖК проводили на хроматографе Кристалл
2000М (Россия) с пламенно-ионизационным де-
тектором и кварцевой капиллярной колонкой
DB-1 (60 м × 0.32 мм, слой 0.25 мкм; J&W Scientif-
ic, США). Анализ МЭЖК выполняли при про-
граммировании температуры от 120 до 270°С со
скоростью 4°С/мин. Температура инжектора и
детектора − 270°С; скорость газа-носителя гелия
составляла 2.0 мл/мин, деление потока на входе в
колонку – 1:40. Идентификацию МЭЖК осу-
ществляли по величинам индексов удерживания
[24]. Содержание МЭЖК в образцах рассчитыва-
ли как площади пика соответствующей кислоты к
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сумме площадей пиков, соответствующих най-
денным МЭЖК. Стандартное отклонение сред-
них значений площадей пиков, полученных в
трех измерениях, не превышало 5% (относитель-
ное значение). Математическую обработку ре-
зультатов проводили с использованием пакетов
программ Microsoft Excel и Sigma Plot 10. 

Идентификация метиловых эфиров жирных кис-
лот. Идентификацию МЭЖК в образцах осу-
ществляли также на основе масс-спектров, полу-
ченных после разделения МЭЖК в условиях,
аналогичных газохроматографическому анализу,
на приборе HewlettPackard-6890 (США). Масс-
спектры получали в режиме электронного удара
при ионизирующем напряжении 70 эВ и скоро-
сти сканирования 1 с на декаду масс в области
40–400 Да. 

Структурные характеристики мембран митохон-
дрий исследовали методом электронного пара-
магнитного резонанса спиновых зондов. В
качестве зонда использовали стабильные нитрок-
сильные радикалы 2,2,6,6-тетраметил-4-капри-
лоилоксилпиперидин-1-оксил (рис. 1, зонд I) и
5,6-бензо-2,2,6,6-тетраметил-1,2,3,4-тетрагидро-
γ-карболин-3-оксил (рис. 1, зонд II), которые
различаются по своей локализации в белково-ли-
пидных мембранах.   

Согласно работе [25] зонд I преимущественно
локализуется в свободном липидном бислое мем-
бран на расстоянии 2-4 Å от поверхности, а зонд
II локализуется в зоне липидов, связанных с бел-
ковыми доменами (аннулярными липидами).

Из полученных спектров ЭПР рассчитывали
время корреляции вращательной подвижности
(τс), характеризующее микровязкость компонен-

тов мембраны, по формуле τс = 6.65·10–10·
·ΔH+·((I+/I–)0.5 – 1), приведенной в работе [26].
Регистрацию спектров ЭПР проводили при тем-
пературе 297 К (24°C) на радиоспектрометре ER
200D-SRC (Brucker, Германия).

Статистическую обработку экспериментальных
данных проводили определением средних ариф-
метических и их стандартных ошибок. Достовер-
ность различий между вариантами оценивали со
значимостью P ≤ 0.05. Обработку результатов
проводили с использованием пакетов программ
Microsoft Excel и Sigma Plot 10. 

Реактивы. В работе использовали реактивы сле-
дующих фирм: сахароза, Трис, ЭДТА, карбонил-
цианид-п-трифлуорометоксифенилгидразон, ма-
лат, глутамат, сукцинат – Sigma-Aldrich, США;
БСА, свободный от жирных кислот – Sigma, США;
HEPES – МР Biomedicals, Германия; карбонат ка-
лия, метанол, хлороформ – Merck, Германия; гек-
сан – Panreac, Испания; ацетилхлорид – Acros,
Бельгия. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Для изучения протекторных свойств ТНКЖ-

тио исследовали влияние инкубации изолиро-
ванных митохондрий этиолированных пророст-
ков гороха с различными концентрациями препа-
рата на жирнокислотный состав общей липидной
фракции мембран этих органелл. Обработка ми-
тохондрий 10–4 М препарата в течение часа при-
водила к некоторому увеличению содержания не-
насыщенных жирных кислот в мембранах мито-
хондрий. При этом повышалось содержание ЖК,
входящих в состав кардиолипина – линолевой и
линоленовой на 4 и 40% соответственно, а содер-
жание 20:2ω6 возрастало на 63%. Содержание
арахиновой, эйкозотриеновой и 13- и 11-эйкозе-
новых кислот резко сокращалось (табл. 1), что от-
ражалось на физико-химических свойствах ли-
пидной фракции мембран. Наблюдалось резкое
уменьшение микровязкости свободного липид-
ного бислоя, измеренной с помощью зонда I, до
значений, при которых мембраны находятся в
жидком, но не жидкокристаллическом состоянии
(рис. 2а). Значительное разжижение мембран ха-

Рис. 1. Структурные формулы зондов.
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рактерно, например, при развитии патологии у
животных [27]. Резкое уменьшение микровязко-
сти липидного бислоя, вероятно, могло привести
к нарушению структуры мембран, что в свою оче-
редь могло повлечь за собой дисфункцию мито-
хондрий.  В то же время микровязкость прибел-

ковых областей мембран митохондрий возрастала
на 10% относительно контроля (рис. 2б). В этом
случае, вероятно, структура мембран изменялась
так, чтобы сохранить функционирование мем-
бранных белков за счет деструкции липидной
фазы.

Таблица 1. Влияние различных концентраций ТНКЖ-тио на жирнокислотный состав общей липидной фракции
мембран митохондрий проростков гороха (отн.%) 

ЖК Контроль ТНКЖ-тио, 10–4 М ТНКЖ-тио, 10–6 М

14:0 0.67 ± 0,30 0.96 ± 0,20 0.91 ± 0,22

16:1ω7 0.90 ± 0,12 1.31 ± 0,09 1.13 ± 0,11

16:0 16,16 ± 0,5 22,00 ± 1,00 15.82 ± 0,80

17:0 2.14 ± 0,07 3.00 ± 0,10 1.37 ± 0,08

18:2 ω6 50.00 ± 0.21 52.00 ± 0.38 43.2 ± 0.51

18:3 ω3 5.06 ± 0.02 7.07 ± 0.02 4.52 ± 0.02

18:1 ω9 2.25 ± 0.11 2.25 ± 0.09 2.47 ± 0.08

18:1 ω7 0.60 ± 0.02 0.6 ± 0.01 1.2 ± 0.01

18:0 3.00 ± 0.21 4.5 ± 0.18 7.4 ± 0.25

20:3 ω6 2.76 ± 0.11 0.42 ± 0.14 4.00 ± 0.18

20:2 ω6 4.90 ± 0.23 8.00 ± 0.34 4.26 ± 0.21

20:1 ω9 6.72 ± 0.61 0.59 ± 0.32 8.40 ± 0.43

20:1 ω7 3.84 ± 0.18 0.10 ± 0.01 2.82 ± 0.12

20:0 1.00 ± 0.01 0.20 ± 0.01 2.50 ± 0.03

Рис. 2. Относительное изменение времени корреляции вращательной диффузии липидного (а) и белкового (б) зондов при
обработке проростков ТНКЖ-тио. Контрольные значения τс : для липидного зонда – 0.7∙10–10 c, для белкового зонда –
1.25∙10–10 c.
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Изменение физико-химических свойств ли-
пидного компонента мембран отразилось на ак-
тивности ферментов дыхательной цепи митохон-
дрий. Исследовали в основном влияние препара-
та на скорости окисления НАД-зависимых
субстратов. Такой выбор был обусловлен тем, что
внешние воздействия более сильно влияют на ак-
тивность комплекса I дыхательной цепи, чем
на комплекс II [28–30]. Действительно, введение
10–4 М ТНКЖ-тио в среду инкубации митохон-
дрий, содержащей НАД-зависимые субстраты
окисления, приводило к разобщению окисления
и фосфорилирования. При этом величина дыха-
тельного контроля по Чансу снижалась с 3.00 ±
± 0.02 до 1.40 ± 0.01, а соотношение АДФ/О
уменьшалось с 2.20 ± 0.02 до 1.15 ± 0.01 (табл. 2).

Иная картина наблюдалась при использова-
нии препарата в концентрации 10–6 М. В данном
случае происходило снижение содержания нена-
сыщенных С18-жирных кислот – линолевой и ли-
ноленовой, входящих в состав кардиолипина. Их
содержание в липидах мембран митохондрий со-
кратилось на 15.6 и 11.0% соответственно. При
этом содержание ненасыщенных С20-ЖК даже
несколько возрастало. Так, содержание эйкоза-
триеновой кислоты возрастало на 45%, а эйкозе-
новой кислоты – на 25% (табл. 1). Изменения в
жирнокислотном составе липидов мембран ми-
тохондрий отразились и на биоэнергетических
характеристиках. В концентрациях 10–5 и 10–6М
ТНКЖ-тио проявлял небольшой разобщающий
эффект, выражающийся в 16%-м и 30%-м увели-
чении скоростей окисления субстратов (V2)

(табл. 2). При этом в концентрации 10–6 М препа-
рат значительно снижал скорости окисления

НАД-зависимых субстратов как в фосфорилиру-
ющем состоянии, так и в присутствии разобщите-
ля (табл. 2). Вероятно, это обусловлено снижени-
ем содержания в липидном компоненте мембран
линолевой и линоленовой кислот, входящих в со-
став кардиолипина, обеспечивающего эффектив-
ную работу дыхательной цепи митохондрий [30].
Однако эффективность окислительного фосфо-
рилирования менялась незначительно: дыхатель-
ный контроль по Чансу уменьшался с 3.00 ± 0.02
до 2.50 ± 0.03. Отметим, что введение в среду ин-
кубации митохондрий 10–8 М препарата приво-
дило к повышению эффективности окислитель-
ного фосфорилирования при окислении НАД-за-
висимых субстратов. Это увеличение было
обусловлено некоторым снижением скоростей
транспорта электронов в состоянии покоя (после
исчерпания АДФ). ТНКЖ-тио также увеличивал
скорости окисления сукцината в присутствии
АДФ, в результате чего в полтора раза возрастала
величина дыхательного контроля по Чансу, а
АДФ/О увеличивалось с 1.40 ± 0.02 до 1.71 ± 0.04.

Данные изменения биоэнергетических харак-
теристик митохондрий, вероятно, были обуслов-
лены изменениями физико-химических свойств
липидного компонента мембран. Инкубация ми-
тохондрий с 10–8 М препарата вызывала 15% сни-
жение микровязкости, измеренной зондом I
(свободный липидный бислой) по сравнению с
контролем (рис. 2а). В то же время микровяз-
кость, измеренная зондом II (зона липидов, свя-
занная с белковыми доменами), возрастала на
20% (рис. 2б). Специфические изменения микро-
вязкости, наблюдаемые в области аннулярных
липидов мембран, по-видимому свидетельствуют
об изменении белок-липидного взаимодействия,

Таблица 2. Влияние различных концентраций ТНКЖ-тио на скорости окисления НАД-зависимых субстратов
митохондриями проростков гороха 

Группа V2 Концентрация 
ТНКЖ-тио, М

ТНКЖ-тио АДФ V4 ДК ДНФ

Контроль 31.4 ± 2.4 – – 74.30 ± 5.8 31.4 ± 1.5 3.00 ± 0.02 95.4 ± 4.7

Контроль 28.7 ± 2.0 10–4 53.5 ± 4.0 27.1 ± 3.2 19.4 ± 1.7 1.40 ± 0.01 47.7 ± 3.0

Контроль 21.2 ± 2.1 10–5 27.7 ± 1.8 34.8 ± 3.0 19.6 ± 1.4 1.77 ± 0.02 30.3 ± 2.4

Контроль 24.7 ± 2.2 10–6 28.7 ± 1.4 23.0 ± 1.5 9.2 ± 1.0 2.5 ± 0.03 20.1 ± 2.4

Контроль 21.7 ± 2.8 10–8 20.0 ± 2.2 54.4 ± 3.7 12.6 ± 2.0 4.3 ± 0.03 57.5 ± 4.9

Примечание. Среда инкубации: 0.4 М сахарозы, 20 мМ HEPES-Tris-буфер (рН 7.2), 5 мМ КН2РО4, 4 мМ MgCl2, 0.1% БСА,
10 мМ малата, 10 мМ глутамата. Дополнительные добавки: 200 мкМ АДФ, 10–6 М карбонилцианид-п-
трифлуорометоксифенилгидразона. Скорости окисления (представлены в нг·атом О2/мг белка·мин): V2 – скорость
окисления субстратов, V4 – скорость окисления в состоянии покоя (скорость окисления субстрата при исчерпании АДФ).
Число повторов – 6.
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что, вероятно, сказалось на активности фермен-
тов, ассоциированных с мембранами, а, следова-
тельно, на активности дыхательных ферментов
митохондрий. Отметим, что разнонаправленные
изменения микровязкости разных фаз мембран
характерны при нормальном функционировании
органелл клеток [27].

Учитывая влияние данной концентрации препа-
рата на структурные характеристики мембран ми-
тохондрий и биоэнергетику этих органелл, 10–8 М
ТНКЖ-тио мы использовали для изучения его ан-
тистрессовых свойств на модели дефицита воды.
Дефицит воды приводил к снижению содержания
основных ЖК, входящих в состав кардиолипина:
линолевой кислоты на 14,5% и линоленовой кисло-
ты – на 19% (рис. 3). При этом наблюдалось повы-

шение содержания насыщенных ЖК (С14:0, С17:0,
С18:0, С20:0). В результате отношение ∑С ненасы-
щенных ЖК / ∑С насыщенных ЖК снизилось с
2.79 ± 0.02 до 2.15 ± 0.01, что, вероятно, увеличивало
ригидность мембран митохондрий. Изменения в
жирнокислотном составе мембран этих органелл
сопровождались снижением максимальных скоро-
стей окисления НАД-зависимых субстратов на
39%, а также 12%-м снижением эффективности
окислительного фосфорилирования (табл. 3). Об-
работка семян гороха 10–8 М препарата предотвра-
щала изменения состава ЖК мембран митохондрий
в условиях стресса и обусловленные этим измене-
ния биоэнергетических характеристик митохон-
дрий. При этом эффективность окислительного
фосфорилирования возрастала на 20%.

Рис 3. Влияние дефицита воды и ТНКЖ-тио на относительное содержание С18 жирных кислот в мембранах митохондрий
проростков гороха. Ось абсцисс: 1 – 18:2 ω6, 2 – 18:3 ω3, 3 – 18:1 ω9, 4 – 18:1 ω7, 5 – 18:0; ось ординат – относительное
содержание (в %) С18 жирных кислот в мембранах митохондрий проростков гороха. 

Таблица 3. Влияние дефицита воды и ТНКЖ-тио на скорости окисления НАД-зависимых субстратов
митохондриями проростков гороха 

Группа V2 V3 V4 V3/V4 ДНФ

Контр 25.22 ± 2.21 80.53 ± 3.10 35.32 ± 1.71 2.28 ± 0.01 72.85 ± 1.95

Дефицит воды 37.35 ± 1.15 49.00 ± 2.40 27.50 ± 1.23 1.78 ± 0.01 44.00 ± 1.12

Дефицит воды + 10–8 М 
ТНКЖ-тио

41.66 ± 2.00 76.68 ± 2.91 28.01 ± 1.54 2.74 ± 0.02 68.65 ± 2.01

Примечание. Среда инкубации: 0.4 М сахарозы, 20 мМ HEPES-Tris буфер (рН 7.2), 5 мМ КН2РО4, 4 мМ MgCl2, 0.1% БСА,
10 мМ малата, 10 мМ глутамата. Дополнительные добавки: 200 мкМ АДФ, 10–6 М карбонилцианид-п-
трифлуорометоксифенилгидразона. Скорости окисления (представлены в нг·атом О2/мг белка·мин): V2 – скорость
окисления субстратов, V3 – скорость окисления субстратов в присутствии АДФ; V4 – скорость окисления в состоянии покоя
(скорость окисления субстрата при исчерпании АДФ). Число повторов – 8.
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ВЫВОДЫ
Исходя из полученных данных можно прийти

к заключению, что ТНКЖ-тио влиял на структур-
ные характеристики мембран митохондрий про-
ростков гороха. Это влияние имело дозовую зави-
симость: в концентрации 10–4 М препарат вызы-
вал нарушение структурных характеристик
мембран, что влекло за собой дисфункцию мито-
хондрий. Существенное влияние на биоэнергети-
ческие характеристики митохондрий оказывал
ТНКЖ-тио в концентрации 10–8 М. В этой кон-
центрации препарат увеличивал эффективность
окислительного фосфорилирования за счет неко-
торого снижения скоростей транспорта электро-
нов в состоянии покоя (после исчерпания АДФ).

Использование препарата в качестве адаптоге-
на к стрессовым воздействиям, в частности к де-
фициту воды, показало, что 10–8 М ТНКЖ-тио
обеспечивал эффективное функционирование
дыхательной цепи митохондрий за счет сохране-
ния/увеличения пула основных ЖК, входящих в
состав кардиолипина – линолевой и линолено-
вой кислот, а также ненасыщенных ЖК, способ-
ствующих поддержанию текучести мембран. Та-
ким образом антистрессовые свойства препарата
в основном обусловлены его антиоксидантной
активностью.
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 Sodium μ2-Dithiosulfate-Tetranitrosyl Diferrate Tetrahydrate Increases the Efficiency 
of the Respiratory Chain Activity in Mitochondria of Pea Seedlings 

 I.V. Zhigacheva*, N.I. Krikunova*, I.P. Generozova**, P.A. Butsanets**, N.Yu. Gerasimov*,
O.V. Nevrova*, S.V. Vasiliev**, and A.N. Goloshchapov*

*Emanuel Institute of Biochemical Physics, Russian Academy of Sciences, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia 

**Timiryazev Institute of Plant Physiology, Russian Academy of Sciences, Botanicheskaya ul. 35, Moscow, 127276 Russia

The present study was designed to investigate the antistress properties of the nitric oxide donor of the ferric-
thiosulfate complex of sodium μ2-dithiosulfate-tetranitosyl diferrate tetrahydrate Na2[Fe2(S2O3)2(NO)4]2·
·4H2O (TNIC-thio), where the effects of different concentrations of the donor on the functional state of mi-
tochondria isolated from pea seedlings were studied. Incubation of mitochondria with 10–4 M of the drug led
to a sharp decrease in microviscosity of a freestanding lipid bilayer. This is attributable to a rise in the content
of unsaturated fatty acids in the lipid fraction of mitochondrial membranes. At the same time, the drug un-
coupled the processes of oxidation and phosphorylation. Treatment of mitochondria with 10–8 M TNIC-thio
brought about an increase (by 25–45%) in the content of unsaturated C20 fatty acids, that could cause a 15%
drop in microviscosity of the freestanding lipid bilayer. However, microviscosity in the annular lipid region of
the membranes increased by 20%, thus, indicating that the activity of mitochondrial respiratory chain en-
zymes altered. Indeed, the drug affected the oxidation rates of NAD-dependent substrates and succinate and
increased the efficiency of oxidative phosphorylation. This concentration of the drug was chosen to study the
ability of TNIC-thio to improve the resistance of pea seedlings during water deficit. TNIC-thio prevented
changes in the fatty acids composition of mitochondrial membranes in the conditions of water deficit and
stress-induced changes in the bioenergetic characteristics of mitochondria. The findings of the study suggest
that the protective properties of the drug are developed at the membrane level due to the preservation/in-
crease of the pool of unsaturated fatty acids contributing to the maintenance of membrane fluidity.

Keywords: mitochondria, nitric oxide, microviscosity, freestanding lipid bilayer, annular lipids, fatty acids
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МАТЕ (Ilex paraguariensis) НА ПРОЦЕСС ЛИПИДНОЙ ПЕРОКСИДАЦИИ 
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Исследовано влияние водного извлечения из йерба мате (Ilex paraguariensis) на процесс пероксидно-
го окисления фосфолипидов липосомальных мембран, индуцированный ионами Fe2+. За процес-
сом липидной пероксидации липосом наблюдали, регистрируя кинетику хемилюминесценции, ак-
тивированной кумарином С-525. С повышением концентрации водного извлечения из мате в сус-
пензии липосом происходило дозозависимое увеличение времени достижения максимума
«медленной» вспышки хемилюминесценции и понижение ее интенсивности. Это свидетельствует
соответственно об уменьшении скорости окисления ионов Fe2+ и снижении скорости образования
липидных радикалов. Аналогичный результат был получен при добавлении к липосомам классиче-
ских радикальных ингибиторов – бутилгидрокситолуола и тролокса. Однако в отличие от радикаль-
ных ингибиторов при дальнейшем увеличении концентрации водного извлечения в суспензии ли-
посом (более 2.5 мкг сухого растительного сырья/мл) имело место постепенное уменьшение време-
ни достижения максимума «медленной» вспышки хемилюминесценции, что характерно для
действия железохелатирующих веществ (ЭДТА и дефероксамина) и обусловлено сокращением вре-
мени окисления ионов Fe2+ до критической концентрации. Можно предположить, что биологиче-
ски активные вещества, входящие в состав водного извлечения из мате, проявляют как радикалпе-
рехватывающую, так и железосвязывающую активность. Было изучено влияние на Fe2+-индуциро-
ванное свечение липосом некоторых соединений полифенольной природы из состава водных
экстрактов мате – кверцетина, рутина, кофеиновой и хлорогеновой кислот. Установлено, что в ли-
посомальной модельной системе кверцетин действовал как радикальный ингибитор. Смешанный
тип действия – радикалперехватывающий и железохелатирующий – наблюдали у рутина, кофеино-
вой и хлорогеновой кислот. Таким образом, торможение Fe2+-индуцированного пероксидного
окисления липидов биологических мембран может быть одним из механизмов антиоксидантных
эффектов йерба мате, наблюдаемых in vivo. 

Ключевые слова: йерба мате, Ilex paraguariensis, липосомы, пероксидное окисление липидов, ионы железа,
полифенольные соединения, антиоксиданты, хемилюминесценция.
DOI: 10.31857/S0006302922040068,  EDN: ITAUBA

Водные извлечения из йерба мате (Ilex para-
guariensis) обладают антиоксидантными свой-
ствами, которые обусловлены содержанием в них
биологически активных веществ (БАВ) полифе-
нольной природы, в частности, кверцетина, ру-
тина, кофеиновой и хлорогеновой кислот, а так-
же их производных [1, 2]. Во многих исследовани-
ях, в том числе и в наших работах, установлена
антирадикальная активность водных извлечений

из мате (водных экстрактов мате) по отношению
к ряду известных свободных радикалов [3–6].  

Важный механизм антиоксидантного дей-
ствия водных извлечений из мате заключается в
торможении реакций свободнорадикального пе-
роксидного окисления липидов (ПОЛ) [4, 7].
Большой интерес представляет изучение влияния
мате на процесс ПОЛ, индуцированный ионами
металлов переменной валентности, например
ионами железа. Известно, что ионы Fe2+/Fe3+

участвуют в продукции активных форм кислоро-
да – O2

–•,  Н2О2 и ОН• и других [8, 9]. В физиоло-
гических условиях активные формы кислорода

Сокращения: БАВ – биологически активные вещества,
ПОЛ – пероксидное окисление липидов, BHT –
бутилгидрокситолуол (2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенол).

УДК 577.322.9; 577.359 
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выполняют сигнальную функцию в клетках, ока-
зывая регулирующее воздействие на работу раз-
личных систем организма человека [8, 10, 11]. На-
рушение гомеостаза железа в организме приводит
к увеличению уровня каталитически активных
ионов Fe2+ и, как следствие, к усилению продук-
ции радикальных интермедиатов кислорода и ак-
тивации оксидативного стресса, играющего важ-
ную роль в патогенезе ряда заболеваний [8, 12]. В
этой связи изучение способности водных извле-
чений из мате ингибировать процесс липидной
пероксидации, индуцированный ионами Fe2+,
может иметь большое значение для понимания
возможных механизмов антиоксидантных эф-
фектов мате in vivo.  

Одним из методов, позволяющих исследовать
как антирадикальные, так и Fe2+-хелатирующие
свойства БАВ, является метод хемилюминесцен-
ции, сопровождающей процесс Fe2+-индуциро-
ванного ПОЛ модельных мембран (липосом).
Установлено, что вещества, перехватывающие
липидные радикалы (радикальные ингибиторы),
увеличивают время достижения максимальной
интенсивности свечения липосом и понижают
интенсивность этого свечения, в то время как ве-
щества, хелатирующие ионы Fe2+, при концен-
трации этих ионов выше критической величины
вызывают уменьшение первого показателя и в
меньшей степени влияют на второй [13, 14]. 

Цель исследования – изучить механизм инги-
бирующего действия водного извлечения из мате
на процесс липидной пероксидации липосомаль-
ных мембран с использованием метода Fe2+-ин-
дуцированной хемилюминесценции. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В работе применяли кверцетин, кофеиновую

кислоту, хлорогеновую кислоту, динатриевую соль
ЭДТА, тролокс (6-гидрокси-2,5,7,8-тетраметилхро-
ман-2-карбоновая кислота), дефероксамин, бутил-
гидрокситолуол (2,6-ди-трет-бутил-4-метилфенол,
BHT), 2,3,5,6-lH,4H-тетрагидро-9-(2'-бензоксазо-
лил)-хинолизин-(9,9a,l-gh)кумарин (C-525), диме-
тилсульфоксид, неорганические соли (все – произ-
водства Sigma-Aldrich, США), рутин (Acros Organ-
ics, США), яичные фосфолипиды (60% L-α-
фосфатидилхолина, Fluka, Швейцария).

В качестве объекта исследования использова-
ли мате торговой марки Amanda категории Desp-
lada (La Cachuera S.A., Аргентина). Водное извле-
чение из мате получали, как было описано ранее
[5]. К навеске сухого растительного сырья добав-
ляли бидистиллированную воду (из расчета 1 мл
на 1 мг сырья), образец перемешивали и инкуби-
ровали в течение 30 мин на кипящей водяной ба-
не. Затем образец выдерживали при комнатной

температуре в течение 10 мин, охлаждали в холод-
ной воде, восстанавливали общий объем биди-
стиллированной водой и фильтровали через бу-
мажный фильтр. Приготовленное водное извле-
чение из мате хранили при 4°С в течение
эксперимента (5−6 ч). 

Однослойные липосомы из яичных фосфоли-
пидов готовили по методу, описанному в работе
[15]. Для этого в 13.5 мл 50 мМ трис-HCl-буфера,
содержащего 100 мМ KCl, pH 7.4, быстро впрыс-
кивали 0.5 мл раствора яичных фосфолипидов в
этаноле (56 мг/мл) при интенсивном перемеши-
вании. Полученную суспензию липосом инкуби-
ровали при слабом равномерном перемешивании
в течение 40 мин при комнатной температуре и
хранили при 4°С в течение эксперимента. Значе-
ния оптической плотности (мутности) суспензии
липосом при 600 нм находились в интервале
0.04−0.06. 

Процесс ПОЛ липосом инициировали ионами
Fe2+. За протеканием процесса пероксидации
фосфолипидов липосом наблюдали, регистрируя
кинетику хемилюминесценции. Измерение хе-
милюминесценции липосом проводили на хеми-
люминометре Lum-5773 (ООО «ДиСофт», Рос-
сия) с программным обеспечением PowerGraph
3.3 Professional (www.powergraph.ru). Реакцион-
ная среда имела следующий состав: липосомы
(0.4 мг фосфолипидов на 1 мл), 1.25 мкМ С-525 в
качестве активатора хемилюминесценции [14] в
50 мМ трис-HCl-буфере, содержащем 100 мМ
KCl, pH 7.4. Концентрация этанола составляла не
более 0.7% по объему. Исследуемые пробы пред-
варительно инкубировали в измерительной ячей-
ке хемилюминометра при постоянном переме-
шивании в темноте в течение 5 мин для достиже-
ния температуры 37°С. Затем индуцировали
хемилюминесценцию липосом добавлением
сульфата железа в конечной концентрации
15 мкМ. Раствор сульфата железа готовили перед
проведением исследования с использованием
0.01 н HCl и хранили при 4°С в течение экспери-
мента. 

При изучении влияния водных извлечений из
мате, биологически активных веществ мате, ра-
дикальных ингибиторов (BHT, тролокс) и хелати-
рующих веществ (ЭДТА, дефероксамин) на Fe2+-
индуцированную хемилюминесценцию липосом
их добавляли в реакционную среду после внесе-
ния суспензии модельных мембран. При после-
довательном внесении в пробы необходимых до-
бавок (суспензии липосом, водных извлечений из
мате, БАВ, радикальных ингибиторов, хелаторов,
С-525, сульфата железа) осуществляли переме-
шивание с использованием вортекса Reax top
(Heidolph, Германия). Кинетику Fe2+-индуциро-
ванной хемилюминесценции липосом измеряли
без перемешивания. 
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Исходные растворы BHT, кверцетина, кофеи-
новой и хлорогеновой кислот готовили в этаноле
в концентрации 10 мМ. Рабочие растворы кофеи-
новой и хлорогеновой кислот (1 мМ) получали
разведением исходных растворов 50 мМ трис-
HCl-буфером, содержащим 100 мМ KCl, pH 7.4.
При постановке контролей на этанол кинетика
хемилюминесценции липосом не изменялась.
Растворы тролокса (1 мМ) и рутина (0.1 мМ) гото-
вили с использованием буферного раствора. 

Результаты исследований были обработаны
стандартными методами вариационной статисти-
ки и представлены в форме средней величины и
стандартной ошибки средней (М ± m), рассчи-
танных по данным трех и более отдельных экспе-
риментов. Оценку достоверности различий меж-
ду сравниваемыми показателями проводили с по-
мощью t-критерия Стьюдента. Различия считали
статистически значимыми при p < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

В настоящем исследовании способность вод-
ного извлечения из мате ингибировать процесс
Fe2+-индуцированого ПОЛ липосом изучали, ре-
гистрируя хемилюминесценцию, активирован-
ную кумариновым красителем С-525 [14, 16]. Ти-
пичная кинетика Fe2+-индуцированного свече-
ния липосом имела четко выраженные стадии –
«быструю» вспышку, «медленную» вспышку и ла-
тентный период − время между окончанием
«быстрой» вспышки и началом развития «мед-
ленного» свечения (рис. 1). «Быстрая» вспышка
обусловлена разрушением липидных гидропе-

роксидов, исходно содержащихся в липосомах,
при их взаимодействии с ионами Fe2+, а «медлен-
ная» вспышка − развитием реакций цепного сво-
боднорадикального окисления липосомальных
фосфолипидов. Латентный период − это время, в
течение которого свечение угнетается [16]. На
практике вместо латентного периода часто
определяют время достижения максимальной
интенсивности «медленного» свечения, которое
отсчитывают от момента введения в суспензию
липосом ионов Fe2+ [13]. Для анализа антиокси-
дантных свойств водного извлечения из мате и
БАВ нами были использованы относительные
показатели – T/T0 и I/I0, где T0 и Т – время дости-
жения максимальной интенсивности хемилюми-
несценции без и в присутствии исследуемого объ-
екта, I0 и I – максимальная интенсивность «мед-
ленной» вспышки хемилюминесценции без и в
присутствии исследуемого объекта.

Добавление водного извлечения из мате к сус-
пензии липосом оказывало существенное влия-
ние на кинетику Fe2+-индуцированной хемилю-
минесценции (рис. 2). В частности, изменялись
оба исследуемых показателя свечения липосом
(рис. 3). С повышением концентрации водного
извлечения из мате в липосомальной суспензии
до 2.5 мкг сухого растительного сырья/мл наблю-
далось увеличение Т/Т0. При дальнейшем повы-
шении концентрации водного извлечения этот
показатель постепенно уменьшался до значений
ниже исходных (при концентрации 15 мкг сухого
растительного сырья/мл). Показатель I/I0 сни-
жался дозозависимым образом. 

Рис. 1. Кинетика Fe2+-индуцированной хемилюми-
несценции липосом: I0 – максимальная интенсив-
ность «медленной» вспышки хемилюминесценции;
Т0 – время достижения макcимальной интенсивно-
сти «медленной» вспышки хемилюминесценции.
Стрелкой отмечен момент введения сульфата железа.

Рис. 2. Влияние водного извлечения из мате на кине-
тику Fe2+-индуцированной хемилюминесценции ли-
посом: 1 – контрольная кинетика; 2, 3, 4 – в присут-
ствии 1.25, 2.5 и 12.5 мкг сухого растительного сы-
рья/мл соответственно. Стрелкой отмечен момент
введения сульфата железа.
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Полученный результат показывает, что влия-
ние водного извлечения из мате на Fe2+-инду-
цированное свечение липосом имеет свои
особенности и отличается от описанного ранее
некоторыми авторами влияния радикальных ин-
гибиторов и хелаторов ионов Fe2+ [13, 14]. По-ви-
димому, эти особенности можно объяснить тем,
что БАВ, входящие в состав водного извлечения
из мате, обладают как радикалперехватывающей,
так и железосвязывающей активностью. Относи-
тельно малые количества водного извлечения
оказывают действие, аналогичное радикальным
ингибиторам – увеличивают Т/Т0 и уменьшают
I/I0. При больших концентрациях наряду с анти-
радикальными свойствами начинают проявлять-
ся и железохелатирующие свойства – значение
Т/Т0 уменьшается.

Нами изучено влияние кверцетина, рутина,
кофеиновой и хлорогеновой кислот − полифе-
нольных соединений, выявленных в водных экс-
трактах мате [4, 6, 17, 18], – на кинетику Fe2+-ин-
дуцированной хемилюминесценции липосом в
сравнении с классическими радикальными инги-
биторами (ВНТ, тролоксом) и хелатором ионов
Fe2+ (ЭДТА). Обнаружено, что кинетические
кривые в присутствии кверцетина и рутина были
аналогичны кривым (по изменению Т), получен-
ным для BHT и тролокса, тогда как кинетики хе-
милюминесценции в присутствии кофеиновой и
хлорогеновой кислот в большей мере соответ-
ствовали ЭДТА (рис. 4).

Для выяснения механизма антиоксидантного
действия кверцетина, рутина, кофеиновой и хло-
рогеновой кислот было исследовано изменение

показателей Т/Т0 и I/I0 в зависимости от концен-
трации этих полифенольных соединений. Уста-
новлено, что кверцетин вызывал дозозависимое

Рис. 3. Влияние водного извлечения из мате на показатели Fe2+-индуцированной хемилюминесценции липосом:
(а) – Т/Т0, (б) – I/I0; * – р < 0.05 по отношению к исходному значению показателя.

Рис. 4. Влияние биологически активных веществ
мате, радикальных ингибиторов и ЭДТА на Fe2+-
индуцированную хемилюминесценцию липосом: 1 –
контроль; 2 – 0.2 мкМ BHT; 3 – 0.5 мкМ тролокса; 4 –
0.5 мкМ кверцетина; 5 – 3 мкМ рутина; 6 – 4 мкМ
кофеиновой кислоты; 7 – 4 мкМ хлорогеновой
кислоты; 8 – 5 мкМ ЭДТА. Стрелкой отмечен момент
введения сульфата железа.
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увеличение Т/Т0, тогда как кофеиновая и хлоро-
геновая кислоты − уменьшение (рис. 5а). В случае
рутина повышение его концентрации до 2 мкМ
сопровождалось увеличением Т/Т0 до некоторого
определенного уровня, который практически не
изменялся при дальнейшем повышении концен-
трации (до 8 мкМ). Увеличение концентрации
изучаемых веществ в суспензии липосом сопро-
вождалось понижением I/I0 (рис. 5б). При этом
значения концентраций, при которых имело ме-
сто снижение I/I0 на 50% (IС50), возрастали в сле-
дующем ряду: BHT < кверцетин, тролокс < кофе-
иновая, хлорогеновая кислота < рутин. 

Необходимо отметить, что регистрируемое
уменьшение I/I0 при увеличении в данной мо-
дельной системе концентрации водного извлече-
ния из мате, а также биологически активных ве-
ществ мате нельзя объяснить поглощением ими
квантов света, испускаемых С-525, который ис-
пользовался в качестве физического активатора
хемилюминесценции липосом. В пользу данного
утверждения свидетельствует тот факт, что значе-
ния оптической плотности растворов водного из-
влечения из мате и исследуемых БАВ при их дей-
ствующих концентрациях в области длин волн,
соответствующих испусканию флуоресценции
указанного красителя в липосомах (450–580 нм),
были меньше 0.01. 

Влияние ЭДТА на Fe2+-индуцированную хе-
милюминесценцию липосом (рис. 6) обусловле-
но его железохелатирующими свойствами (одна
молекула может связать один ион Fe2+ или Fe3+).
С повышением концентрации ЭДТА в суспензии
липосом наблюдалось дозозависимое уменьше-

ние Т/Т0. При концентрациях ЭДТА более
17 мкМ значения Т/Т0 были равны нулю, по-
скольку свечение липосом не развивалось (все
двухвалентное железо связано хелатором). Что
касается изменения I/I0, то при добавлении
ЭДТА данная зависимость имела более сложный
характер. В интервале концентраций 5–13 мкМ
интенсивность хемилюминесценции липосом
увеличивалась, превышая исходный уровень.
Дальнейшее повышение концентрации ЭДТА
приводило к уменьшению интенсивности хе-
милюминесценции липосом ниже исходного
уровня (15 мкМ) и затем к полному ингибирова-
нию свечения (более 17 мкМ). Близкие зависимо-
сти для Т/Т0 и I/I0 также были получены для дру-
гого хелатирующего агента – дефероксамина. Из-
вестно, что дефероксамин обладает высоким
сродством к ионам Fe3+, которые связывает в эк-
вимолярных концентрациях [19, 20]. Что касается
ионов Fe2+, то при взаимодействии с деферокса-
мином эти ионы окисляются до трехвалентного
состояния с образованием комплекса хелатор-
Fe3+ [21]. Таким образом, добавление к суспен-
зии липосом дефероксамина, как и добавление
ЭДТА, будет приводить к уменьшению концен-
трации активных ионов Fe2+. 

Наблюдаемые изменения показателей Fe2+-
индуцированной хемилюминесценции липосом
(Т/Т0 и I/I0) при добавлении к ним водного из-
влечения из мате или биологически активных
веществ мате можно объяснить, если учесть, что в
данной модельной системе ионы Fe2+ выполня-
ют две противоположные функции. С одной сто-

Рис. 5. Влияние биологически активных веществ мате и радикальных ингибиторов на показатели Fe2+-
индуцированной хемилюминесценции липосом: (а) – Т/Т0, (б) – I/I0. 1 – BHT; 2 – кверцетин; 3 – тролокс; 4 – рутин;
5 – хлорогеновая кислота; 6 – кофеиновая кислота.
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роны, они выступают в качестве инициатора про-
цесса свободнорадикального ПОЛ, катализируя
распад предсуществующих липидных гидропе-
роксидов (LOOH), а также липидных гидропе-
роксидов, образующихся при окислении ненасы-
щенных жирнокислотных остатков фосфолипи-
дов липосом (LH):

Fe2+ + LOOH  →  Fe3+ + LO•   + OH−,

LO• + LH → L•  + LOH,

L• + O2  →  LOO•,

LOO• + LH  →  LOOH + L•,

где L•, LO•, LOO• − соответственно алкильные,
алкоксильные и пероксильные радикалы липи-
дов. С другой стороны, ионы Fe2+ ингибируют
процесс липидной пероксидации, участвуя в ре-
акциях обрыва цепи [22]:

Fe2+ + LOO• (LO•) + H+ →  Fe3+ + LOOH (LOH).

Для возникновения «медленной» вспышки хе-
милюминесценции липосом концентрация
ионов Fe2+ должна уменьшиться до некоторой
критической величины. Окисление ионов Fe2+ до
критической концентрации происходит во время
латентного периода. Как только концентрация
ионов Fe2+ достигнет критической, последние
начинают выступать главным образом в качестве
инициатора процесса ПОЛ, что приводит к раз-
витию «медленной» вспышки хемилюминесцен-
ции [13, 22]. Кванты хемилюминесценции обра-

зуются в реакции диспропорционирования двух
LOO•:

LOO• + LOO•  P∗ → P + h,

где k – константа скорости реакции диспропор-
ционирования LOO•, P* и Р − образующиеся мо-
лекулярные продукты в возбужденном и основ-
ном состояниях соответственно. Интенсивность
хемилюминесценции связана c концентрацией
LOO• следующим образом:

I = K ϕ k [LOO•]2,
где К – константа пропорциональности, ϕ –
квантовый выход хемилюминесценции [14, 16,
23].

При введении в суспензию липосом классиче-
ских радикальных ингибиторов, таких как BHT и
тролокс, количество генерируемых липидных ра-
дикалов уменьшается: 

LOO• (LO) + InH →  LOOH (LOH) + In•,

где InH – радикальный ингибитор, In• − малоак-
тивный радикал ингибитора. В результате ско-
рость окисления ионов Fe2+ до критической кон-
центрации замедляется. Это приводит к увеличе-
нию Т/Т0. Что касается I/I0, то этот показатель,
наоборот, понижается. Добавление хелаторов
(ЭДТА, дефероксамина), удаляющих из среды
часть активных ионов Fe2+, сокращает время
окисления оставшихся свободных ионов Fe2+ до
критической концентрации, что вызывает умень-
шение Т/Т0. Результаты, представленные на

k→

Рис. 6. Влияние хелатирующих агентов на показатели Fe2+-индуцированной хемилюминесценции липосом: (а) –
Т/Т0, (б) – I/I0. 1 – ЭДТА; 2 – дефероксамин.



686

БИОФИЗИКА  том 67  № 4  2022

ТЕСЕЛКИН и др.

рис. 5, позволяют сделать вывод, что в пределах
исследованного диапазона концентраций квер-
цетин действует как радикальный ингибитор.
Другие БАВ либо увеличивали Т/Т0 до некоторой
постоянной величины (рутин), либо уменьшали
этот показатель (кофеиновая и хлорогеновая кис-
лоты). Полученные зависимости указывают на
то, что связывание ионов Fe2+ является одним из
возможных механизмов антиоксидантного дей-
ствия данных веществ. С другой стороны, подоб-
но радикальным ингибиторам, эти вещества до-
зозависимым образом понижали I/I0. Таким об-
разом, в случае рутина, кофеиновой и
хлорогеновой кислот можно говорить о наложе-
нии двух антиоксидантных эффектов. 

В отличие от рутина, кофеиновой и хлорогено-
вой кислот, в присутствии ЭДТА и дефероксами-
на в определенных диапазонах концентраций
значения I/I0, наоборот, повышались (рис. 6).
По-видимому, это обусловлено тем, что концен-
трация свободных ионов Fe2+ в суспензии липо-
сом приближалась к критической величине. Так,
при концентрации ЭДТА, равной 12.5 мкМ, на-
блюдалось слияние «быстрой» и «медленной»
вспышек хемилюминесценции (латентный пери-
од отсутствует) и увеличение интенсивности све-
чения по сравнению с контролем (рис. 7). 

Следует отметить, что при изменении началь-
ной концентрации ионов Fe2+ в суспензии липо-
сом можно наблюдать кинетики хемилюминес-
ценции, схожие с кинетиками, регистрируемыми
при добавлении хелаторов (рис. 8). Например,
при концентрации ионов Fe2+, равной 7.5 мкМ,
«быстрая» и «медленная» вспышки сливаются в

одну вспышку, тогда как при концентрациях 10 и
12,5 мкМ происходит их разделение. При этом
время достижения максимальной интенсивности
свечения меньше по сравнению с контролем
(15 мкМ), а сама интенсивность свечения выше.
Для сравнения: при концентрации ионов Fe2+,
равной 25 мкМ, интенсивность «медленного»
свечения уменьшалась на 25%, тогда как время
достижения максимума хемилюминесценции
увеличивалось (необходимо больше времени для
окисления ионов Fe2+ до критической концен-
трации). Что касается непосредственно значения
критической концентрации ионов Fe2+, то оно
было определено с использованием подхода,
предложенного в работе [13], и составило 9 мкМ
(данные не представлены). 

Влияние водных извлечений из мате на про-
цесс ПОЛ в различных биологических объектах
исследовано рядом авторов. Обнаружено, что по-
следние ингибируют процесс пероксидации ли-
нолевой кислоты [4], ферментативное и нефер-
ментативное ПОЛ микросом печени крысы, ПОЛ
мембран эритроцитов крысы, индуцированное
пероксидом водорода [7]. Наши результаты сви-
детельствуют о том, что водное извлечение из ма-
те ингибирует процесс Fe2+-индуцированного
ПОЛ фосфолипидных липосом. Анализ измене-
ний показателей хемилюминесценции липосом
(I/I0 и Т/Т0) позволяет предположить, что наблю-
даемый эффект обусловлен способностью неко-
торых биологически активных веществ мате (на-
пример кверцетина, рутина, кофеиновой и хло-
рогеновой кислот) перехватывать липидные
радикалы и связывать ионы Fe2+. Антиоксидант-
ное действие этих БАВ на процесс ПОЛ, иниции-

Рис. 7. Влияние ЭДТА на Fe2+-индуцированную
хемилюминесценцию липосом: 1 – в отсутствие
ЭДТА (контроль); 2 – 5 мкМ ЭДТА; 3 – 12.5 мкМ
ЭДТА. Стрелкой отмечен момент введения сульфата
железа.

Рис. 8. Влияние концентрации ионов Fe2+ на
кинетику хемилюминесценции липосом: 1, 2, 3, 4, 5 –
7.5, 10, 12.5, 15 и 25 мкМ Fe2+ соответственно.
Стрелкой отмечен момент введения сульфата железа.
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рованный in vitro ионами Fe2+, было изучено в ря-
де работ. В частности, установлено торможение
Fe2+-индуцированного ПОЛ гомогенатов мозга
крысы кверцетином и рутином [24], а микросом
печени быка – хлорогеновой кислотой [25]. По-
казано ингибирование кофеиновой кислотой ли-
пидной пероксидации гомогенатов печени кры-
сы в присутствии ионов Fe2+ и пероксида водоро-
да (реактив Фентона) [26]. Авторы этих работ
продемонстрировали наличие у кверцетина, ру-
тина и кофеиновой кислоты не только антиради-
кальных свойств, но и способности связывать ио-
ны Fe2+, тогда как у хлорогеновой кислоты была
выявлена способность образовывать комплексы с
ионами Fe3+. 

Можно предположить, что при добавлении
водного извлечения из мате к суспензии липосом
входящие в их состав БАВ перераспределяются
между водной и липидной фазой. БАВ, находя-
щиеся в растворе, связывают ионы Fe2+, вызывая
эффекты, сходные с хелаторами. В то же время
БАВ, встроившиеся в липосомальные мембраны,
перехватывают липидные радикалы, действуя как
цепь-обрывающие антиоксиданты. Из работы
[13] следует, что главную роль в инициировании
ПОЛ липосом играют ионы Fe2+, которые связы-
ваются с поверхностью липидного бислоя. Нель-
зя исключить, что полифенольные соединения
мате, встроившиеся в липидную фазу, способны
оказывать влияние на каталитическую актив-
ность этих ионов. Вклад железосвязывающей ак-
тивности в общий механизм антиоксидантного
действия рутина, кофеиновой и хлорогеновой
кислот в липосомальной модельной системе, по-
видимому, больше, чем у кверцетина. Однако по
сравнению с перечисленными веществами по-
следний обладает наименьшим значением IС50,
что позволяет говорить о его более высокой анти-
радикальной активности. 

Способность водных экстрактов мате оказы-
вать антиоксидантное действие на процесс ПОЛ
подтверждена в экспериментах на животных, на-
пример интактных мышах [27], а также на моде-
лях гиперхолестеринемии [28], иммобилизаци-
онного стресса [29], острого инфаркта миокарда
[30]. В исследованиях с участием здоровых добро-
вольцев установлено уменьшение содержания
продуктов липидной пероксидации в плазме/сы-
воротке крови и повышение некоторых показате-
лей антиоксидантной системы после продолжи-
тельного употребления водных извлечений из ма-
те [31] или капсул, содержащих сухой экстракт
мате, полученный на основе водного извлечения
[32]. К настоящему времени на основании ре-
зультатов многочисленных исследований сложи-
лось мнение, что водные экстракты мате могут
использоваться для профилактики и лечения за-

болеваний, сопровождающихся развитием окси-
дативного стресса [1]. 

Таким образом, нами показано ингибирующее
действие водного извлечения из мате на процесс
Fe2+-индуцированной липидной пероксидации
липосомальных мембран, которое определяется
радикалперехватывающими и железохелатирую-
щими свойствами входящих в его состав полифе-
нольных соединений. Поскольку ионы Fe2+ рас-
сматриваются в качестве одного из инициаторов
оксидативного стресса in vivo, можно предполо-
жить, что защита экстрактами мате биологиче-
ских мембран от свободнорадикального повре-
ждения осуществляется с участием тех же меха-
низмов. 
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 Inhibitory Effect of Aqueous Extract from Yerba Mate (Ilex paraguariensis) 
on the Process of Lipid Peroxidation of Liposomal Membranes

 Yu.O. Teselkin*, I.V. Babenkova*, A.A. Kochetova*, and A.N. Osipov*

*Pirogov Russian National Research Medical University, Ministry of Healthcare of the Russian Federation,
ul. Ostrovityanova 1, Moscow, 117997 Russia

The effect of aqueous extract from yerba mate (Ilex paraguariensis) on the Fe2+-induced lipid peroxidation in
phospholipid liposomal membranes was investigated. The process of lipid peroxidation in liposomes was ex-
plored based on the kinetic curves of chemiluminescent reactions in the presence of coumarin C-525. With
increasing concentration of aqueous extract from yerba mate in the liposome suspension, a rise in the time
period within which the “slow flash” of chemiluminescence reached its maximum value and a decrease of its
intensity were observed. This indicates a decrease in the oxidation rate of Fe2+ and a decrease in the rate form-
ing lipid radicals, respectively. Similar results were obtained after addition of classical radical inhibitors bu-
tylhydroxytoluene and trolox to liposomes. However, unlike radical inhibitors, a further increase in the con-
centration of aqueous extract from mate in the liposomal suspension (more than 2.5 μg of dry plant raw ma-
terial/ml) was accompanied by a gradual decrease in the time period within which the “slow f lash” of
chemiluminescence reached its maximum value, which was typical of the action of iron chelating agents
(EDTA and deferoxamine) and caused by a decreased time of Fe2+ oxidation to the critical concentration. It
can be supposed that biologically active substances in the composition of aqueous extract from mate exhibit
both their radical scavenging activity and iron binding ability. The effects of some polyphenolic compounds
from the composition of aqueous extracts from mate (quercetin, rutin, chlorogenic acid and caffeic acid) on
the Fe2+-induced liposome chemiluminescence were studied. It has been established that quercetin in a lipo-
some-based model system acted as radical inhibitor. Our study showed that rutin, caffeic acid and chlorogen-
ic acid exhibit a mixed type of action, they can act as radical scavengers and iron binding agents. Thus, inhi-
bition of Fe2+-induced lipid peroxidation in biological membranes can be one of the mechanisms for antiox-
idant effects of yerba mate observed in vivo.

Keywords: yerba mate, Ilex paraguariensis, liposomes, lipid peroxidation, iron ions, polyphenolic compounds, an-
tioxidants, chemiluminescence
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В настоящее время по данным Организации
Объединенных Наций одним из глобальных вы-
зовов человечеству является нехватка продоволь-
ствия [1, 2]. Около 30% населения Земли (более
2.3 миллиарда человек) лишены доступа к доста-
точному питанию, из них 0.8 миллиарда голодают
[3]. Вкладом в эту борьбу является интенсивное
развитие аквакультуры, в том числе разработка
новых технологий низкотемпературного консер-
вирования репродуктивных клеток рыб и их внед-
рение в процессы искусственного воспроизвод-
ства рыбы с целью повышения продуктивности
рыбоводческих хозяйств. Другой важной задачей
современности является сохранение генетиче-
ского разнообразия ценных видов рыб. Для реше-
ния этой задачи необходимо создавать криобан-
ки, способные обеспечить сохранность криокон-
сервированных образцов половых клеток без
потери их продуктивных качеств в течение не-
скольких десятилетий.

Основная проблема криоконсервации заклю-
чается в необходимости предохранения клеток от

повреждения при их замораживании. Для этого
используют криопротекторы, призванные защи-
тить клетку в процессе охлаждения и формирова-
ния кристаллов льда. Чтобы криопротектор быст-
рее проникал внутрь клетки, на этапе эквилибра-
ции желательно увеличить проницаемость
клеточных мембран. Такого эффекта можно до-
стичь воздействием на клетку акустического поля
определенной мощности и частоты [4]. Так, вы-
живаемость сперматозоидов осетровых рыб после
применения акустического воздействия в про-
цессе эквилибрации увеличивается на 20% по
сравнению со спермой, замороженной по тради-
ционной методике [5]. Сперма такого качества в
дальнейшем может быть использована для дли-
тельного хранения и последующего искусствен-
ного осеменения икры осетровых рыб.

Обзор мировой литературы, посвященной
проблемам криоконсервации спермы, показал,
что основными темами исследований являются
разработка протоколов консервации, составов
криопротекторов, коэффициентов разбавления,
времени эквилибрации и др. 

При этом в основном рассматриваются кон-
кретные породы рыб или морских животных. Так

Сокращение: КЭМС – коэффициент электромеханической
связи, АЧХ – амплитудно-частотная характеристика. 
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в работе [6] рассматривается текущее положение
и будущие перспективы стандартизации приме-
нения криоконсервации спермы устриц. В работе
[7] исследуются вопросы воздействия криопро-
текторов при криоконсервации на сперму камен-
ной камбалы Kareius bicoloratus, в том числе рас-
сматривается влияние коэффициента разбавле-
ния, времени эквилибрации и др.

В работе [8] описаны положительные резуль-
таты экспериментов по витрификации спермато-
зоидов двух видов рыб: пресноводного евразий-
ского окуня Perca fluviatilis и морского евро-
пейского угря Anguilla anguilla. Приводится
разработка протоколов витрификации, обсужда-
ются температурный режим, состав витрифици-
рующих растворов, коэффициенты разбавления
и смежные вопросы. В работе [9] представлена
разработка методов криоконсервации спермы у
пехерей Odontesthes bonariensis. Обсуждаются во-
просы состава и концентрации криозащитных
сред. Впервые продемонстрирована возможность
криоконсервации спермы пехерей с использова-
нием простых протоколов. 

В работе [10] описывается разработка откры-
того аппаратного 3D-печатного конвейерного
устройства для непрерывной криоконсервации
нестандартных образцов. В статье [11] описыва-
ются изменения параметров спермы самок рыбок
мандаринок с измененным полом Siniperca chuatsi
в процессе криоконсервации. Работа [12] посвя-
щена обзору состояния криоконсервации аква-
риумных рыб. Проведено сравнение предложен-
ных протоколов криоконсервации спермы аква-
риумных рыб. Подчеркивается важность
искусственного оплодотворения для оценки жиз-
неспособности размороженной спермы.

Целью исследования [13] стала оценка различ-
ных протоколов криоконсервации спермы хиро-
стомы Chirostoma estor. Сделан вывод о том, что
при криозаморозке данного объекта могут ис-
пользоваться коммерческие разбавители спермы
MIII™ и Androstar Plus™ совместно с метилглико-
лем. В исследовании [14] авторы представили
протокол криоконсервации спермы Oryzias в со-
ломинках объемом 0.25 мл. 

В работе [15] рассматривается использование
для криоконсервации спермы карпа (Cyprinus
carpio) разбавителя, содержащего 10% соевого ле-
цитина и лишенного животных белков. Показа-
но, что такой разбавитель обладает защитными
свойствами, близкими по уровню к свойствам
разбавителя на основе яичного желтка. Работы
[16, 17] посвящены совершенствованию протоко-
ла криоконсервации спермы осетровых рыб, в
том числе белуги (Huso huso), внесенной в Крас-
ную книгу.

Суммируя вышеописанные работы, можно
сделать вывод, что клетки чаще всего заморажи-

вают с применением программируемых криоза-
мораживателей до температуры жидкого азота
(‒196°С) с применением солевых разбавителей; в
качестве криопротекторов чаще всего использу-
ют метанол и диметилсульфоксид.  

Одним из перспективных направлений крио-
биологических исследований является исполь-
зование в технологии низкотемпературного
консервирования репродуктивных клеток новых
физических методов, математического и ком-
пьютерного моделирования, что обеспечивает
комплексный междисциплинарный подход к ре-
шению проблемы увеличения эффективности
консервации. Следует подчеркнуть, что работы,
посвященные воздействию полей различной фи-
зической природы на сперму осетровых рыб в
процессе эквилибрации [4, 5], в частности аку-
стических полей, практически отсутствуют.

Применение нового методологического под-
хода к методам длительного сохранения при низ-
ких температурах репродуктивного материала
гидробионтов с применением акусто-механиче-
ского воздействия, открывает большие возмож-
ности для создания новых эффективных биотех-
нологий. 

Нами впервые предложено применение в тех-
нологии криоконсервации репродуктивных кле-
ток рыб акусто-механического воздействия на за-
мораживаемый материал, что, как мы предпола-
гаем, позволит увеличить сохранность клеток во
время двойного температурного шока. Основа-
нием для применения акустических актуаторов в
процессах криоконсервации клеток являются
данные об увеличении проницаемости биологи-
ческих мембран при воздействии ультразвука на
клетки в суспензиях и биологические ткани [18,
19]. Применение ультразвука в криобиологии и
криоконсервации подробно рассмотрено в работе
[20]. В химиотерапии и биотехнологии использу-
ется эффект увеличения пассивной проницаемо-
сти мембран клеток в фазе разрежения под дей-
ствием ультразвука [21].

Целью настоящей работы стало построение
математической и компьютерной модели и лабо-
раторной установки процесса акустического воз-
действия на смесь криозащитного раствора и
спермы рыб, установления адекватности модели
и проведения модельного эксперимента с фикса-
цией акустических полей в жидкости (в качестве
жидкости в модельном эксперименты была вы-
брана вода, т.к. использование половых клеток
связано с сезонными процессами), а также выбор
оптимальных параметров конструкции, в смысле
преобразования электрической энергии в меха-
ническую в окрестности первой изгибной моды
плоского дна емкости, представляющей собой
полупассивный биморф. Предполагается, что оп-
тимальные амплитуда и частота воздействия мо-
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гут быть определены построением математиче-
ской модели процесса. 

МЕТОДЫ
В работе выполнена целая серия численных

экспериментов. При проведении расчетов ис-
пользованы следующие материальные константы
материалов: стакан – стекло (модуль Юнга
70 ГПа, коэффициент Пуассона 0.33, плотность
2700 кг/м3); пьезоэлемент – пьезокерамика
PZT-4 (плотность 7500 кг/м3,  = 139 ГПа,

= 77,8 ГПа,  = 77,4 ГПа,  = 115 ГПа,
 = 25,6 ГПа,  = −5,2 Кл/м2,  =

= 15,1 Кл/м2, = 12,7 Кл/м2,  = 730,
 = 635,  = 8,85 · 10–12 Ф/м) [22–24].

Акустической средой является криозащитный
раствор, имеющий достаточно сложный состав. В
него, исходя из расчета на 1 литр, входят следую-
щие вещества [16, 17]: NaCl – 6.5 г/л; KCl –
0.25 г/л; CaCl2 – 0.25 г/л; NaHCO3 – 2 г/л; HCl в
количестве, чтобы показатель кислотности (водо-
родный показатель) pH равнялся 8.0; сахароза –
1,7 г; маннит – 1 г; яичный желток – 10%; диме-
тилсульфоксид – 10%.

Для проверки предложенной модели, был про-
веден модельный натурный эксперимент, в кото-
ром возбуждение колебаний осуществляли пьезо-
элементом с радиусом 0.01 м (рис. 1а), сосуд с
приклеенным пьезоэлементом показан на
рис. 1б. Для регистрации акустических волн в
жидкости, в качестве которой в модельном экспе-
рименте была выбрана вода, использовали пьезо-
керамический сенсор, представляющий собой
полый цилиндр с радиальной поляризацией и
электродированными цилиндрическими поверх-
ностями (рис. 1в). Для изоляции сенсора от воды
он был покрыт слоем эпоксидной смолы. Этот
сенсор служил только для цели регистрации аку-

стических полей внутри стакана, в будущих экс-
периментах с раствором криоагента и половыми
клетками его использование не предполагается в
силу вышеописанных соображений стериль-
ности.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Пьезоактуаторы – это специальные сверхпре-

цизионные короткоходные линейные электро-
приводы. Они преобразуют электрическую энер-
гию в небольшое, но крайне точно контролируе-
мое линейное перемещение с высоким
развиваемым усилием. В основе принципа их
действия лежит обратный пьезоэлектрический
эффект, то есть механическая деформация кри-
сталла (пьезокерамики) при воздействии на него
электрического поля. При этом осуществляется
возвратно-поступательное движение или другие
его виды. Поскольку пьезокерамика является до-
вольно хрупким материалом, плохо выдерживаю-
щим высокие нагрузки растяжения и сдвига, пье-
зоактуаторы изготавливают в корпусе для защиты
от воздействия внешних сил, а также проникно-
вения влаги и инородных частиц.

Математическая модель воздействия на ре-
продуктивные клетки рыб при криоконсервации
акустического поля, генерируемого пьезоактуа-
тором, строится в рамках механики сплошной
среды. Для этого используются уравнения меха-
ники деформируемого твердого тела (в частно-
сти, линейной теории упругости и электроупру-
гости) и уравнения движения жидких и газооб-
разных сред (в акустическом приближении) [25,
26]. Такая модель представляет собой начально-
краевую задачу и в общем случае ее решение мо-
жет быть построено только численно с использо-
ванием соответствующих программных комплек-
сов конечно-элементного анализа.

Выпишем уравнения движения для упругой
среды (в рамках линейной теории упругости),
определяющие соотношения (закон Гука) и соот-

Рис. 1. Пьезоэлемент (а), собранная конструкция (б) и сенсор (в).
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ношения Коши (для малых деформаций) соот-
ветственно [27]:

, 
(1)

,

где  – тензор напряжений;  – тензор деформа-
ций;  – вектор перемещений;  – вектор плот-
ности объемных сил;  – тензор (четвертого ран-
га) упругих модулей;  – набла-оператор;  –
операция полного скалярного умножения; верх-
ним индексом «Т» обозначена операция транспо-
нирования.

Для пьезоэлектрической среды к уравнениям
движения и соотношениям Коши в рамках ли-
нейной теории электроупругости добавляются
уравнения электростатики и определяющие соот-
ношения (уравнения состояния для предвари-
тельно поляризованной среды с независимыми
переменными – компонентами тензора деформа-
цией и компонентами вектора напряженности
электрического поля) соответственно [28]:

, 

, 

, 

(2)

,

,
где  – вектор электрической индукции,  – век-
тор напряженности электрического поля, φ –
электрический потенциал,  – тензор (третьего
ранга) пьезомодулей,  – тензор (второго ранга)
диэлектрических проницаемостей, измеренных
при постоянной (нулевой) деформации.

Для акустической среды уравнения движения,
уравнение неразрывности, определяющие соот-
ношения и условие потенциальности поля скоро-
стей соответственно [29]:

, 

,
(3)

,
где ρ – плотность акустической среды, с – ско-
рость звука в акустической среде, p – звуковое

,cσ = ε

· ,SD e E= ε + ∋

,E bσ = − + ∇νρ

давление,  – вектор скорости, b – диссипатив-
ный коэффициент акустической среды, ψ – по-
тенциал скоростей,  – единичный тензор.

Для корректной постановки задачи к системам
уравнений (1)–(3) необходимо добавить гранич-
ные и начальные условия.

При определении механических граничных
условий граница тела представляется в виде объ-
единения непересекающихся областей S =
= Su∪Sσ∪Suσ, на которых задаются следящие
условия (  – единичный вектор внешней норма-
ли к поверхности):

– условие задания перемещений на границе
тела: 

(4)
и, в случае условия закрепления границы тела:

;
– условие приложения внешней нагрузки ин-

тенсивности  к границе тела:

(5)
– условие гладкого контакта рассматриваемо-

го тела с абсолютно твердым телом – равенство
нулю нормальных перемещений и касательных
напряжений:

,

. (6)
Последнее условие ставится также на оси сим-

метрии при решении осесимметричной задачи.
Электрические краевые условия задаются на

совокупности областей , на
которых задаются следующие условия:

– условие на металлизированных поверхно-
стях (электродах), когда задается известный элек-
трический потенциал:

;  (7)

– условие на неэлектродированных участках
границы:

. (8)
(последнее условие также ставится на оси сим-

метрии при решении осесимметричной задачи);
– условие для определения неизвестного элек-

трического потенциала, которое формулируется
дополнительно к условию (7) на электроде, вклю-
ченному в электрическую цепь:

. (9)
В частности, если электрод свободен, то заряд

или ток в электрической цепи равны нулю
(Im = 0).

0
uu s u=
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Для формулировки граничных условий для
акустической среды предположим, что акустиче-
ская среда заполняет объем Ωw с границей
Sw = ∂Ωw. Разобьем Sw на четыре части: Sw =
= Swf∪Swc∪Swi∪Sws. Будем считать, что граничная
поверхность Swf свободна, Swc – жесткая стенка,
Swi – участок с заданным импедансным условием,
a Sws – часть границы, контактирующей с дефор-
мируемым твердым телом (упругим или пьезо-
электрическим). В этом случае соответственно
имеем следующие граничные условия:

,

,

,

,
где nwk – компоненты вектора внешней по отно-
шению к объему Ωw единичной нормали к Sw; Z –
импеданс границы Swi; σskm – компоненты тензо-

ра напряжений  деформируемого тела.
Рассмотрим задачу определения оптимальных

эффективных характеристик пьезоактуатора при
его акустическом воздействии на репродуктив-
ные клетки рыб на этапе эквилибрации.

Пьезоактуатор [30, 31] представляет собой
круглую пластину диаметром 0.02 м. Пластина
приклеена с внешней стороны по центру ко дну
стандартного стеклянного лабораторного низко-
го градуированного стакана B-1-50XC. Стакан
имеет следующие размеры: объем 50 мл, диаметр
38 ± 1.0 мм, высота 70 ± 2 мм (ГОСТ 25336-82) [32,
33]. 

Суспензия спермы и криозащитной среды за-
полняет стакан примерно на одну треть его высо-
ты и имеет температуру около 4°С. Эксперимент
проводится при комнатной температуре.

Рабочим элементом пьезоактуатора является
пьезоэлемент из пьезокерамики PZT-4 толщиной
0.003 м, предварительно поляризованной по тол-
щине. Лицевые поверхности пьезоактуатора
электродированы способом вжигания серебра и к
ним подведены электрические провода. Толщи-
ной нанесенных электродов пренебрегаем ввиду
их малости. Внешняя поверхность электродов по-
крыта эпоксидной смолой толщиной 0.001 м, вы-
полняющей роль защитного слоя.

По электрическим проводам на электроды по-
дается переменная разность потенциалов по гар-
моническому закону с амплитудой V0.

Дно стакана и пьезоэлемент образуют полу-
пассивный биморф, поэтому приложение пере-
менной разности потенциалов на электроды пье-
зоэлемента приводит к поперечным колебаниям
дна емкости. Это вызывает установившиеся коле-

бания пьезоактуатора и соответственно стакана.
Создаваемое акустическое поле в суспензии в
свою очередь приводит к акустическому воздей-
ствию на репродуктивные клетки рыб. При этом
рабочей частотой является первая частота изгиб-
ных колебаний дна емкости.

Задача решается в осесимметричной поста-
новке.

Для решения сформулированной задачи аку-
стоэлектроупругости (1)–(3) с граничными усло-
виями (4)–(6) будем использовать метод конеч-
ных элементов в классической формулировке
Лагранжа.

В работе был использован программный ком-
плекс свободного программного обеспечения
(free software) конечно-элементного анализа
ACELAN [34, 35].

В связи с необходимостью моделировать свя-
занные механические и электрические поля были
использованы треугольные квадратичные конеч-
ные элементы. На рис. 2 представлены половина
осевого сечения стакана с суспензией и пьезоэле-
ментом и фрагмент сгенерированной конечно-
элементной сетки, которая состоит из 2269 эле-
ментов, содержащих 1259 узлов. При проведении
численных экспериментов конечно-элементную
сетку сгущали до тех пор, пока результаты расче-
тов становились независимы от ее формы. Это
позволило рассчитывать поле смещений и соб-
ственные резонансные частоты с точностью до
четвертого знака.

Репродуктивные клетки соединяются с крио-
защитной средой. Размеры этих клеток достаточ-
но малы по сравнению с длиной акустических
волн. Поэтому полученная смесь криопротектора
с репродуктивными клетками представляется од-
нородной суспензией. Определение акустиче-
ских параметров этой суспензии (плотности ρ,
скорости звука c, диссипативного коэффициен-
та b) является дальнейшей самостоятельной экс-
периментальной задачей. В силу этого далее в ра-
боте в рамках поставленной задачи об определе-
нии оптимальных эффективных характеристик
пьезоактуатора суспензия моделируется в первом
приближении водой (плотность 1000 кг/м3, ско-
рость звука 1500 м/с).

Первым шагом численного анализа является
исследование эффективности возбуждения коле-
баний в зависимости от радиуса пьезоэлемента.
Для этого для различных значений радиусов пье-
зоэлемента R проведен модальный анализ кон-
струкции без суспензии. При этом найдены чис-
ленные значения собственных частот резонанса fr
и антирезонанса fa. Кроме того, вычислена вели-
чина коэффициента электромеханической связи
(КЭМС), определенного через частоты резонанса
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и антирезонанса [36, 37]:

.

Зависимость частот резонанса и антирезонан-
са, а также КЭМС от радиуса пьезоэлемента
представлена в табл. 1.

Зависимость собственных частот резонанса,
антирезонанса от радиуса пьезоэлемента и
КЭМС представлены также графически на
рис. 3а и 3б соответственно.

Анализ результатов, представленных в табл. 1
и на рис. 3, показывает, что существует радиус
пьезоэлемента R = 0.014 м, при котором КЭМС
принимает максимальное значение на первой из-
гибной моде. Таким образом, использование дан-
ного размера пьезоэлемента позволит наиболее

эффективно возбуждать акустические волны в
суспензии.

Дальнейшие решение неоднородной задачи о
возбуждении акустических волн в суспензии с
помощью приложения гармонической разности
потенциалов к электродам пьезоэлемента прове-
дено именно для этого размера.

На рис. 4 представлены первая форма колеба-
ния (первая изгибная мода дна сосуда) и распре-
деление смещений. Из этих рисунков следует, что
на этой частоте интенсивно колеблется дно сосу-
да. В то же время цилиндрическая стенка сосуда
находится в относительном покое.

При наличии жидкости (высота 0.021 м), кото-
рая моделирует раствор криоконсерванта и био-
логического материала (суспензии) и учете мо-
дельной диссипации по Релею собственная резо-

Рис. 2. Конечно-элементная сетка: (а) – половина осевого сечения стакана с суспензией и пьезоэлементом; (б) – фрагмент
конечно-элементной сетки.

Таблица 1. Зависимость частот резонанса и антирезонанса, а также величины коэффициента электромеханиче-
ской связи от радиуса пьезоэлемента 

Радиус пьезоэлемента (м) Частота резонанса (кГц) Частота антирезонанса (кГц) КЭМС

0.006 8.402 8.504 0.154

0.008 8.405 8.597 0.211

0.010 8.463 8.757 0.257

0.012 8.523 8.901 0.288

0.013 8.549 8.951 0.296

0.014 8.576 8.985 0.298

0.015 8.588 8.985 0.294

0.016 8.614 8.981 0.283

0.018 8.757 9.025 0.242
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Рис. 3. Зависимости частот резонанса и антирезонанса (а) и коэффициента электромеханической связи (б) от радиуса
пьезоэлемента.

Рис. 4. Распределение смещений на первой моде: (а) –
осевое смещение, (б) – радиальное смещение. 

нансная частота уменьшается и равна 6.075 КГц.
Очевидно, что эта величина существенно зависит
от объема жидкости. Так, на рис. 5 представлена
амплитудно-частотная характеристика (АЧХ)
осевого смещения центральной внутренней точ-
ки, расположенной на дне сосуда, в окрестности
резонансной частоты первой изгибной моды.

На рис. 6 и 7 представлены соответственно
АЧХ действительной и мнимой частей потенциа-
ла скоростей в той же точке, расположенной на

дне сосуда, в окрестности резонансной частоты
первой изгибной моды.

На рис. 8 представлены распределения с изо-
линиями действительной и мнимой частей по-
тенциала скоростей соответственно в области
жидкости вблизи резонансной частоты первой
изгибной моды.

На рис. 9 представлены соответственно рас-
пределение осевой и радиальной составляющей
скорости вблизи резонансной частоты первой из-
гибной моды.

Наличие на последнем рисунке областей раз-
ной интенсивности свидетельствует о наличии
положительной и отрицательной составляющей
вертикальной и горизонтальной скорости. Это
явление должно вызвать перемешивание суспен-
зии внутри объема стакана.

На рис. 10а представлен сосуд с жидкостью и
сенсором внутри, а на рис. 10б – осциллограммы
электрического напряжения на актуаторе и на
сенсоре. Таким образом, акустическое поле воз-
буждается в объеме жидкости, о чем свидетель-
ствует принятый сигнал на сенсоре.

Частота резонанса первой изгибной моды,
рассчитанная на основе описанной выше конеч-
ноэлементной модели, составила 5.755 кГц. В
эксперименте резонанс наблюдался на частоте
5.960 кГц, разница с теоретической частотой со-
ставила 3.4%. Следовательно, построенная теоре-
тическая модель является адекватной и может
быть использована при оценке акустического
воздействия на биологический материал в рас-
творе криоконсерванта.
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Рис. 5. АЧХ осевого смещения центральной внутренней точки. 

Рис. 6. АЧХ действительной части потенциала скоростей центральной внутренней точки.

Рис. 7. АЧХ мнимой части потенциала скоростей центральной внутренней точки.
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Рис. 8. Распределение потенциала скоростей в жидкости: (а) – действительная часть; (б) – мнимая часть.

Рис. 9. Распределение скорости вблизи резонансной частоты первой изгибной моды: (а) – осевая составляющая; (б) –
радиальная составляющая.

Рис. 10. Сенсор в жидкости (а), осциллограмма электрических потенциалов (б).
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Следует отметить, что при увеличении напря-
жения на пьезоэлементе на резонансной частоте
5.8 кГц, в центре жидкости наблюдался пузырек
кавитации (рис. 11а), влияние которого на про-
цесс эквилибрации явлется предметом отдельно-
го исследования. В эксперименте с раствором
криосреды с половыми клетками (рис. 11б), жид-
кость занимает весьма незначительный объем
стакана, поэтому процессы ее перемешивания по
глубине не важны.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В работе выполнено математическое и экспе-
риментальное моделирование применения пье-
зоактуаторов в акустическом воздействии на
криозащитную среду с репродуктивными клетка-
ми рыб, которая моделируется акустической сре-
дой, на этапе эквилибрации. Построена матема-
тическая модель пьезоактуатора, создающего
акустическое поле в рамках краевой задачи для
составного упругого, электроупругого и акусти-
ческого тела. Эта задача решается методом конеч-
ных элементов. В численных экспериментах на
основе определенных частот резонанса и антире-
зонанса найдены оптимальные геометрические
параметры пьезоактуатора, проанализирован
распределение скоростей в акустической среде. 

Проведен натурный эксперимент, в котором
пьезоэлектрический сенсор регистрировал аку-
стическое поле в жидкости, возбуждаемое пьезо-
актуатором. Этот эксперимент показал адекват-
ность построенной теоретической модели и чис-
ленных расчетов, разница в определении
резонансной частоты составила 3.4%.

Анализ численных результатов, представлен-
ных на рис. 4–9, показывает, что в объеме жидко-
сти эффективно возбуждается акустическое поле
на первой изгибной моде. Однако это поле не яв-
ляется однородным, о чем свидетельствует рас-
пределение скоростей внутри жидкости. Поэтому

в процессе акустического воздействия имеет
смысл использовать перемешивание раствора. В
то же время наличие участков с интенсивной по-
ложительной и отрицательной составляющей
вертикальной скорости, возможно, автоматиче-
ски приведет к процессу перемешивания.

Таким образом, в технологии низкотемпера-
турного консервирования репродуктивных кле-
ток рыб на этапе эквилибрации представляется
целесообразным использование пьезоактуаторов
на первой изгибной моде.

В дальнейшем в отдельном исследовании пла-
нируется экспериментально исследовать особен-
ности проникновения элементов криоагента че-
рез клеточную мембрану. 
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 Mathematical Simulation of Acoustic Effect on Cryoprotector 
with Fish Sperm at Equilibration

 Е.N. Ponomareva*, **, А.N. Soloviev*, ***, А.А. Маtrosov*, V.А. Chebanenko**, D.А. Nizhnik*,
А.А. Egorova*, ***, and А.А. Кrasilnikova*, **

*Don State Technical University, pl. Gagarina 1, Rostov-na-Donu, 344010 Russia

**Southern Scientific Center, Russian Academy of Sciences, prosp. Chekhova, 41, Rostov-na-Donu, 344006 Russia 

***Southern Federal University, ul. Milchakova 8a, Rostov-na-Donu, 344090 Russia 

The work is devoted to mathematical modeling of application of piezoactuators in technology of low-tem-
perature preservation of reproductive cells of sturgeon fish with intelligent control of freezing process. Pre-
cisely, after placing fish reproductive cells in the cryoprotective medium at the equilibration stage, they are
exposed to an acoustic field. The work builds a mathematical model of a piezoactuator that creates an acous-
tic field. Numerical experiments were performed using finite element analysis. As a result, resonance and an-
tiresonance frequencies, electromechanical coupling coefficient were determined, velocity distributions in
the volume occupied by the suspension were analyzed, optimal characteristics of the piezoactuator creating
the acoustic field were found. A full-scale experiment was also conducted. 

Keywords: piezoactuator, acoustic impact, cryoprotector, balancing, fish sperm, finite element method 
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Интенсивный поиск факторов, способных индуцировать и/или регулировать процесс перехода к
состоянию временной, пониженной жизнедеятельности различных организмов, ведется в течение
многих десятилетий. В работе изучены гипометаболические свойства фракций уксуснокислого экс-
тракта с молекулярной массой ≤ 1 кДа, 1–10 кДа и ≥ 10 кДа, полученных из яйцеклеток серых мор-
ских ежей Strongylocentrotus intermedius и мозга зимоспящих сусликов Spermophilus undulates. Найде-
но, что вещества, содержащиеся во фракции с молекулярной массой 1–10 кДа, выделенной из не-
оплодотворенных яйцеклеток морских ежей, в дозе 0.05 (весовых эквивалентах ткани)/мл морской
воды замедляли развитие оплодотворенных яйцеклеток морских ежей на 5–6 стадий через 40 ч по-
сле оплодотворения по сравнению с контролем. Аналогичная фракция с молекулярной массой 1–
10 кДа, выделенная из мозга сусликов в состоянии спячки, обладала более мощным гипометаболи-
ческим эффектом и в дозе 0.05 (весовых эквивалентах ткани)/мл морской воды через 40 ч после
оплодотворения яйцеклеток морских ежей замедляла их развитие на 15–16 стадий по сравнению с
контролем. Эта же фракция из мозга летне-активных животных или из оплодотворенных яйцекле-
ток морских ежей не влияла на развитие оплодотворенных яйцеклеток. Мы полагаем, что клетки
организмов в состоянии пониженной жизнедеятельности способны синтезировать гипометаболи-
ческие вещества, которые могут участвовать в индукции и/или регуляции состояния гипобиоза да-
же у эволюционно далеких видов животных.

Ключевые слова: яйцеклетки морских ежей, гипометаболические факторы, гипобиоз, мозг зимоспящих
сусликов.
DOI: 10.31857/S0006302922040081, EDN: ITDGZI

Поиск эндогенных веществ, способных регу-
лировать процессы инициации и вхождения в со-
стояние временной пониженной жизнедеятель-
ности (гипобиоз/гипометаболизм/оцепенениe) у
различных животных и человека, является одним
из приоритетных направлений в области совре-
менной медицины и биологии.

Внимание ученых многих стран привлекли зи-
моспящие животные (суслики, сурки, сони, бу-
рундуки, хомяки и др.), которые во время пере-
живания неблагоприятных условий окружающей
среды (низкие температуры, отсутствие воды и
пищи), способны к избирательному и активно
контролируемому подавлению многих физиоло-
гических функций организма: угнетению общего
метаболизма, снижению частоты сердечных со-
кращений и температуры тела, изменению актив-
ности нейронов [1–5]. В тканях зимоспящих жи-
вотных во время гибернации резко снижена про-
лиферативная активность клеток [6–8]. 

Сокращения: вэт – весовой эквивалент ткани; МСС (1-10) –
фракция экстракта с молекулярной массой 1–10 кДа,
полученная из мозга сусликов в состоянии спячки; НЯМЕ
(1-10) – фракция с молекулярной массой 1–10 кДа,
выделенная из неоплодотворенных яйцеклеток морских
ежей. 

УДК 577/591.3
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На протяжении последних десятилетий были
предприняты попытки выделения и идентифика-
ции факторов из различных тканей гетеротерм-
ных животных, которые могли бы у гомойотерм-
ных и гетеротермных животных индуцировать со-
стояние гипобиоза или вызывать отдельные его
проявления. Основанием для многих подобных
работ явилась гипотеза Г. Свона [9, 10], предпо-
ложившего, что явление оцепенения в природе –
сложившаяся в процессе эволюции универсаль-
ная стратегия регуляции метаболизма для выжи-
вания организмов и, следовательно, не должно
быть видовой специфичности факторов, вызыва-
ющих это состояние. Накопившиеся данные о
значительной роли регуляторных пептидов в ин-
дукции и поддержании состояния зимнего оцепе-
нения, а также сезонная динамика их содержания
в тканях, явились причиной выделения пептид-
ных фракций из тканей животных, находящихся
в состоянии гипобиоза [11–16]. 

Ранее мы сообщали о выделении низкомоле-
кулярной пептидной фракции уксуснокислого
экстракта (молекулярная масса 1–10 кДа) кишеч-
ника и мозга зимоспящих сусликов различных
видов и ее гипометаболическом-гипотермиче-
ском действии при введении гомойотермным жи-
вотным [17, 15]. Факторы, входящие в состав дан-
ной фракции, инициировали снижение уровней
различных физиологических процессов у орга-
низмов, эволюционно значительно удаленных
друг от друга. К примеру, вещества, содержавши-
еся во фракции кишечника зимоспящих сусли-
ков, влияли на клеточный цикл плазмодия ис-
тинного миксомицета (Physarum polycephalum) и
подавляли его двигательную активность [18]. Ис-
следование влияния подобных факторов на рабо-
ту изолированного сердца лягушки (Rana tempo-
raria) выявило их дозозависимое ингибирующее
действие вплоть до полной остановки сердца [19]. 

Было продемонстрировано, что подобные
биологически активные факторы синтезируются
у рыб в состоянии оцепенения и у генотипически
адаптированной якутской лошади [9, 15]. В связи
с этим мы провели работу по получению анало-
гичных факторов из яйцеклеток морских ежей,
которые, по нашему предположению, в период
перед оплодотворением находятся в состоянии
пониженной жизнедеятельности и, возможно,
синтезируют гипометаболические факторы.

Основным лимитирующим фактором поиска
гипометаболических-гипотермических факторов
является необходимость расходования большого
количества выделяемых веществ на промежуточ-
ных стадиях очистки в тестах на лабораторных
животных. Одним из путей преодоления этого

ограничения может быть использование различ-
ных клеточных процессов для оценки влияния
выделяемых факторов. Оплодотворенные яйце-
клетки морских ежей – необычайно удобный
тест-объект благодаря хорошей проницаемости
мембраны, высокой биологической чувствитель-
ности, простоте инкубации зародышей в есте-
ственной для них среде и легкости прижизнен-
ных наблюдений, поскольку нормальный эм-
бриогенез зародышей детально описан. Большим
преимуществом является тот факт, что с момента
оплодотворения начинается формирование и
развитие яйцеклетки как организма [20, 21]. 

В данной работе мы выделили пептидные
фракции с молекулярным весом ≤1 кДа, 1–10 кДа
и ≥10 кДа, из оплодотворенных и неоплодотво-
ренных яйцеклеток серых морских ежей и из моз-
га зимоспящих сусликов, находящихся в состоя-
нии спячки и летне-активном состоянии. Далее
было проведено сравнение действия выделенных
фракций на развитие оплодотворенных яйцекле-
ток морских ежей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Источник ткани. Серые морские ежи (Strongy-
locentrotus intermedius) были отловлены в сезон их
размножения в заливе Петра Великого (Японское
море) на биологической станции «Витязь» ДВНЦ
РАН (рис. 1). Неоплодотворенные яйцеклетки и
сперму получали путем электрического раздра-
жения животного (постоянный ток, 10 В) и мно-
гократной смены морской воды для получения
только зрелых яйцеклеток (~95%) (рис. 1б). Полу-
ченные яйцеклетки оплодотворяли добавлением
нескольких капель разбавленной спермы (рис.
1в). В пределах одного эксперимента использова-
ли один образец спермы с наиболее подвижными
сперматозоидами в конечной концентрации
~1 : 60000. Собранные оплодотворенные яйце-
клетки, которые прошли несколько начальных
стадий развития, и неоплодотворенные яйце-
клетки немедленно замораживали в жидком
азоте. 

Суслики (Spermophillus undulatus) были отлов-
лены в Якутии в августе месяце, перевезены в Ин-
ститут биофизики клетки РАН (Пущино, Мос-
ковская область) и помещены в индивидуальные
клетки при температуре окружающей среды 15–
20°C. Пищу, воду и гнездовой материал живот-
ные получали в достаточном количестве. В нояб-
ре месяце все животные были перенесены в тем-
ную комнату с температурой 2–4°C. Целый мозг
от активных животных забирали в июле, от спя-
щих животных – в январе-феврале (на третий-пя-
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тый день баута спячки). Животных забивали де-
капитацией, мозг быстро извлекали и заморажи-
вали в жидком азоте. Весь процесс от
декапитации до замораживания занимал от 60 до
90 с. 

Выделение биологически активных фракций.
Выделение экстрактов и фракций с молекуляр-
ной массой ≤1 кДа, 1–10 кДа и ≥10 кДа проводили
по методике, описанной ранее и модифициро-
ванной нами [15, 22]. Для удаления липидного
материала замороженные яйцеклетки или мозг
переносили в ацетон при температуре –10°С. От-
ношение веса сырого материала к объему ацетона
составляло 1 : 10. Биоматериал в ацетоне гомоге-
низировали при 14000 об/мин в течение одной
минуты в гомогенизаторе типа «Рo1ytron». Гомо-
генат центрифугировали 15 мин при 3000 g и тем-
пературе 4°С. Супернатант отбрасывали, к осадку
добавляли свежую порцию ацетона, гомогенизи-
ровали и центрифугировали при тех же условиях.
Для более полной экстракции липидного матери-
ала обработку ацетоном проводили трижды. Оса-
док после центрифугирования лиофильно высу-
шивали и хранили при температуре жидкого азота
(–I96°С). К ацетоновому порошку добавляли 1 M
уксусную кислоту (из расчета 30 мл раствора на
1 г ацетонового порошка), смесь гомогенизиро-
вали и затем кипятили на водяной бане 30 мин

при 95°С. Далее смесь охлаждали и центрифуги-
ровали 1 ч при 40000 g. Затем супернатант фрак-
ционировали ультрафильтрацией на фильтре
PM-10 (Amicon, США), который задерживает ве-
щества с молекулярной массой ≥10 кДа. Фильтрат
фракционировали на фильтре UM-2 (Amicon,
США), который задерживает вещества с молеку-
лярной массой ≥1 кДа. Такое последовательное
фракционирование уксуснокислого экстракта
позволяет получить три фракции, содержащие
вещества с различными молекулярными масса-
ми: 1) ≥10 кДа, 2) 1–10 кДа, 3) ≤1 кДа. Используе-
мый метод экстракции биологически активных
факторов обеспечивает хороший выход пептид-
ных фракций, относительно свободных от жиров
и белков.

Тестирование фракций. Все испытуемые фрак-
ции были растворены в фильтрованной морской
воде, тщательно размешаны и отцентрифугиро-
ваны (5 мин, 3000 g при 4°С). Осадок отбрасыва-
ли, а надосадочную жидкость в соответствующих
дозах добавляли в инкубационную среду (мор-
ская вода) с дозированным количеством яйцекле-
ток (~100 яйцеклеток на 1 мл инкубационной сре-
ды) немедленно после оплодотворения. Количе-
ство добавляемых фракций выражали в весовых
эквивалентах ткани (вэт) на мл морской воды.
Один весовой эквивалент ткани равен количеству

Рис. 1. Морские ежи (S. intermedius): (а) – получение яйцеклеток морских ежей; (б) – (д) – стадии развития яйцеклеток:
(б) – неоплодотворенные яйцеклетки морских ежей, (в) – оплодотворенные яйцеклетки, (г) – стадия бластулы, (д) –
стадия плутеус I.
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биологически активного материала, выделяемого
из одного мозга взрослого животного (сырой вес
5 г) или из равного этому весу яйцеклеток мор-
ских ежей. Длительность эксперимента составля-
ла ~40 ч при 18–20°C. Оценку действия фракций
проводили непрерывно до 10-й стадии развития
яйцеклеток в контроле (стадия бластулы по клас-
сификации Бузникова [20]), а затем через каждые
15, 20, 30 и 40 ч. В качестве контроля использова-
ли оплодотворенные яйцеклетки морского ежа,
развивающиеся в морской воде. Наблюдения
проводили с помощью оптического микроскопа
Биолам (ЛОМО, Санкт-Петербург). 

Необходимо отметить, что после получения
половых продуктов морские ежи возвращались в
естественную среду обитания. Для тестирования
каждой из фракций были взяты семь самок для
получения неоплодотворенных яйцеклеток и
семь самцов для получения спермы; каждый экс-
перимент был проведен в трех повторах.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Гипометаболические факторы из мозга сусли-

ков. Были выделены три фракции с различной
молекулярной массой ≤1 кДа, 1–10 кДа и ≥10 кДа)
из уксуснокислых экстрактов мозга сусликов, на-
ходившихся в состоянии спячки и летне-актив-
ном состоянии, и изучено их влияние на развитие
оплодотворенных яйцеклеток морских ежей. 

Было показано, что только фракция 1–10 кДа,
полученная из мозга сусликов в состоянии спяч-

ки (МСС (1-10)), обладала способностью замед-
лять развитие зародышей морских ежей (рис. 2).
Из рис. 2 видно, что фракция МСС (1-10) в дозе
0.05 вэт/мл морской воды вызывала сильное за-
медление в развитии оплодотворенных яйцекле-
ток, которые через 20 ч находились на стадии
восьми бластомеров, а через 40 часов – на стадии
ранней бластулы. Через 40 ч отставание в разви-
тии зародышей морских ежей составляло 16 ста-
дий относительно контроля. Необходимо отме-
тить, что фракция 1–10 кДа из мозга активных
животных в дозе 0.05 вэт/мл морской воды не вы-
зывала замедления развития оплодотворенных
яйцеклеток. Данная доза была взята нами на ос-
новании предварительных экспериментов на бе-
лых мышах, где был продемонстрирован мощный
гипометаболический-гипотермический эффект
при внутрибрюшинном введении МСС (1-10) в
дозе 0.05 вэт/г веса животного.

Фракция МСС (1-10) в дозе 0.005 вэт/мл мор-
ской воды (рис. 2, кривая 2) обладала гораздо
меньшим ингибирующим эффектом и через 20 ч
яйцеклетки находились на стадии поздней бла-
стулы; через 40 ч – на стадии ранней гаструлы.

Гипометаболические факторы из яйцеклеток
морских ежей. Мы сравнили эффект низкомоле-
кулярных фракций с различной молекулярной
массой (1–10 кДа, ≥10 кДа и ≤1 кДа), выделенных
из уксуснокислого экстракта оплодотворенных и
неоплодотворенных яйцеклеток серых морских
ежей, на развитие оплодотворенных яйцеклеток
морских ежей этого же вида (рис. 3).

Рис. 2. Развитие оплодотворенных яйцеклеток морских ежей под действием фракции МСС (1-10), в дозах 0.05 вэт/мл
морской воды (кривая 3) и 0.005 вэт/мл морской воды (кривая 2). В качестве контроля были взяты оплодотворенные
яйцеклетки, развивающиеся в морской воде (кривая 1). На графике представлено развитие оплодотворенных яйцеклеток
морских ежей, полученных в одном эксперименте (n = 7).
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Показано, что способностью замедлять разви-
тие оплодотворенных яйцеклеток морских ежей
обладала только фракция с молекулярной массой
1–10 кДа, выделенная из неоплодотворенных яй-
цеклеток (НЯМЕ (1-10)) в дозе 0.05 вэт/мл мор-
ской воды (рис. 3). Через 30 ч яйцеклетки находи-
лись на стадии ранней гаструлы, а через 40 ч – от-
ставание в развитии зародышей морских ежей
составляло пять-шесть стадий относительно кон-
троля (морская вода). Данная фракция (НЯМЕ
(1-10)) в дозе 0.005 мг/мл морской воды не оказы-
вала достоверного снижения развития яйцекле-
ток. Фракции ≥10 кДа и ≤1 кДа, полученные из
неоплодотворенных яйцеклеток морских ежей,
не обладали замедляющим эффектом. Следует
отметить, что фракция с молекулярной массой 1–
10 кДа (вэт/мл морской воды), выделенная из
оплодотворенных яйцеклеток морских ежей, ко-
торые прошли несколько начальных стадий, не
замедляла их развитие.

Для исключения возможного токсического
эффекта фракций МСС (1-10) и НЯМЕ (1-10) бы-
ла проверена обратимость их действия в дозе
0.05 вэт/мл морской воды путем многократной
смены инкубационной среды. Отмывание от
фракций МСС (1-10) и НЯМЕ (1-10) начиналось
через 5–6 ч после оплодотворения и добавления
фракции. После многократной смены морской
воды происходило нормальное дробление яйце-
клеток и развитие их до стадии плутеуса, но с от-
ставанием по времени на одну-две стадии от кон-
троля при отмывании от фракции МСС (1-10) и

практически без отставания от контроля при от-
мывании от фракции НЯМЕ (1-10). 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
В данной работе мы показали, что низкомоле-

кулярная фракция (1–10 кДа), выделенная из
двух источников – мозга сусликов, находящихся
в состоянии зимней спячки, и неоплодотворен-
ных яйцеклеток морских ежей, способна замед-
лять развитие зародышей морских ежей. При
сравнении кривых развития оплодотворенных
яйцеклеток, представленных на рис. 2 и 3, видно,
что факторы мозга гибернирующего суслика об-
ладают более мощным гипометаболическим эф-
фектом и соответственно более выраженной спо-
собностью замедлять дробление и прохождение
последующих стадий развития зародышей по
сравнению с факторами, выделенными из не-
оплодотворенных яйцеклеток морских ежей. Вы-
деляемые факторы нетоксичны, поскольку после
удаления данной фракции из инкубационной
среды происходило нормальное дробление яйце-
клеток с некоторым отставанием от контроля.

Наши ранние эксперименты по влиянию ук-
суснокислого экстракта мозга гибернирующих
сусликов на метаболизм и температуру белых мы-
шей показали, что вещества, входящие в состав
экстракта, вызывали понижение температуры у
животных в среднем на 10−12°С при температуре
окружающей среды 23°С [23]. Грубые экстракты и
компоненты фракции с молекулярной массой 1–
10 кДа из мозга и тонкого кишечника сусликов в
состоянии спячки оказывали заметное угнетение
потребления кислорода этими животными, сни-
жали частоту и амплитуду сокращений сердца ля-
гушки, и влияли на формы покоя первичного сна
этого животного [19, 24]. Это согласуется с ре-
зультатами, полученными в данной работе, и еще
раз подтверждает гипотезу о невидоспецифично-
сти гипометаболических факторов.

Было обнаружено, что в тканях сусликов во
время гипобиоза резко снижена пролифератив-
ная активность клеток [8]. Исследования с ис-
пользованием метода проточной флуориметрии
показали, что на протяжении зимних месяцев
клетки различных органов сусликов (Citellus susli-
cus), а именно роговицы глаза, надпочечников,
щитовидной железы и лимфатических узлов, на-
ходятся в фазе G1, либо в фазе покоя G0 клеточ-
ного цикла [8]. Мы предположили, что ради со-
хранения энергии яйцеклетки морских ежей до
оплодотворения находятся в состоянии гипобио-
за и, следовательно, могут содержать гипометабо-
лические вещества.

Рис. 3. Развитие оплодотворенных яйцеклеток морских
ежей в отсутствие (контроль, кривая 1) и в присутствии
фракции НЯМЕ (1-10)  в дозе 0.05 вэт/мл морской воды
(кривая 2). В качестве контроля использовали оплодо-
творенные яйцеклетки, развивающиеся в морской воде.
На графике представлено развитие оплодотворенных
яйцеклеток в одном из семи экспериментов. 
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Исходя из собственных и литературных дан-
ных о значительном снижении пролиферации
клеток в состоянии гипобиоза животных и замед-
лении движения клеток по фазам клеточного
цикла под действием низкомолекулярных фрак-
ций из мозга зимоспящих животных, нам пред-
ставлялось целесообразным использовать в каче-
стве клеточной тест-системы оплодотворенные
яйцеклетки морских ежей. Исследования показа-
ли, что применение данного теста в процессе
фракционирования и выделения гипометаболи-
ческих факторов не только удобно для оценки их
биологической активности, но и открывает боль-
шие перспективы для исследования механизмов
действия испытуемых веществ, включая онтоге-
нетические и филогенетические аспекты.

Механизмы действия биологически активных
компонентов, синтезирующихся в мозге гибер-
нирующих животных и в неоплодотворенных яй-
цеклетках морских ежей, на процессы развития
морских ежей остаются неисследованными. Мы
предполагаем, что они могут быть связаны как с
ингибированием специфических механизмов
синтеза макромолекул, таких как ДНК, РНК и
белков, так и с подавлением процессов клеточно-
го энергообеспечения.

Факт однонаправленности эффектов низко-
молекулярных факторов у филогенетически отда-
ленных организмов, находящихся в состоянии
сниженной жизнедеятельности, позволяет пред-
положить существование в природе универсаль-
ного эволюционно закрепленного фактора(ов)
гипобиоза.
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 Eggs of Gray Sea Urchins Strongylocentrotus intermedius as a Test-Object and a Source 
of Hypometabolic Factors
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*Institute of Theoretical and Experimental Biophysics, Russian Academy of Sciences,
Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia 

**Shemyakin-Ovchinnikov Institute of Bioorganic Chemistry, Russian Academy of Sciences,
ul. Miklukho-Maklaya 16/10, Moscow 117997 Russia

***Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Over very long time periods, an intensive search has been performed to find factors that can induce and/or
regulate the transition to a temporary state of decreased physiological activity in different animals. This paper
represents a study that is focused on hypometabolism of  the fractions of the acetic acid extract with molecular
mass of ≤1 kDa, 1–10 kDa and ≥10 kDa, obtained from eggs of gray sea urchins Strongylocentrotus interme-
dius, and from brain tissue of ground squirrels Spermophilus undulates that hibernate during winter. It was
found that components of the low-molecular weight fraction (1–10 kDa) isolated from the unfertilized eggs
of sea urchins at a dose of 0.05 wet/ml of sea water are able to delay the development of fertilized sea urchins
by 5–6 stages 40 hours after fertilization as compared to control. The similar low (1–10 kDa)  molecular
weight fraction isolated from brain tissue of ground squirrels during torpor demonstrated more pronounced
hypometabolic effect and at a dose of 0.05 wet/ml of sea water  40 hours after egg fertilization in the sea ur-
chins this fraction delayed the development of fertilized sea urchins by 15–16 stages as compared to control.
A similar fraction, isolated from the brain of summer-active animals or from fertilized eggs of sea urchins, had
no effect on the development of fertilized eggs. It is suggested that cells and organisms that are in a  state of
decreased physiological activity are able to synthesize substances that can participate in the induction and/or
regulation of a state of cell hypobiosis even  in evolutionary distant animal species.

Keywords: eggs of sea urchins, hypometabolic factors, hypobiosis, brains of ground squirrels that hibernate through
the winter



БИОФИЗИКА, 2022, том 67, № 4, с. 707–714

707

ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ СОЕДИНЕНИЙ СЕРЕБРА
© 2022  г.   Д.Б. Корман*, Л.А. Островская*, #, Н.В. Блюхтерова*,

В.А. Рыкова*, М.М. Фомина*
*Институт биохимической физики им. Н.М. Эмануэля РАН, ул. Косыгина, 4, Москва, 119334, Россия 

#Е mail: larros@list.ru
Поступила в редакцию 28.04.2022 г.

После доработки 28.04.2022 г.
Принята к публикации 04.05.2022 г.

В обзоре обобщены экспериментальные данные, связанные с изучением цитотоксической активно-
сти серебросодержащих соединений в отношении клеточных культур опухолей человека. Рассмат-
риваются возможные механизмы наблюдающихся эффектов. 

Ключевые слова: серебросодержащие соединения, цитотоксичность, клеточные культуры опухолей
человека.
DOI: 10.31857/S0006302922040093,  EDN: ITMGRO

Соединения, содержащие ионы благородных
металлов – золота и серебра, как показали иссле-
дования последних десятилетий, обладают значи-
тельной биологической, в том числе цитотокси-
ческой, генотоксической, гемостатической и
противоопухолевой активностью, что указывает
на перспективность их изучения в качестве по-
тенциальных противоопухолевых, антимикроб-
ных и гемостатических средств [1–6]. 

Хорошо известно, что предметы из серебра ис-
пользовали для предохранения воды, пищевых
продуктов и вина от порчи еще в античной Гре-
ции и древнем Риме. 

В течение сотен лет серебро и его соединения
использовали в медицине качестве антисептиче-
ских средств при лечении ран, язв, ожогов.

До введения в медицинскую практику анти-
биотиков серебросодержащие соединения были
самыми мощными антимикробными агентами. 

Наиболее известные препараты серебра –
азотнокислое серебро (нитрат серебра, или ля-
пис), сульфодиазин серебра (Dermaxine) и суль-
фатиазол серебра (Argosulfan). Широко применя-
ются также препараты коллоидального серебра
(колларгол и протаргол). Лечебные свойства всех
этих средств определяются специфической био-
логической активностью ионов серебра Ag(I), ко-
торые образуются в результате распада этих со-
единений [7]. 

Следует заметить, что серебро в следовых ко-
личествах обнаружено в 29 различных тканях че-

ловека, однако физиологическая роль серебра в
организме остается невыясненной [8].

Одним из главных фармакологических свойств
препаратов серебра является их антимикробная ак-
тивность, благодаря чему они используются в ос-
новном как антисептики, прежде всего в медицине
для предупреждения инфицирования, в частности,
в качестве покрытия при изготовлении искусствен-
ных клапанов сердца и катетеров, а также в фарма-
цевтической, пищевой, косметологической и тек-
стильной промышленности [7, 8]. 

Важной фармакологической особенностью
препаратов на основе серебра является также их
гемостатическое кровоостанавливающее дей-
ствие [6, 9]. 

В последние годы установлено, что препараты
серебра наряду с антимикробной и гемостатиче-
ской активностью обладают также цитотоксиче-
ским и генотоксическим действием на нормаль-
ные и опухолевые клетки человека и животных.

Показано, что цитотоксический и генотокси-
ческий эффект препаратов серебра обусловлен
воздействием ионов серебра на различные интра-
целлюлярные органеллы и молекулярные струк-
туры.

Мишенями для действия ионов серебра могут
служить тиолсодержащие белки и молекулы в ци-
топлазме, плазматическая, митохондриальные,
лизосомные мембраны, а также ДНК. Ионы се-
ребра вызывают пероксидацию липидов мем-
бран, приводящую к повышению их проницае-
мости. Повреждение плазматической мембраны
вызывает выход из клетки содержимого цитозоляСокращение: АФК – активные формы кислорода. 

УДК 577.3

БИОФИЗИКА КЛЕТКИ



708

БИОФИЗИКА  том 67  № 4  2022

КОРМАН и др.

и некротическую гибель клетки. Повреждение
мембраны лизосом приводит к выделению катеп-
сина и индукции аутофагии. Повреждение мито-
хондрий сопровождается нарушением транспор-
та электронов, ингибированием синтеза АТФ,
увеличением продукции активных форм кисло-
рода (АФК), генерацией оксидативного стресса.
Ионы серебра способны индуцировать также раз-
личные повреждения ДНК. Все эти процессы ве-
дут к апоптотической гибели клетки.

Обнаружение цитотоксических свойств пре-
паратов серебра стимулировало их исследование
в качестве потенциальных противоопухолевых
агентов [11, 12].

В представленном обзоре рассматриваются
цитотоксические эффекты различных соедине-
ний, содержащих серебро, в отношении культур
опухолевых и нормальных клеток человека и жи-
вотных. 

Серебро, будучи переходным металлом, спо-
собно образовывать комплексные соединения.
Синтез и исследование подобных веществ в каче-
стве потенциальных противоопухолевых препа-
ратов интенсивно развиваются в течение послед-
них двух десятилетий. Показано, что активность
таких соединений во многом зависит от природы
лиганда, входящего в структуру этих веществ.
При этом особое значение придается использова-
нию лигандов, обладающих собственной биоло-
гической активностью. Предполагается, что со-
четание в одном соединении двух биологически
активных компонентов – ионов серебра и лиган-
да – способно обеспечить достижение эффекта
синергизма при действии препарата [12].

Полиакрилат серебра (аргакрил). Примером та-
кого рода соединения может служить серебросо-
держащий препарат на основе биологически ак-
тивного полимера – полиакриловой кислоты,
имеющий условное название аргакрил.

Полиакрилат серебра (аргакрил), представля-
ет собой неполную металлическую соль полиа-
криловой кислоты, содержащую одновалентный
ион серебра. 

Показано, что аргакрил обладает значитель-
ной противоопухолевой активностью, вызывая in
vivo торможение развития солидных опухолей
мышей: карциномы легких Льюис – на 90%, аде-
нокарциномы молочной железы Са-755 – на 70%,
аденокарциномы Акатол – на 55%, а также увели-
чение средней продолжительности жизни мышей
на 46% по сравнению с контролем (карцинома
легких Льюис). Этот эффект достигается при
применении препарата в диапазоне доз 2–6 мг/кг
в сутки, внутрибрюшинно, в течение 5–9 суток,
начиная со следующих суток после перевивки
опухоли (LD50 составляет 30 мг/кг) [2, 4, 5]. 

Установлен значительный цитотоксический
эффект аргакрила в отношении клеточных куль-

тур опухолей человека (рак молочной железы
MCF-7, рак легкого А-549, рак толстой кишки
HCT116, меланома Mel Me). Показатель цитоток-
сического эффекта IС50 варьирует в пределах от
25 до 180 мкг/мл, изменяясь в зависимости от ти-
па опухолевых клеток. Наибольшую чувствитель-
ность к действию препарата проявляют клетки
рака молочной железы MCF-7. Отмечено цито-
токсическое действие аргакрила и на нормальные
фибробласты кожи человека линии hFb-hTERT6
(IC50 = 25 мкг/мл) [2, 3]. 

Нитрат серебра (азотнокислое серебро). Резуль-
таты многочисленных исследований, проведен-
ных с нитратом серебра (AgNO3), свидетельству-
ют о способности ионов серебра оказывать цито-
токсическое действие на опухолевые и
нормальные клетки. При этом отмечается дозо- и
время-зависимый характер гибели клеток под
влиянием препарата.

Так, нитрат серебра при применении в кон-
центрациях 1000 и 20 мкМ вызывает гибель 90 и
80% клеток рака легкого человека линии А549 со-
ответственно, а при применении в концентрации
менее 10 мкМ утрачивает цитотоксическое дей-
ствие [13–16]. Аналогичную зависимость отмети-
ли при культивировании с нитратом серебра фиб-
робластов эмбриона крыс линии Н-ras 5RP7 [12].

Цитотоксический эффект нитрата серебра
связывают в первую очередь с образованием иона
серебра (Ag+), генерирующего АФК и индуциру-
ющего оксидативный стресс, что ведет к повре-
ждениям, вызывающим клеточную гибель [10].
После 72-часовой инкубации клеток рака легкого
человека А549 с нитратом серебра в концентра-
ции, при которой гибнет 50% клеток (индекс ци-
тотоксичности IC50), зарегистрированы гипер-
продукция АФК, деполяризация потенциала ми-
тохондриальной мембраны, повреждения ДНК и
признаки раннего и позднего апоптоза опухоле-
вых клеток. Установлена достоверная корреля-
ция между степенью повреждения митохондрий
и интрацеллюлярным уровнем АФК [13, 15]. 

Считается, что нитрат серебра мало токсичен
для нормальных клеток. Однако при инкубации с
препаратом фибробластов эмбриона крыс (линия
H-ras5RP7) и мышей (линия NIH/3T3) в течение
24 ч зарегистрирована дозозависимая апоптоти-
ческая гибель клеток с IC50, равным 6.75 и
12.3 мкМ соответственно. После 24-часового
культивирования с нитратом серебра клеток
H-ras5RP7 число апоптотических клеток увели-
чилось с 3.4% в контроле до 48.3% [14]. 

Следует отметить, что карбонат серебра
(Ag2CO3), в отличие от нитрата серебра, оказыва-
ет незначительное цитотоксическое действие на
герминогенные клетки мышей линии С18-4. При
культивировании этих клеток с карбонатом се-
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ребра, примененным в диапазоне концентраций
до 100 мкг/мл, гибели клеток не наблюдалось;
IC50 препарата составил 408 мкг/мл [17].

Обнаружение цитототоксичности нитрата се-
ребра в отношении опухолевых клеток послужи-
ло основанием для синтеза и изучения на наличие
цитотоксической активности в отношении раз-
личных линий опухолевых и нормальных клеток
разнообразных серебросодержащих комплекс-
ных соединений. 

Важно отметить, что цитотоксический эффект
многих серебросодержащих комплексов в отно-
шении опухолевых клеток сопоставим или даже
превосходит активность комплексного соедине-
ния платины (цис-диамин-дихлорплатина, или
«цисплатина»), являющегося стандартным высо-
коэффективным противоопухолевым препара-
том, а также некоторых других противоопухоле-
вых препаратов (5-фторурацил, тамоксифен) [18].

Для ряда Ag(I)-содержащих комплексов пока-
зано отсутствие перекрестной резистентности с
цисплатиной. Например, на клетках рака легкого
А549, резистентных к препаратам платины, заре-
гистрирована высокая цитотоксичность Ag(I)
комплексов, содержащих в качестве лигандов N-
гетероциклические карбены [19].

Изучено несколько десятков комплексных со-
единений, в которых ионы серебра были коорди-
нированы с лигандами, представляющими хими-
ческие соединения разных классов (карбоновые
кислоты, аминокислоты, доноры азота, фосфора
или сульфогрупп, гетероциклические карбены и
др.). Цитотоксический эффект этих соединений
связывают с интрацеллюлярным выделением из
них ионов серебра, в то время как лиганды рас-
сматриваются в качестве структур, обеспечиваю-
щих доставку серебра в клетки [20].

Предполагается, что эффект комплексных со-
единений серебра зависит от таких важных харак-
теристик препарата как стабильность и соотно-
шение его гидрофильно-липофильных свойств,
которые в значительной степени обусловлены
природой имеющегося в структуре вещества ли-
ганда. 

Показано, что цитотоксическое действие этих
комплексов зависит как от природы лиганда, со-
единенного с ионом серебра, так и от типа кле-
ток, причем, как правило, цитотоксичность в от-
ношении всех опухолевых клеток существенно
превосходит действие препаратов на разнообраз-
ные нормальные клетки. 

Следует отметить, что зарегистрирована се-
лективность цитотоксического действия серебро-
содержащих комплексных соединений в отноше-
нии определенных опухолевых клеток в зависи-
мости от типа лиганда, координированного с
ионами серебра. 

Например, показано, что комплексы, имею-
щие в качестве лиганда доноры атомов фосфора,
демонстрируют высокую цитотоксичность на
клетках карциномы и саркомы и существенно
меньшую активность на клетках аденокарцино-
мы. В то же время комплексы с лигандами на ос-
нове карбоксиловой кислоты наиболее активны в
отношении клеток аденокарциномы [20].

Серебросодержащие фосфины. Показано, что
ряд фосфинов серебра вызывают апоптотиче-
скую гибель клеток рака молочной железы чело-
века линии MCF-7 [21]. 

Двухъядерный фторсодержащий комплекс
Ag+ с трифенилфосфином оказывал выраженное
цитотоксическое действие на клетки рака коло-
ректального рака человека линии НСТ116 (IC50
составлял 4.9 мкМ) и трижды-негативного рака
молочной железы линии МВА-МВ-331 (IC50 рав-
нялся 4.2 мкМ). Показано, что этот комплекс
способен электростатически связываться с ДНК
путем взаимодействия ионов серебра с фосфат-
ной группой ДНК, выделенной из тимуса теленка
[22].

Комплекс серебра с тиоцианат-4-метоксифе-
нилфосфином индуцировал апоптотическую ги-
бель клеток плоскоклеточного рака пищевода ли-
нии SNO, ассоциированную с повреждением ми-
тохондрий. Культивирование клеток с этим
комплексом приводило к деполяризации мито-
хондриальной мембраны, снижению уровня
АТФ, усилению продукции АФК, выходу в цито-
золь цитохрома с и распаду каспазы-9 [23]. 

При культивировании клеток SNO с фосфи-
новым комплексом серебра с цианидом зареги-
стрирована более высокая цитотоксичность ком-
плекса по сравнению с цисплатиной – IC50
cоставлял 4.02 и 47.39 мкМ соответственно [18].

При исследовании цитотоксичности комплек-
сов Ag+ с пиридолфосфинами на панели культи-
вируемых клеток рака яичников человека уста-
новлена связь между цитотоксическим эффектом
этих комплексов и их гидрофильностью. В зави-
симости от величины коэффициента растворе-
ния в системе октанол/вода IC50 изученных со-
единений колебался в пределах от 0.18 до 1500
мкМ [24].

Карбен-содержащие соединения серебра. Син-
тезировано и протестировано на наличие проти-
воопухолевой активности большое число разно-
образных комплексов серебра с N-гетероцикли-
ческими карбенами [25, 26].

Показана цитотоксичность трех Ag(I)-N-гете-
роциклических карбеновых комплексов на осно-
ве 4,5-дихлор-1Н-имидазола в отношении кле-
точных культур рака яичников OVCAR-3 и рака
молочной железы МВ157. Показатель IC50 для ис-
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следовавшихся культур через 72 ч инкубирования
клеток с препаратами составил 20–35 и 8–20 мкМ
соответственно, изменяясь в указанном диапазо-
не концентраций в зависимости от структуры со-
единения. Следует отметить, что в отношении
указанных клеток приведенные показатели цито-
токсичности протестированных комплексов со-
поставимы с индексами цитотоксичности цис-
платины и нитрата серебра, для которых IC50 из-
менялся в пределах 12–25 и 25–35 мкМ
соответственно. Отмечено также, что в условиях
более короткой инкубации (36 ч) при примене-
нии комплексов в концентрации 50 мкМ их цито-
токсичность превосходила действие цисплатины
и нитрата серебра [8].

Зависимость цитотоксического эффекта этих
комплексов от типа опухоли подтверждается
практически полным отсутствием их цитоток-
сичности для клеток рака шейки матки линии
HeLa, в то время как и цисплатина, и нитрат се-
ребра, в отличие от изученных комплексов, ока-
зались для этих клеток высокотоксичными (IC50
составил 25 мкМ для обоих агентов).

В эксперименте in vivo с ксенографтами рака
яичников OVCAR-3, в котором комплексы вво-
дили мышам подкожно в области опухоли три ра-
за в течение 10 суток в суммарной дозе 1000 мг/кг,
при оценке эффекта по результатам гистологиче-
ского исследования обнаружена значительная ги-
бель клеток в опухоли при отсутствии видимых
повреждений в нормальных тканях [8]. 

Цитотоксичность комплексов Ag(I) с N-гете-
роциклическими карбенами обнаружена также в
отношении клеток рака молочной железы линий
MCF-7 и MDA-MB-231, клеток колоректального
рака линии НСТ116 и клеток рака предстательной
железы линии DU-145 [25,27]. Отмечена высокая
чувствительность к подобным соединениям кле-
ток рака молочной железы линии MDA-MB-231
(IC50 составлял 1 мкМ) [27].

Комплексы Ag(I) с N-гетероциклическими
карбенами оказались менее цитотоксичными для
нормальных мышиных жировых клеток линии L-
929 по сравнению с опухолевыми клетками
(MCF-7, MDA-MB-231, DU-145) [27].

Сообщалось о синтезе и изучении флуоресци-
рующего серебросодержащего карбенового ком-
плекса ([Ag(EIA)2]Cl), содержащего 2-антраце-
нил-флуоресцентный зонд. На клетках нейробла-
стомы человека линии SM-SYSY показана
цитотоксичность этого соединения, которая
определялась уровнем его интернализации в
клетку. Механизм цитотоксического действия
комплекса связывают с ковалентным связывани-
ем одного или двух карбеновых лигандов с С-тер-
минальным декапептидом антиоксидантного
фермента тиоредоксин редуктазы (hTrxR9488-

499) с сопутствующим выделением катиона се-
ребра, что ведет к ингибированию активности
фермента [28]. 

Выраженная цитотоксичность аналогичного
комплекса обнаружена в отношении клеток ко-
лоректального рака линии SW480, рака легкого
линии A549, гепатоцеллюлярного рака линии
HepG2. При этом также показано, что антипро-
лиферативное действие комплекса может быть
связано с подавлением активности тиоредоксин
редуктазы. Кроме того, в этих экспериментах об-
наружено связывание комплекса с ДНК [29].

Следует заметить, что тиоредоксинредуктаза
является мишенью для реализации цитотоксиче-
ского действия и комплексных соединений одно-
и трехвалентного золота. Однако в этом случае
эффект обусловлен связыванием ионов золота с
селеном, входящим в каталитический центр фер-
мента. В результате также ингибируется актив-
ность фермента, что ведет к развитию оксидатив-
ного стресса и гибели клетки [1]. 

Цитотоксичность серебросодержащих ком-
плексов может реализовываться также в результа-
те индукции некроза клеток. На клетках РЛ А549
показано, что при культивировании клеток с пи-
разол/пиридин-Ag(I)-комплексами с N-гетеро-
циклическими карбенами в качестве лигандов
происходит каспазо-независимая некротическая
гибель клеток, ассоциированная с усилением
внутриклеточной продукции АФК и снижением
потенциала митохондриальной мембраны [19].

Еще одной мишенью для противоопухолевого
действия серебросодержащих комплексов может
быть убиквитин-протеосомная система. Показа-
но, что комплекс серебра с дисульфирамом (анта-
бус) ингибирует деубиквитиназы протеосомы 19S
(USP14 и UCHL5) и не влияет на активность пеп-
тидаз протеосомы 20S. При инкубации клеток ра-
ка легкого линий А549 и Н1299 с этим комплек-
сом регистрировалась выраженная апоптотиче-
ская гибель клеток с IC50, составляющим 0.49 и
0.60 мкМ соответственно. Для клеток нормально-
го легочного эпителия (линия 16НВЕ) цитоток-
сичность комплекса была существенно меньше –
IC50 равнялся 2.59 мкМ. На ксенографтах линий
А549 и Н1299 показано, что комплекс обладает
противоопухолевой активностью – внутрибрю-
шинное введение мышам комплекса в дозе
2.5 мг/кг/сутки в течение двух недель приводило
к достоверному торможению роста опухолей в те-
чение этого времени [16].

Кумарин-содержащее соединение серебра. Ком-
плекс одновалентного серебра с 4-окси-3-нитро-
кумарин-бис(фенантролин)ом [Ag(hnc)(phen)2]
проявляет дозо- и время-зависимое антипроли-
феративное действие в отношении культур кле-
ток рака почки линии А-498 и гепатоцеллюляр-
ного рака линии HepG2, тогда как этот эффект не
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наблюдается в отношении опухолевых клеток по-
чек линии НК-2 и печени линии Chang. В отно-
шении клеток HepG2 комплекс оказался в четыре
раза активнее цисплатины. Показано, что ком-
плекс не интеркалирует ДНК, но снижает ее син-
тез. Гибель клеток при действии комплекса про-
исходит путем апоптоза [20].

Гидразон-содержащие соединения серебра. Ци-
тотоксические свойства исследованы у ряда ком-
плексных соединений серебра с бензоилпири-
дин-производными гидразонов, в которых к иону
серебра присоединены в качестве лигандов гид-
разон и нитрат.

Культивирование клеток меланомы мышей
линии В16F10 с этими комплексами привело к
дозозависимой гибели клеток с IC50, равным 2.0–
2.4 мкМ, тогда как при применении цисплатины
IC50 составлял 10.0 мкМ. Цитотоксичность этих
комплексов в отношении неопухолевых мелано-
цитов (линия MelanA) оказалась в четыре-десять
раз меньше, чем в отношении опухолевых клеток.

Обнаружено, что эти комплексы интеркалиру-
ют ДНК тимуса теленка за счет взаимодействия
лигандов с ДНК, тогда как ковалентное связыва-
ние Ag+ с ДНК не зарегистрировано. 

Показано также, что изученные комплексы
связываются альбуминами сыворотки крови че-
ловека [31]. 

Комплексное соединение серебра с тиосульфа-
том натрия. Исследована цитотоксичность се-
ребросодержащего комплекса с тиосульфатом
натрия (Na3[Ag(S2O3)2]3–.

Известно, что тиосульфат натрия обладает ан-
тиоксидантной активностью и используется в ка-
честве антидота при отравлении цианидами и
для предупреждения некоторых побочных явле-
ний при лечении рядом противоопухолевых пре-
паратов. 

При культивировании с этим соединением
клеток рака молочной железы MCF-7 и клеток
миелоидного лейкоза К562 зарегистрирована до-
зозависимая цитотоксичность, более выражен-
ная у клеток MCF-7 (гибель клеток наблюдалась
в диапазоне концентраций 12–120 мкМ при IC50,
равном 21.3 мкМ) по сравнению с клетками К562
(достоверная гибель клеток отмечена только при
концентрации препарата, равной 120 мкМ). 

Культивирование опухолевых клеток с этим
комплексом сопровождалось возрастанием ин-
трацеллюлярного уровня АФК, снижением уров-
ня глютатиона, блоком клеточного цикла в фазе
G1/S, снижением экспрессии маркера клеточной
пролиферации PCNA. 

В то же время комплекс не проявлял цитоток-
сичности при всех изученных концентрациях в

отношении клеток нормального эпителия молоч-
ной железы человека (линия HMEC) и мезенхи-
мальных стволовых клеток костного мозга чело-
века (линия HMSC) [32]. 

Комплексные соединения серебра на основе из-
вестных лекарственных препаратов. При исследо-
вании противоопухолевых и цитотоксических
свойств серебросодержащих соединений боль-
шое внимание уделяется синтезу и изучению
комплексных соединений серебра, имеющих в
своей структуре в качестве лигандов вещества,
которые уже используются в медицинской прак-
тике как лекарственные препараты. 

Комплексные соединения серебра и метронидазо-
ла. Проводится синтез и изучение цитотоксично-
сти комплексных соединений серебра, содержа-
щих в своей структуре в качестве лигандов произ-
водные имидазола, в частности метронидазол,
который применяется при лечении бактериаль-
ных и протозойных инфекций, а также производ-
ные пиридина, имеющие широкое медицинское
применение [12].

При сравнительном исследовании цитоток-
сичности нитрата серебра, комплекса серебра с
метронидазолом и комплекса серебра с 4-гидрок-
симетилпиридином установлено, что все три со-
единения подавляют рост клеток рака поджелу-
дочной железы линий PANC-1 и 1.2B4. Показано,
что индекс IC50 этих соединений для клеток ли-
нии PANC-1 составляет 16.2, 14.5 и 13.1 мкМ со-
ответственно, а для клеток линии 1.2В4 – 8.8, 10.0
и 8.8 мкМ соответственно. Для сравнения отме-
тим, что IC50 для цисплатины в этом эксперимен-
те составил 11.8 и 19.7 μМ. Показано, что метро-
нидазол и 4-гидроксиметилпиридин практически
не подавляют рост опухолевых клеток.

Отмечается зависимость цитотоксичности
этих комплексов от типа опухолевых клеток. Все
три вещества проявляют более выраженную ци-
тотоксичность в отношении клеток линии 1.2В4
по сравнению с действием на клетки линии
PANC-1. При этом в отношении клеток линии
1.2В4 цитотоксичность изученных соединений
значительно превышает цитотоксичность цис-
платины. Показано, что инкубация клеток обеих
линий с изученными донорами ионов серебра со-
провождается дозазависимым повреждением
ДНК и индукцией апоптоза [12].

Инкубация клеток гепатоцеллюлярного рака
линии HepG2 с этими соединениями в течение
72 ч также сопровождалась значительной дозо-
зависимой гибелью клеток с IC50, равным 6.4, 7.6
и 6.5 мкМ соответственно. 

В то же время для нормальных клеток (фиб-
робласты мышей линии Balb/c3T3) цитотоксич-
ность этих сравниваемых соединений оказалась
почти в два раза значительнее, чем для опухоле-
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вых клеток – IC50 составлял соответственно 2.2,
3.4 и 2.1 мкМ. 

Авторы полагают, что обнаруженное различие
в чувствительности опухолевых и нормальных
клеток к изучавшимся препаратам серебра обу-
словлено особенностями этих клеток – фиброб-
ласты относятся к неметаболизирующим клет-
кам, тогда как клетки гепатоцеллюлярного рака -
к метаболизирующим [33].

Комплексные соединения серебра с нестероидны-
ми противовоспалительными препаратами. Уста-
новлена высокая цитотоксичность комплексов
Ag(I) с известными нестероидными противовос-
палительными препаратами – диклофенаком и
нифлуминовой кислотой – в отношении трех ли-
ний клеток опухолей человека: рака молочной
железы MCF-7, гепатоцеллюлярного рака HepG2
и колоректального рака НТ-29. 

При культивировании этих клеток с обоими
комплексами показана дозозависимая клеточная
гибель, выраженность которой определялась ти-
пом опухоли. Наибольший цитотоксический эф-
фект для комплекса с диклофенаком и препарата
с нифлуминовой кислотой зарегистрирован на
клетках MCF-7 (IC50 составил 20.6 и 29.2 мкМ со-
ответственно), наименьший эффект – на клетках
НТ-29 (IC50 равен 53.2 и 71.0 мк М соответ-
ственно). 

Следует отметить, что цитотоксичность этих
комплексов в отношении опухолевых клеток в
данном исследовании была сопоставима с цито-
токсичностью карбоплатина (производное цис-
платины).

Цитотоксичность обоих комплексов в отно-
шении мышиных фибробластов линии 3Т3-L1
была незначительной (IC50 – 151.8 мкM) и на по-
рядок меньшей, чем у карбоплатина (IC50 –
16.1 мкМ).

Оба комплекса вызывают апоптотическую ги-
бель клеток (линия MCF-7), что связывают с ин-
дукцией оксидативного стресса, ассоциирован-
ного с генерацией АФК, повреждением мембра-
ны митохондрий и ингибированием активности
ряда ферментов антиоксидантной защиты (ката-
лазы, глютатионпероксидазы, глютатионредук-
тазы) при возрастании активности супероксид-
дисмутазы [34]. 

Обнаружена цитотоксичность, сопоставимая с
действием цисплатины, у гетеролептических ком-
плексов Ag(I) с еще одним нестероидным противо-
воспалительным препаратом – напроксеном и с
терпиридинами в отношении клеток рака молочной
железы MCF-7, рака шейки матки HeLa, гепатоцел-
люлярного рака HepG2, эпителиомы линии Hep-2.
Апоптотическая гибель клеток при культивирова-
нии их с этими соединениями была примерно оди-

наковой у разных клеток – IC50 находилась в преде-
лах 7–9 мкМ.

Для нормальных фибробластов кожи человека
линии NHDF цитотоксичность препаратов была
незначительной (IC50 > 100 мкМ). 

При исследовании механизмов цитотоксично-
сти этих соединений на клетках гепатоцеллюляр-
ного рака HepG2 установлено, что они способны
интеркалировать ДНК, связываться с рецептора-
ми факторов роста EGFR и VEGFR2, вызывать
блок клеточного цикла в G0/G1 [35]. 

Однако цитотоксичность гетеролептических
комплексов Ag(I) с напроксеном и тиосемикарбазо-
нами в отношении клеток рака молочной железы
линий MCF-7, MDA-MB-231 и клеток рака подже-
лудочной железы линии PANC-1, оказалась намно-
го меньше (IC50 колебался в пределах от 73 до
107 мкМ) и почти в два раза уступала цитотоксично-
сти цисплатины и карбоплатины. Для нормальных
эпителиальных клеток молочной железы человека
(линия MCF-10a) эти соединения оказались также
малотоксичными (IC50 > 100 мкM) [36].

Комплексные соединения серебра с глицином и
никотинамидом. Серебросодержащие комплексы
с глицином и никотинамидом проявляют в три
раза более высокую цитотоксичность, чем цис-
платина, в отношении клеток лейкемии L-1210.
Этот эффект, как полагают, обусловлен связыва-
нием комплексов с ДНК (установлено в экспери-
ментах с ДНК тимуса теленка) и с подавлением
активности топоизомераз [37].

При сравнительном исследовании цитоток-
сичности в отношении клеток меланомы В16 се-
рии из шести серебросодержащих комплексов,
различающихся лигандами, обнаружено, что IC50
у этих соединений различался на порядок и коле-
бался в диапазоне от 2.44 до 28.65 мкМ. Следует
отметить, что только один из этих шести ком-
плексов, содержащий в качестве лиганда произ-
водное пиридина, существенно превосходил по
активности нитрат серебра и цисплатину.

Культивирование изученных комплексов с
мышиными фибробластами линии 10Т1/2 в кон-
центрации, соответствующей IC50 для клеток
В16, практически не сопровождалось гибелью
фибробластов [38].

ВЫВОДЫ
Анализ имеющихся данных о цитотоксично-

сти серебросодержащих соединений, различаю-
щихся характером присутствующих в их структу-
ре лигандов, указывает на несомненную способ-
ность таких веществ вызывать гибель опухолевых
клеток в условия in vitro. 

Для большинства изученных соединений сте-
пень цитотоксичности, которую принято харак-
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теризовать величиной индекса цитототоксично-
сти IC50, соответствует общепринятым критери-
ям, с помощью которых фиксируют наличие у
препарата цитотоксических свойств [39].

Однако если руководствоваться только этим
критерием, исходя из накопленных к настоящему
времени данных невозможно выделить структу-
ру, наиболее перспективную для дальнейшей раз-
работки в качестве потенциального лекарствен-
ного средства для лечения злокачественных опу-
холей. 

Очевидно, что для принятия обоснованного
решения по этому вопросу нельзя ограничиться
только результатами исследований in vitro, но сле-
дует провести экспериментальное изучение про-
тивоопухолевой эффективности серебросодер-
жащих веществ в отношении широкого спектра
перевиваемых опухолей животных и ксенограф-
тов опухолей человека in vivo. 

К сожалению, подобные исследования с се-
ребросодержащими комплексами пока не прово-
дились. Исключение, по-видимому, представля-
ет препарат полиакрилата серебра (аргакрил), для
которого была показана, помимо цитотоксично-
сти in vitro, способность существенно тормозить
рост опухолей животных in vivo.
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Соединения, содержащие благородные метал-
лы золото и серебро, на протяжении последних
десятилетий широко исследуются в качестве ве-
ществ, обладающих разносторонней биологиче-
ской активностью. Показана, в частности, на экс-
периментальных опухолевых моделях в условиях
in vitro и in vivo способность такого рода соедине-
ний вызывать гибель опухолевых клеток, ингиби-
ровать развитие опухолей животных и ксенограф-
тов опухолей человека, оказывать радиосенсиби-
лизирующее действие [1–3].

Одним из направлений исследования веществ,
содержащих золото и серебро, является изучение
возможностей их применения для биомедицин-
ских целей в виде наночастиц. Интенсивность
развития этого направления исследований обу-
словлена уникальными физическими (размер,
форма, поверхностный заряд) и химическими
(элементный состав покрытия поверхности, рас-
творимость) свойствами наночастиц золота и се-
ребра, которые создают условия для развития в
клетках живых организмов оксидативного стрес-
са, ведущего к различным биологическим эффек-
там [1, 2, 4, 5]. 

Ранее нами были обобщены данные, характе-
ризующие наночастицы золота в качестве цито-
токсических и радиосенсибилизирующих аген-
тов, имеющих определенную перспективу приме-
нения в виде потенциальных противоопухолевых
средств [1].

Задача представленного обзора состоит в ана-
лизе результатов экспериментального изучения
цитотоксической активности, противоопухоле-
вых свойств и механизмов действия наночастиц
серебра (НЧС). 

Отметим, что препараты серебра, вследствие
присущей данному металлу антимикробной ак-
тивности, давно находят практическое примене-
ние в различных областях. Наночастицы серебра
используются в медицинских целях (антисепти-
ческие покрытия инструментов, катетеров), в
парфюмерной и текстильной промышленности,
при изготовлении антисептических спреев, пред-
метов гигиены, при производстве контейнеров
для хранения продуктов питания, некоторых
предметов электроники [2, 6–9]. 

МЕТОДЫ ПОЛУЧЕНИЯ 
НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА

Существует целый ряд физических и химиче-
ских методов получения НЧС, в основе которых
лежат реакции химического восстановления нит-
рата серебра с помощью аскорбиновой кислоты,
этанола, гидрата бора, цитрата натрия и ряда дру-
гих восстанавливающих агентов, а также процес-
сы фотохимического, электрохимического вос-
становления, испарения, термального синтеза. 

В последние годы серьезное развитие получил
так называемый биогенный синтез («зеленый
синтез») НЧС с использованием экстрактов раз-
нообразных растений, водорослей, грибов, бак-
терий. 

Сокращения: НЧС – наночастицы серебра, АФК – актив-
ные формы кислорода.
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Принято считать, что биогенный синтез обла-
дает рядом преимуществ по сравнению с химиче-
скими и физическими методами получения
НЧС – не требуется применения токсических хи-
мических реагентов, сложного дорогостоящего
оборудования, высоких температур и давления.
Такие факторы как доступность, безопасность,
простота и низкая стоимость биогенного синтеза
способствовали его широкому распространению
[9–12].

Методы биогенного получения НЧС могут
быть разделены на экстрацеллюлярный и интра-
целлюлярный синтез.

При экстрацеллюлярном биогенном синтезе в
качестве восстанавливающих агентов обычно ис-
пользуются экстракты разных частей растений
(листья, стебли, корни, плоды), служащие источ-
ником образующихся в них вторичных метаболи-
тов (фенольные соединения, алкалоиды, изопре-
ноиды, различные минорные соединения). В
результате их действия ионы серебра восстанав-
ливаются до атомов металлического серебра, ко-
торые формируют наночастицы разного размера,
как правило, диаметром менее 100 нм. Варьируя
условия протекания реакции – концентрацию
соли, величину рН и температуру – можно кон-
тролировать размеры получаемых НЧС. Вторич-
ные метаболиты, содержащиеся в экстрактах рас-
тений, покрывают образующиеся НЧС, имею-
щие, как правило, сферическую форму, что
препятствует их агрегации. Такой процесс «есте-
ственного» покрытия наночастиц позволяет из-
бежать этапа их специального покрытия, харак-
терного для химического синтеза. 

При интрацеллюлярном синтезе нитрат сереб-
ра добавляют к культуре микроорганизмов либо
грибов, где происходит его внутриклеточное вос-
становление с образованием НЧС.

Среди НЧС, синтезированных биогенным пу-
тем, ~72% получены при использовании экстрак-
тов растений и около 15% – при применении экс-
трактов грибов [8, 10, 12–15].

Биологическая активность НЧС, полученных
при биогенном синтезе, подтверждена рядом экс-
периментальных данных. 

Так, НЧС, полученные с использованием экс-
тракта одного из видов малины (Rubus fairhol-
mianus), покрытые слоем этого экстракта толщи-
ной ~4.7 нм, индуцировали выраженную апопто-
тическую гибель клеток рака молочной железы
человека линии MCF-7 (концентрация НЧС − 10
мкг/мл, время инкубации – 24 ч) [16].

Сферические НЧС со средним диаметром,
равным 38.5 нм, полученные путем биогенного
синтеза с участием актинобактерий линии В5,
вызывали гибель клеток гепатокарциномы чело-
века линии HepG2 (IC50 составил 8.4 мкг/мл) [17].

Показана преимущественная цитотоксиче-
ская активность НЧС, полученных биогенным
путем, по сравнению с химически синтезирован-
ными частицами [18]. В цитируемом исследова-
нии проведено сравнение НЧС, полученных био-
генным путем с использованием экстракта ли-
стьев чая (НЧС-Ч) и синтезированных
химическим способом с применением в качестве
восстановителя цитрата натрия (НЧС-Ц). 

«Биогенные» НЧС оказывали более значи-
тельное цитотоксическое действие как на опухо-
левые, так и на нормальные клетки по сравнению
с химически синтезированными. При примене-
нии НЧС-Ч и НЧС-Ц индекс цитотоксичности
IC50 для клеток рака легкого линии А549 составил
63.1 и 72.2 ppm, а для нормальных фибробластов
мышей линии MRC-5 – 1.3 и 17.6 ppm соответ-
ственно. Для обоих типов НЧС характерно сни-
жение цитотоксичности с возрастанием степени
их агрегации.

Выявлены определенные различия также и в
физико-химических характеристиках, сравнива-
емых наночастиц. НЧС-Ч и НЧС-Ц имели разме-
ры, равные 8.3 и 10.1 нм, сферическую форму у 96
и 70% частиц, дзета-потенциал, составляющий
27.8 и 36.2 мВ соответственно. 

Сравниваемые НЧС различались по характеру
и размерам покрытия, а также по склонности к
агрегации. «Биогенные» НЧС обладали биологи-
ческой матрицей из элементов экстракта листьев
чая и отличались меньшей склонностью к агрега-
ции по сравнению с химически синтезированны-
ми [18]. 

ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ НАНОЧАСТИЦ 
СЕРЕБРА В ОТНОШЕНИИ 

ОПУХОЛЕВЫХ КЛЕТОК
Изучению цитотоксичности НЧС для опухо-

левых клеток способствовало пристальное вни-
мание к оценке токсичности соединений серебра,
все более широко используемых в пищевой, ме-
дицинской, косметологической и парфюмерной
промышленности. Во многих подобных токсико-
логических исследованиях экспериментальными
моделями служили стабильные клеточные куль-
туры опухолей человека различной природы.
Очевидно, что полученные в этих исследованиях
данные можно рассматривать и для оценки по-
тенциальных противоопухолевых свойств НЧС.

Цитотоксичность НЧС исследована на широ-
ком спектре клеточных культур опухолей челове-
ка (рак молочной железы, шейки матки, легкого,
предстательной железы, гепатоцеллюлярный, ко-
лоректальный, назофаренгиальный рак, глиобла-
стома, фибросаркома). Показано, что НЧС вызы-
вают гибель клеток практически всех изученных
опухолей с индексом цитотоксичности IC50, на-
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ходящемся в диапазоне, соответствующем при-
нятым критериям цитотоксичности химических
соединений [19]. 

Например, при исследовании цитотоксично-
сти сферических НЧС диаметром 7–20 нм IC50
для клеток фибросаркомы человека (линия
НТ-1080) составил 10.6 мкг/мл, а для клеток эпи-
дермальной карциномы (А431) – 11.1 мкг/мл. Ги-
бель клеток происходила в результате индукции
оксидативного стресса – уровень глютатиона
снизился в 1.6 и 3.0 раза, уровень супероксид дис-
мутазы – в 2.5 и в 2.0 раза, пероксидация липидов
усилилась в 2.5 и 2.9 раза соответственно. Кон-
центрация каспазы-3, требуемой для индукции
апоптоза, составила 0.78 и 1.5 мкг/мл [20].

В то же время в ряде исследований не удалось
зарегистрировать цитотоксический эффект у не-
которых изученных НЧС. Так, при 24-часовом
культивировании клеток MCF-7 c НЧС диамет-
ром 20 нм в концентрации 0.39–100 мкг/мл не на-
блюдали гибель клеток, хотя при концентрации
НЧС, равной 25 и 50 мкг/мл, регистрировали уси-
ление продукции активных форм кислорода
(АФК), но не наблюдали изменений потенциала
митохондриальной мембраны. В то же время об-
наружены индукция эпителиально-мезенхималь-
ного перехода по усилению экспрессии ряда бел-
ков, регулирующих эпителиально-мезенхималь-
ный переход (МТА3, β-катенина), и усиление
способности клеток к миграции [21].

Особый интерес представляют НЧС, получае-
мые биогенным синтезом с использованием экс-
трактов растений, обладающих собственной ци-
тотоксической активностью. Предполагается,
что при таком подходе можно добиться усиления
противоопухолевого действия за счет суммации
действия ионов серебра и этих растений, в том
числе, за счет более значительного накопления в
опухолевых клетках экстрактов растений, достав-
ляемых НЧС [22].

Следует отметить, что антипролиферативная
активность НЧС, полученных биогенным синте-
зом, изучена на разных линиях опухолевых кле-
ток; при этом в большинство исследований вклю-
чались клетки рака молочной железы, для кото-
рых НЧС оказались высокотоксичными [14].

Усиление цитотоксического действия экс-
трактов растений при использовании для их до-
ставки в клетки НЧС показано в экспериментах
по сравнительному изучению эффективности чи-
стого экстракта листьев индийской конопли (Fa-
gonica indica), обладающей значимой противоопу-
холевой активностью, и НЧС, полученных био-
генным путем с применением этого экстракта.

Установлено, что как НЧС (диаметром 10–60
нм с дзета-потенциалом –16.3 мВ), покрытые
экстрактом, так и «чистый» экстракт обладают
существенной дозо- и время-зависимой цитоток-

сической активностью в отношении клеток
MCF-7. Однако НЧС достоверно превосходили
по цитотоксичности «чистый» экстракт – IC50 со-
ставлял 12.35 и 25.09 мкг/мл соответственно. Оба
агента индуцировали в клетках продукцию АФК,
усиливали активацию каспаз 3 и 9, вызывали апо-
птоз, при этом выраженность этих эффектов так-
же была достоверно более значительной при при-
менении НЧС [10].

Высокая дозозависимая цитотоксичность для
клеток MCF-7 обнаружена у НЧС, полученных
биогенным синтезом с использованием экстракта
листьев черного чая, содержащего большие коли-
чества полифенолов, в том числе катехинов, об-
ладающих противоопухолевой активностью. Ин-
кубация клеток с этими НЧС приводила к почти
100%-й гибели клеток [23].

НЧС (средний размер 12 нм), полученные с
использованием экстракта цветов одного из ви-
дов тысячелистника (Achielea biebersteinii), обла-
дающего противоопухолевыми свойствами, вы-
зывали дозо- и время-зависимую гибель клеток
MCF-7 с индексом цитотоксичности IC50, рав-
ным 20 мкг/мл (время инкубации – 24 ч) [24].

Сообщалось о получении НЧС биогенным
синтезом с использованием экстракта зеленой
шелухи грецкого ореха, содержащего большое ко-
личество полифенолов, в том числе эллаговую
кислоту, обладающую противоопухолевой актив-
ностью. При инкубации клеток MCF-7 с этими
НЧС зарегистрирована дозозависимая гибель
клеток с максимальным эффектом (гибель 70%
клеток) при концентрации НЧС, равной
60 мкг/мл. При применении в такой концентра-
ции стандартных НЧС погибло 56% клеток, при
применении экстракта – 40% клеток. Цитоток-
сичность «биогенных» НЧС в отношении фиб-
робластов мышей линии L-929 была незначи-
тельной (гибель 15% клеток) [22]. 

Была исследована цитотоксичность НЧС, по-
лученных в реакции нитрата серебра с водным
экстрактом листьев крапивы индийской (Acaly-
pha indica), в отношении культуры клеток рака
молочной железы MDA-MB-231 [25]. Зарегистри-
рована умеренная дозозависимая гибель клеток с
максимумом гибели (40%) после 48-часовой ин-
кубации при максимальной изученной дозе
(100 мкг/мл). Такой же эффект зарегистрирован
при инкубация этих клеток с такими же дозами
нитрата серебра [25]. 

Более значительная цитотоксичность на клет-
ках MCF-7 зарегистрирована для НЧС, получен-
ных с использованием экстракта листьев центел-
лы азиатской (Centella asiatica). Культивирование
клеток MCF-7 в течение 48 ч с этими НЧС в кон-
центрации 100 мкг/мл привело к гибели 93% кле-
ток. Однако при концентрации НЧС, равной
3 мкг/мл, гибель клеток составила всего 18.5%.
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КОРМАН и др.

Определенное значение для эффективности НЧС
имеет и длительность воздействия. При культи-
вировании клеток с этими НЧС в течение 24 ч
IC50 составил 8.8 мкг/мл, в течение 48 ч –
5.0 мкг/мл [26].

НЧС, полученные с использованием экстрак-
та корневища растения семейства имбирных
(Kaempferia rotunda), обладающего противо-
опухолевой активностью, вызывали дозозависи-
мую гибель стволовых клеток глиобластомы че-
ловека – при концентрации НЧС, равной
40 мкг/мл, регистрировалась гибель 100% клеток,
IC50 равнялся 6.8 мкг/мл [27].

Сферические НЧС (диаметром 3–36 нм c по-
верхностным зарядом –18.7 мВ), полученные при
смешивании раствора нитрата серебра с автоли-
затом актинобактерий линии SF23M, обладают
цитотоксичностью как в отношении клеток рака
молочной железы MCF-7, так и нормальных мак-
рофагов линии RAW264.7. Индекс цитотоксично-
сти IC50 составлял соответственно 12.9 и
16.3 мкг/мл [28].

ФАКТОРЫ, ВЛИЯЮЩИЕ 
НА ЦИТОТОКСИЧЕСКИЙ ЭФФЕКТ 

НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА
Существует представление, согласно которому

НЧС следует рассматривать лишь как систему на-
правленной доставки ионов серебра в высоких
концентрациях к клеткам-мишеням. Предпола-
гается, что, воздействуя на эту систему разными
способами (варьируя размеры, природу связан-
ных с ними лигандов, тип покрытия), можно су-
щественно повысить эффективность действия
НЧС за счет повышения интрацеллюлярного
уровня ионов серебра [6, 9]. 

Показано, что цитотоксичность НЧС, так же,
как и наночастиц других благородных металлов,
зависит от их размера, характера поверхности, ее
заряда, а также от концентрации и длительности
воздействия [1, 9, 29].

Размер и форма наночастиц. Предполагается,
что чем меньше размер наночастиц, тем выше их
цитотоксичность вследствие усиления эндоцито-
за. Однако в результате проведенных в этом на-
правлении экспериментальных исследований
НЧС получены неоднозначные данные.

При исследовании действия трех видов НЧС
размерами 5, 20 и 50 нм, на четырех клеточных
моделях разных опухолей человека (А549, SGC-
7901, HepG2, MCF-7) установлено, что наиболее
выраженные эффекты (гибель клеток, генерация
АФК, развитие оксидативного стресса, блок кле-
точного цикла в S-фазе, индукция апоптоза) ре-
гистрировались при применении НЧС диамет-
ром 5 нм. Наиболее значительное интрацеллю-

лярное содержание НЧС также наблюдалось при
применении НЧС диаметром 5 нм, с чем и связы-
вают наибольшую цитотоксичность НЧС такого
размера [30].

Оценка влияния размера НЧС на их эффек-
тивность проведена на примере изучения цито-
токсичности НЧС, полученных биогенным син-
тезом с использованием экстракта черного чая.
Показано, что в отношении клеток линии MCF-7
НЧС диаметром 5 нм обладали существенно бо-
лее высокой цитотоксичностью, чем НЧС диа-
метром 15 нм [23].

В сравнительном исследовании НЧС диамет-
ром 20 и 110 нм, покрытых цитратом или поливи-
нилпирролидоном, также обнаружена суще-
ственно более высокая цитотоксичность НЧС
меньшего размера в отношении клеток легочного
эпителия [31].

В другом исследовании показано, что самые
малые (диаметром 4 нм) из изученных НЧС про-
являли наибольшую эффективность (подавление
роста клеток, развитие оксидативного стресса) в
отношении клеток лейкоза U937 [29]. 

Однако в работе других авторов, проведенной
на клетках HeLa и U397, показано, что размер
изученных ими НЧС не влиял на их цитотоксич-
ность [32]. При сравнении апоптотического эф-
фекта НЧС диаметром 5 и 35 нм в отношении
клеток остеосаркомы также было показано, что
этот эффект не зависит от размера НЧС в случае
одинаковой интернализации НЧС разного разме-
ра [9].

Необходимо отметить, что имеются данные,
указывающие на способность НЧС в зависимо-
сти от размера оказывать либо цитотоксический
эффект, либо вызывать стимуляцию пролифера-
ции опухолевых клеток. При культивировании
клеток гепатоцеллюлярного рака HepG2 с НЧС
диаметром 20 нм регистрировалась дозозависи-
мая цитотоксичность с повреждением ДНК и ми-
тохондрий, а также с развитием оксидативного
стресса. В то же время применение НЧС диамет-
ром 10 и 100 нм индуцировало пролиферацию
клеток, активацию митоген-активируемой кина-
зы (MAPK), повышение экспрессии c-Jun и c-Foc
[29].

Сферические НЧС проявляют максимальную
цитотоксичность по сравнению с НЧС другой
формы, благодаря свойственному им оптималь-
ному, наиболее высокому соотношению между
площадью поверхности и объемом частицы. 

Характер поверхности наночастиц. Цитоток-
сичность НЧС зависит от характера их поверхно-
сти. При этом полагают, что характер покрытия
влияет на способность НЧС образовывать ионы
серебра [31]. 

Было проведено сравнительное изучение дей-
ствия химически синтезированных НЧС, покры-
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тых цитратом (НЧС-Ц), с частицами, дополни-
тельно модифицированными покрытием лактозой
(НЧС-Ц-Л) или олигонуклеотидом (НЧС-Ц-О),
на клетки рака легкого линии А549. Наиболее вы-
раженная гибель клеток и гиперэкспрессия белка
р53 зарегистрированы при действии исходных
НЧС-Ц. В то же время НЧС-Ц-Л проявили более
значительную цитотоксичность, чем НЧС-Ц-О.
Отмечено, что модифицированные наночастицы
(НЧС-Ц-Л и НЧС-Ц-О) вызывают меньшую ги-
бель нормальных фибробластов кожи человека
линии HDF, чем исходные наночастицы (НЧС-Ц).
Обнаруженные различия связывают с разной сте-
пенью проникновения НЧС в клетки, зависящей
от химических особенностей поверхности НЧС
[33, 34].

Влияние характера покрытия на цитотоксич-
ность НЧС подтверждается данными, получен-
ными при сравнительном изучении активности
НЧС диаметром 20 и 110 нм, покрытых цитратом
или поливинилпирролидоном. Показана пре-
имущественная цитотоксичность НЧС, покры-
тых цитратом, в отношении клеток рака легкого,
вне зависимости от размера НЧС [31].

Заряд наночастиц. Влияние величины заряда
на цитотоксичность НЧС было показано в срав-
нительном исследовании двух видов НЧС диа-
метром 30 и 50 нм, полученных путем восстанов-
ления дубильной кислотой (НЧС-Д) или боргид-
ратом натрия (НЧС-Б), которые различались по
величине дзета-потенциала (30.6 и 22.2 мВ соот-
ветственно) [35].

Цитотоксичность НЧС оценивали на клетках
эпителия кожи человека (А-431), легочного эпи-
телия человека (А-459) и на макрофагах
мышей (RAW264.7) по маркерам оксидативного
стресса – генерация АФК, гиперэкспрессия рр38,
TNF-α, HSP-70. Показано, что цитотоксичность
НЧС-Д была существенно выше цитотоксично-
сти НЧС-Б.

Цитотоксичность НЧС-Д оказалась дозозави-
симой в диапазоне всех изученных концентра-
ций, тогда как для НЧС-Б зависимость эффекта
от дозы сохранялась в пределах концентраций, не
превышающих 50 мкг/мл, при дальнейшем повы-
шении концентрации цитотоксичность этого ви-
да частиц уменьшалась.

С помощью трансмиссионной электронной
микроскопии показано, что при концентрации,
равной 5 мкг/мл, оба типа НЧС не агрегируют,
но при концентрации, равной 100 мкг/мл, агрега-
ция наблюдалась только для НЧС-Б, тогда как
НЧС-Д, имеющие более высокий дзета-потенци-
ал, при этой концентрации не образовывали аг-
ломератов. С такими особенностями сравнивае-
мых НЧС связывают их разную цитотоксичность,
поскольку не агрегировавшие НЧС легче прони-

кают в клетку, несмотря на отрицательный заряд
поверхностной мембраны клеток [35].

Необходимо отметить, что НЧС при попада-
нии в среду, содержащую белки, в частности, в
кровь, подвергаются электростатическому взаи-
модействию с белками, что может приводить к
образованию белковой «короны» (биомолекуляр-
ная корона) на поверхности НЧС. Образование
такой белковой короны способно оказывать вли-
яние на физические свойства НЧС, их абсорб-
цию, аккумуляцию, интрацеллюлярный эффект. 

Показано, что НЧС с белковыми коронами
могут попадать в клетку путем рецептор-опосре-
дованного эндоцитоза, а характер короны являет-
ся важной предпосылкой для проявления высо-
кой цитотоксичности НЧС [9, 11].

Тип опухолевых клеток. Зависимость цитоток-
сичности НЧС от типа опухолевых клеток пока-
зана в ряде исследований. 

Так, было установлено, что цитотоксичность
НЧС, диаметром 40 нм, примененных в концен-
трации 10 мкг/мл, снижалась в зависимости от
вида опухолевых клеток в следующем ряду: А2780
(рак яичников) > MDA-MB-231 (трижды негатив-
ный рак молочной железы) > MCF-7 (эстроген-
зависимый рак молочной железы) [29].

В то же время цитотоксичность НЧС, полу-
ченных с использованием тропического растения
семейства тыквенных (Cucumis prophetarum), ме-
нялась в другой последовательности – MCF-7
(IC50 = 65.6 мкг/мл) > MDA-MB-231 (81.1 мкг/мл) >
> HepG2 (94.2 мкг/мл) > A549 (105.8 мкг/мл). Как
видно, к действию этих НЧС наиболее чувстви-
тельными оказались клетки рака молочной желе-
зы линии MCF-7 [36].

Культивирование трех разных линий клеток
рака яичников человека со сферическими НЧС
диаметром 25 нм, покрытыми поливинилпирро-
лидоном, показало, что клетки двух линий (А2780
и SCOV3) высокочувствительны к цитотоксиче-
скому действию НЧС (IC50 составлял 7.2 и
9.4 мкг/мл соответственно), а клетки линии
OVCAR3 оказались практически нечувствитель-
ными к их действию (IC50 равнялся 320.6 мкг/мл).

Показано, что клетки этих линий различались
по базальному уровню АФК – он был высоким в
клетках А2780 и SCOV3 и незначительным в клет-
ках OVCAR3. Применение НЧС приводило к воз-
растанию уровня АФК в чувствительных клетках
и не меняло его в нечувствительных клетках. 

Следует отметить, что все три линии клеток
рака яичников были одинаково чувствительными
к цитотоксическому действию цисплатины (IC50
составлял 2.9, 5.3 и 4.6 мкМ соответственно) [37].
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МЕХАНИЗМ ДЕЙСТВИЯ 
НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА

Цитотоксическое действие НЧС на опухоле-
вые клетки может реализоваться путем апоптоза
или некроза, индуцируемых разрушением уль-
траструктуры клеток в результате усиления про-
дукции АФК, повреждения митохондрий, ДНК,
инактивации ферментов и нарушения регулятор-
ных сигнальных путей.

Предполагается, что НЧС способны блокиро-
вать инвазию опухолевых клеток и метастазиро-
вание путем ингибирования ангиогенеза. 

Селективность попадания НЧС в опухолевые
клетки может обеспечиваться эффектом «усиле-
ния проникновения и задержки», характерным
для опухолей и обусловленным особенностями
архитектуры ткани опухоли [7, 9, 11]. 

Реализация цитотоксического действия НЧС
включает в себя несколько основных этапов: 

– проникновение НЧС в клетку путем диффу-
зии, фагоцитоза, простого эндоцитоза или рецеп-
тор-опосредованного эндоцитоза;

– интрацеллюлярная генерация АФК под дей-
ствием самой НЧС или выделяемого из нее иона
серебра, развитие оксидативногоо стресса;

– подавление разных антиапоптотических
белков, экспрессия проапоптотических белков,
активация сигнальных путей, регулирующих апо-
птоз [9, 29].

Результаты многочисленных исследований
указывают на большое разнообразие мишеней и
механизмов действия НЧС, которые могут участ-
вовать в реализации их цитотоксичности [7, 9, 11,
29, 38].

Среди наиболее часто упоминаемых мишеней
и механизмов действия отметим следующие:

– повреждение плазматической и митохон-
дриальной мембран вследствие воздействия на
мембранные белки, обусловленного высокой аф-
финностью серебра к сере, что приводит к увели-
чению пероксидации и проницаемости мембран,
активации сигнальных путей; 

– повреждение дыхательной цепи митохон-
дрий, подавление продукции АТФ;

– усиление продукции АФК; 
– снижение уровня глютатиона, подавление

активности антиоксидантных ферментов; 
– развитие оксидативного стресса; 
– повреждение ДНК с нарушением экспрес-

сии ключевых генов, регулирующих важные сиг-
нальные пути, в частности р53, р21, HIF-1, JNK,
STAT-3, VEGF и др.; 

– экспрессия про- и антиапоптотических бел-
ков (Bax, BCL-2), что ведет к индукции апоптоза;

– выход из митохондрий в цитозоль цитохрома с,
гиперэкспрессия каспаз 3, 8, 9;

– блок клеточного цикла; 
– ингибирование теломеразы и дисфункция

теломер;
– снижение активности металлопротеиназ

ММР-2 и 9;
– повреждение эндоплазматического рети-

кулума, индукция автофагии.
Схематически мишени и механизмы действия

НЧС показаны на рис. 1.
В первую очередь цитотоксичность НЧС свя-

зывают с увеличением продукции АФК и разви-
тием оксидативного стресса. О важной роли ги-
перпродукции АФК в цитотоксическом действии
НЧС свидетельствуют выявленные на клетках ра-
ка легкого А549 корреляции между уровнем АФК
и степенью повреждения ДНК, митохондрий и

Рис. 1. Мишени и механизмы цитотоксического действия наночастиц серебра.
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ранним апоптозом. Об этом же свидетельствует
снижение цитотоксичности НЧС при предвари-
тельной обработке этих клеток антиоксидантом
N-ацетилцистеином [39]. 

Следует заметить, что индукция в опухолевых
клетках оксидативного стресса рассматривается в
настоящее время как одно из новых перспектив-
ных направлений в лекарственной терапии рака
[40]. 

Известно, что наночастицы серебра могут ин-
дуцировать двойные разрывы ДНК. 

Культивирование опухолевых и нормальных
клеток с НЧС (диаметром 23 нм), покрытыми по-
ливинилпироллидоном, в дозе 10 и 25 мкг/мл
приводило к достоверному увеличению уровня
маркера двойных разрывов – гистона γH2AX, при
этом эффект был наибольшим в клетках MDA-
MB-231, меньшим – в клетках MCF-7 и еще
меньшим – в нормальных клетках молочной же-
лезы линии MCF-10A [41]. 

Увеличение уровня гистона γH2AX зареги-
стрировано также после 24-часового культивиро-
вания с НЧС клеток рака яичников линий А2780
и SCOV3 (чувствительны к цитотоксическому
действию) и не обнаружено в клетках рака яични-
ков линии OVCAR3 (нечувствительны к дей-
ствию наночастиц) [37].

О способности НЧС повреждать ДНК могут
свидетельствовать и обнаруженные при действии
НЧС (в концентрации 25 мкг/мл) хромосомные
аберрации как в опухолевых (глиобластома чело-
века U251), так и в нормальных (легочные фиб-
робласты человека IMR-90) клетках. При этом
частота аберраций в опухолевых клетках была су-
щественно больше, чем в нормальных (0.32 и 0.18
на клетку соответственно). На этих клетках пока-
зано также, что НЧС подавляют клеточную про-
лиферацию, вызывая блок клеточного цикла в
митозе, при этом в нормальных клетках происхо-
дит быстрое восстановление пролиферации, то-
гда как в опухолевых клетках подавление проли-
ферации регистрировалось в течение длительного
времени [42]. 

Механизмы цитотоксического действия НЧС
могут включать также нарушение интрацеллю-
лярного транзита Са2+, снижение экспрессии ак-
тинсвязывающего белка и филамина [42]. 

Важным условием реализации цитотоксиче-
ского действия НЧС является их способность
проникать внутрь клетки. Показано, что НЧС по-
падают как в нормальные (легочные фибробла-
сты человека IMR-90), так и в опухолевые (глиоб-
ластома человека U251) клетки путем кларитин-
опосредованного эндоцитоза и макропиноцито-
за, а выводятся путем время-зависимого экзоци-
тоза. После попадания в клетку НЧС равномерно
распределяются в цитоплазме и в ядре [42]. 

О роли эндоцитоза в реализации цитотоксиче-
ского действия НЧС могут свидетельствовать ре-
зультаты экспериментов, в которых показано, что
предварительная обработка клеток рака молоч-
ной железы MBA-MB-231 цитохолазином Д (ин-
гибитор большинства форм эндоцитоза) ингиби-
рует цитотоксическое действие на эти клетки
НЧС (диаметром 25 нм), покрытых поливинил-
пироллидоном [41]. 

Эти результаты были подтверждены в анало-
гичном эксперименте с клетками рака яичников
линии А2780, чувствительными к цитотоксиче-
скому действию НЧС. Применение цитохолазина
Д в опытах с клетками рака яичников линии
OVCAR3, нечувствительными к действию НЧС,
не оказало никакого эффекта [37].

Не исключается прямое попадание НЧС в
клетку через ионные каналы [29].

Как уже отмечалось, дозозависимая гибель
опухолевых клеток под влиянием НЧС может
происходить путем как апоптоза, так и некроза.

Показано, в частности, что НЧС диаметром 18
нм, полученные в реакции c гидрохлорид гидрок-
силамином, вызывали преимущественно некро-
тическую, а не апоптотическую гибель клеток
MCF-7 (IC50 составил 40 мг/мл). При этом доля
некротических клеток превосходит долю клеток в
апоптозе при воздействии всех испытанных кон-
центраций НЧС. Отмечено, что при возрастании
концентрации НЧС количество апоптотических
клеток практически не меняется, тогда как число
некротических клеток постоянно [34].

СРАВНИТЕЛЬНЫЕ ЭФФЕКТЫ 
НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА 

И НИТРАТА СЕРЕБРА
При исследовании механизмов цитотоксиче-

ского действия НЧС возникает вопрос, чем обу-
словлен этот эффект – действием ионов серебра
Ag(I), которые могут образовываться из НЧС,
или особенностями действия НЧС как таковых.
Результаты проведенных исследований весьма
противоречивы [9, 29].

Ответ на этот вопрос пытаются найти в срав-
нительных экспериментах при одновременной
оценке цитотоксичности НЧС и ионов серебра.
При этом полагают, что в случае, если эффекты
будут одинаковыми, то можно считать, что дей-
ствие НЧС обусловлено ионами серебра, образу-
ющимися интрацеллюлярно из НЧС. 

Считается, что механизмы цитотоксического
действия НЧС в отношении опухолевых клеток
могут быть близки механизмам действия на мик-
робные клетки. 

Исследования на бактериальных клетках по-
казали, что биологическая активность НЧС обу-
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словлена, в основном, действием катиона сереб-
ра, выделяющегося из НЧС.

Ион серебра связывается с тиоловыми группа-
ми ферментов, участвующими в дыхательной це-
пи бактериальной клетки, в результате чего гене-
рируются АФК, что ведет к развитию оксидатив-
ного стресса и повреждению клетки. Показано,
что ионы серебра генерируют также пероксиды,
которые могут окислять липиды и повреждать
клеточные мембраны [6, 34].

Методом катионного обмена установлено, что
растворы НЧС содержат лишь незначительное
количество свободных ионов серебра. Однако
культивирование клеток рака печени человека с
НЧС сопровождалось цитотоксичностью, сопо-
ставимой с цитотоксичностью нитрата серебра,
являющегося источником Ag(I). По мнению ав-
торов исследования, это свидетельствует о роли
интрацеллюлярного образования из НЧС ионов
серебра в реализации цитотоксического действия
НЧС [43].

Предполагается, что усилению этого эффекта
при действии серебра в виде НЧС, по сравнению
с применением серебросодержащих соединений,
могут способствовать особенности поверхности
НЧС, благодаря которым они способны более
интенсивно генерировать АФК или катализиро-
вать окисление компонентов клетки [30, 34]. 

Однако при инкубации (в течение 24 ч) клеток
линии HeLa53 с НЧС диаметром 5–10 нм или с
нитратом серебра обнаружено, что цитотоксич-
ность НЧС более чем в пять раз меньше цито-
токсичности нитрата серебра. Индекс цито-
токсичности IC50 составлял соответственно 92 и
17 мкг Ag/мл. Максимальное (близко к 100%)
число клеток в апоптозе отмечено при концен-
трации НЧС, равной 120 мкг Ag/мл, и при кон-
центрации нитрата серебра, равной 32 мкг Ag/мл.
Исследование влияния этих агентов на стрессо-
вые гены показало, что как НЧС, так и нитрат се-
ребра индуцируют гиперэкспрессию генов mt-2A
и ho-1 и не меняют экспрессию гена hsp70, но по
степени влияния на экспрессию этих генов НЧС
также уступали нитрату серебра [44]. 

В то же время при сравнении цитотоксичности
для клеток HeLa нитрата серебра и сферических
НЧС (средний диаметр 13.4 нм, дзета-потенциал –
61.9 мВ), полученных восстановлением нитрата
серебра кверцетином, было обнаружено, что
НЧС оказывают более выраженный цитотокси-
ческий эффект – значительное снижение выжи-
ваемости клеток начинается при концентрации
НЧС, равной 2 мкг/мл, тогда как нитрат серебра
при всех концентрациях незначительно снижал
выживаемость клеток [32].

Однако на клетках гистиоцитарной лимфомы
человека (линия U397) цитотоксичность этих
НЧС и нитрата серебра оказалась очень близкой.

Авторы интерпретируют эти результаты, как ука-
зание на зависимость участия ионов серебра в ре-
ализации цитотоксичности НЧС от типа опухо-
левых клеток, который может влиять на способ-
ность интрацеллюлярного выделения ионов
серебра из НЧС [32].

Следует отметить, что в этих экспериментах
клетки U397 оказались более чувствительны, чем
клетки HeLa к цитотоксическому действию как
НЧС, так и нитрата серебра – значительное сни-
жение выживаемости клеток начиналось с кон-
центрации 0.5 мкг/мл. Одним из объяснений это-
го факта, по мнению авторов, может быть разли-
чие в характере роста культур этих клеток. В
отличие от культуры HeLa, которая является ад-
гезионной культурой, культура клеток U397 от-
носится к суспензионным культурам, что обеспе-
чивает более значительный контакт клеток с НЧС
и с ионами серебра [32].

Показано, что при кратковременном инкуби-
ровании (в течение 4 ч) НЧС и нитрат серебра вы-
зывали практически одинаковую гибель клеток
Т-клеточного лейкоза человека Jurkart. Уровень
АФК в клетках также был одинаков. Однако при
более длительной экспозиции (24 ч) применение
НЧС приводило к генерации более высокого
уровня АФК, активации сигнальных путей с уча-
стием р38-митоген активируемой протеин кина-
зы, ядерных факторов Е2 и κВ-NF, что вело к по-
вреждению ДНК, блоку клеточного цикла и апо-
птозу [45].

Изучалось влияние количества ионов серебра,
содержащихся в НЧС, на выживаемость клеток
рака легкого А549 [46]. Показано, что цитоток-
сичность суспензии НЧС зависит от уровня со-
держащегося в ней катиона серебра (Ag+). При
фракции Ag+, cоставляющей 39%, выжило 92%
клеток, при фракции 69% выживаемость клеток
составила 54%. В то же время при сравнении ци-
тотоксичности суспензии НЧС и ее супернатанта
оказалось, что при содержании в них ионов се-
ребра в количестве, равном 5.5% и более, цито-
токсичность суспензии и супернатанта была оди-
наковой. Однако при уровне ионов серебра, рав-
ном 2.6% и менее, цитотоксичность суспензии
превосходила цитотоксичность супернатанта.
Авторы считают, что реализация цитотоксиче-
ского действия наночастиц, как таковых, по срав-
нению с ионами серебра может происходить
только при низком содержании последних [46].

При сравнении цитотоксичности нативных
НЧС, полученных после фильтрации 30-суточно-
го раствора НЧС, и фильтрата (предполагается,
что в нем должны быть ионы серебра, выделив-
шиеся в процессе хранения раствора НЧС) гибель
клеток рака яичников (А2780) зарегистрирована
только при применении нативных наночастиц
[37].
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В аналогичном эксперименте с клетками рака
молочной железы MDA-MB-231 цитотоксичны-
ми оказались также только НЧС, но не фильтрат
[41]. Возможно, это обусловлено слишком низ-
ким содержанием ионов серебра Ag+ в фильтрате,
которое в этих экспериментах количественно не
оценивалось.

Не выявлено различий в цитотоксичности
НЧС и нитрата серебра на клетках рака молочной
железы MCF-7 [25].

Цитотоксичность НЧС и нитрата серебра ока-
залась одинаковой для клеток рака яичников ли-
нии А2780, чувствительных к действию НЧС. Од-
нако клетки рака яичников линии OVCAR3, не-
чувствительные к цитостатическому НЧС,
проявили весьма значительную чувствительность
к нитрату серебра [37].

Обнаружено, что НЧС (диаметром 5 нм) и
нитрат серебра, примененные в одинаковых кон-
центрациях (1.00–1.75 мкг/мл), обладают равной
генотоксичностью и цитотоксичностью, опреде-
ляемыми с помощью микроядерного теста и из-
мерения уровня оксидативного стресса, в отно-
шении лимфобластов селезенки человека линии
ТК6.

Однако добавление в культуру клеток N-аце-
тилцистеина (хелатор Ag+) снижало генотоксич-
ность нитрата серебра и не влияло на эффект
наночастиц серебра, тогда как добавление пере-
хватчика радикалов (тролокса) уменьшало гено-
токсичность обоих агентов.

Установлено, что в культуральной среде, со-
держащей НЧС, ионизируется только 0.5% нано-
частиц. Показано, что такая концентрация Ag(I)
не оказывает на клетки цитотоксического и гено-
токсического действия. С помощью ЭПР анализа
показано, что гидроксильные радикалы прямо
продуцируются только НЧС. Авторы исследова-
ния приходят к выводу, что цитотоксическое дей-
ствиe НЧС не связано с образованием ионов се-
ребра [47].

ФОТО- И РАДИОСЕНСИБИЛИЗИРУЮЩИЕ 
СВОЙСТВА НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА

Согласно представлениям о физических меха-
низмах биологического действия наночастиц,
можно полагать, что НЧС, аналогично наноча-
стицам золота, также могут обладать фото- и ра-
диосенсибилизирующими свойствами. Обнару-
жение таких свойств у наночастиц благородных
металлов позволяет рассчитывать на потенциаль-
ную возможность их использования при фотоди-
намической и лучевой терапии опухолей [48].

Фотосенсибилизирующее действие обнаруже-
но у НЧС, диаметром 98.5 нм, полученных био-
генным синтезом с использованием экстрактов

листьев артишока (Cynara Scolymus). Показано,
что сочетанное применение этих НЧС и облуче-
ния красным светом приводит к существенному
дозозависимому снижению выживаемости кле-
ток MCF-7 по сравнению с использованием толь-
ко НЧС. Обнаружено, что в результате такой
сочетанной терапии значительно (более чем в че-
тыре раза) увеличивается внутриклеточное содер-
жание АФК, достоверно снижается уровень анти-
оксидантных ферментов (супероксиддисмутаза,
каталаза, глютатионпероксидаза), резко увеличи-
вается соотношение про- и антиапоптотических
белков (Bax/Bcl-2) и значительно возрастает ак-
тивность каспазы-3 по сравнению с действием
только НЧС. Следует заметить, что в этих экспе-
риментах при применении только НЧС регистри-
ровались те же эффекты, но они были менее вы-
раженными, чем при сочетанном воздействии
обоих факторов [49].

В ряде экспериментальных исследований был
показан радиосенсибилизирующий эффект НЧС.

Культивирование в течение 24 ч клеток рака
молочной железы (MDA-MB-231; MCF-7) и нор-
мальных эпителиальных клеток молочной желе-
зы (MCF-10A) с НЧС диаметром 25 нм, покрыты-
ми поливинилпирролидоном, в концентрациях
10–25 мкг/мл, с последующим рентгеновским об-
лучением в дозе 4 Гр достоверно увеличивало во
всех клетках повреждение ДНК (через 1 ч после
облучения) по сравнению с эффектом только об-
лучения (оценено по уровню маркеров двойных
разрывов ДНК – гистону γH2AX). 

Наиболее чувствительными к комплексному
воздействию НЧС и облучения оказались клетки
MDA-MB-231. С помощью клоногенного теста
показано, что применение НЧС в дозе 1 мкг/мл в
сочетании с облучением (2 Гр) усиливает эффект
облучения в два раза, а применение НЧС в более
высоких концентрациях (5 и 10 мкг/мл) при облу-
чении приводит к полному ингибированию обра-
зования клеточных колоний [41].

На клетках гепатокарциномы HepG2 индекс
усиления цитотоксичности при комбинации
НЧС с облучением (6 Гр) составил величину, рав-
ную 1.98 [51]. 

Наряду с этим имеются данные, свидетель-
ствующие об отсутствии радиосенсибилизирую-
щих свойств НЧС. 

Так на ксенографтах рака молочной железы
MDA-MB-231 было показано, что внутриопухо-
левое введение мышам НЧС не приводило к уси-
лению действия облучения (4 Гр, дважды с интер-
валом в 21 сутки) [41].

Важно отметить, что к НЧС проявляют чув-
ствительность клетки, находящиеся в состоянии
гипоксии. Так, показано, что индекс цитотоксич-
ности IC50 НЧС составил для клеток глиомы U251
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в условиях гипоксии (1% О2) 30.3 мкг/мл, а в
условиях нормоксии – 34.7 мкг/мл. Для клеток
глиомы С6 этот показатель равнялся 27.5 и
32.5 мкг/мл соответственно [51].

Предполагается, что НЧС могут повышать
чувствительность гипоксических опухолевых
клеток к лучевой терапии.

При сочетанном воздействии НЧС (диамет-
ром 27 нм, получены электрохимическим мето-
дом) и облучения (линейный ускоритель) на
клетки глиомы U251 и глиомы С6, культивируе-
мые в условиях гипоксии (1% О2), индекс радио-
сенсибилизации составил 1.78 и 1.84 соответ-
ственно. При этом для клеток, культивируемых в
условиях нормоксии, индекс радиосенсибилиза-
ции имел значения, равные 1.34 и 1.45 соответ-
ственно. 

Радиосенсибилизирующий эффект НЧС свя-
зывают с более значительным их накоплением в
гипоксических клетках по сравнению с другими
опухолевыми клетками в популяции [51].

ПРОТИВООПУХОЛЕВАЯ АКТИВНОСТЬ 
НАНОЧАСТИЦ СЕРЕБРА 

Определенная противоопухолевая активность
некоторых НЧС показана в ряде исследований,
выполненных на экспериментальных моделях
опухолей животных и ксенографтах опухолей че-
ловека в условиях in vivo. 

В этих экспериментах использовали как пере-
виваемые (меланома В-16, рак молочной железы
4Т1, глиома С6, опухоль Эрлиха), так и канцеро-
ген-индуцированные (индуцированная диэтил-
нитрозоамином гепатокарцинома, индуцирован-
ная метилхолантреном фибросаркома) опухоли
мышей, а также ксенографты опухолей человека
(рак молочной железы MDA-MB-231, рак пред-
стательной железы РС-3) [9]. 

Определенная чувствительность опухолей в
условиях in vivo к НЧС (диаметром 25 нм, покры-
тие поливинилпирролидоном) продемонстриро-
вана в экспериментах с ксенографтами рака мо-
лочной железы человека MDA-MB-231. Зареги-
стрирована выживаемость всех подопытных
мышей на протяжении 100 суток при внутривен-
ном введении НЧС в дозе 6 мг Ag/кг трижды в не-
делю в течение 10 недель. Выживаемость кон-
трольных мышей к этому сроку составила 30%
[52].

Показано, что НЧС, полученные с использо-
ванием экстракта корневища растения из семей-
ства имбирных (обладает противоопухолевой ак-
тивностью), вызывали при применении в дозе 12
мг/кг/сутки на протяжении пяти суток торможе-
ние развития асцитной опухоли Эрлиха на 55% по
сравнению с контролем.

В то же время НЧС, полученные с использова-
нием экстракта фруктов тропического фруктово-
го растения Zizyphus mauritiana (противоопухоле-
вой активности не имеет), при применении в дозе
12 мг/кг/сутки тормозили рост опухоли Эрлиха
всего на 20%, а при применении в дозе
6 мг/кг/сутки оказались полностью неэффектив-
ны [53].

Одним из направлений доклинического изу-
чения новых потенциальных противоопухолевых
агентов является изучение их цитотоксичности в
отношении опухолевых клеток, резистентных к
стандартным противоопухолевым препаратам.
Предполагается, что применение НЧС может по-
давлять некоторые механизмы развития множе-
ственной лекарственной устойчивости раковых
клеток, такие как повышение толерантности к
оксидативному стрессу, усиление репарации
ДНК, активация P-гликопротеина Pgp, обеспе-
чивающего выброс препаратов из клетки. 

На клетках рака толстой кишки Colo320 c ги-
перэкспрессией Pgp, резистентных к химиотера-
пии, показано, что комбинация НЧС с разными
противоопухолевыми препаратами (метотрексат,
цисплатин, кармустин, блеомицин, винбластин,
вепарамил) привела к синергетическому усиле-
нию цитотоксичности всех изученных противо-
опухолевых препаратов. Это дало основание счи-
тать, что преодоление множественной лекар-
ственной устойчивости с помощью наночастиц
обусловлено подавлением активности Pgp, веду-
щим к повышению интрацеллюлярной концен-
трации препаратов [9]. 

Однако на клетках рака молочной железы, ре-
зистентных к тамоксифену (MCF-7/TAMR-1),
цитотоксичность сферических НЧС, диаметром
5–30 нм, полученных с использованием экстрак-
та листьев Гарцинии атровидис (Garcinia atrovirid-
ic), оказалась значительно меньше эффекта та-
моксифена (IC50 равнялся 32.0 и 11.5 мкг/мл соот-
ветственно). В то же время на клетках рака
молочной железы (MCF-7), чувствительных к та-
моксифену, эти НЧС оказались более эффектив-
ными, чем тамоксифен. Индекс цитотоксично-
сти IC50 в отношении этих клеток составлял для
НЧС и тамоксифена 2.0 м и 8.8 мкг/мл соответ-
ственно (время инкубации – 72 ч) [12]. 

Одним из путей применения НЧС в лекар-
ственном лечении опухолей может быть включе-
ние их в разные схемы комбинированной тера-
пии. В этом отношении несомненный интерес
представляют результаты исследования цитоток-
сичности совместного применения НЧС и цис-
платины, проведенного на трех разных линиях
рака яичников человека. 

Показано, что для клеток двух линий (А2780 и
OVCAR3) эффект комбинации оказался синерге-
тическим по сравнению с применением каждого
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препарата в отдельности, а на клетках линии
SCOV3 зарегистрирован лишь небольшой адди-
тивный эффект [37]. Вероятно, эффективность
этой комбинации не связана с чувствительностью
клеток к действию НЧС – клетки А2789 и SCOV3
чувствительны к НЧС, тогда как клетки OVCR3 –
нечувствительны. Следует также отметить, что
клетки всех трех линий одинаково чувствительны
к цитотоксическому действию цисплатины.

Синергетическое усиление цитотоксичности
показано на клетках рака яичников человека ли-
нии А2780 при комбинации НЧС с антимикроб-
ным препаратом салиномицином, обладающим
противоопухолевой активностью [54]. 

На клетках HeLa зарегистрировано усиление
гибели клеток рака шейки матки при сочетании
НЧС с камптотецином (ингибитор топоизомера-
зы) [55], трихостатином (ингибитор гистондеаце-
тилазы) [56]. Эффективность сочетания НЧС с
еще одним ингибитором гистондеацетилазы MS-
275 показана на клетках рака легкого А549 [57].

Показана определенная способность наноча-
стиц серебра оказывать антиканцерогенное дей-
ствие. 

Пероральное введение крысам НЧС, получен-
ных биогенным синтезом с использованием ак-
тинобактерий В5, в дозах 25–50 мг/кг дважды в
неделю в течение 21 недели одновременно с кан-
церогеном диэтилнитрозоамином, привело к до-
стоверному подавлению частоты возникновения
гепатокарцином. Число развившихся опухолей
при применении НЧС в дозах 25 мг/кг и 50 мг/кг
составило 4.0 ± 0.4% и 3.0 ± 0.4% соответственно,
при развитии 5.0 ± 1.0 опухолей в контроле. Заре-
гистрировано также достоверное снижение сред-
ней массы опухоли – с 0.56 г в контроле до 0.2–
0.18 г при применении НЧС [17]. 

Клинические испытания противоопухолевых
свойств НЧС, по-видимому, пока не проводи-
лись.

Было опубликовано одно сообщение о случае
успешного применения НЧС у больного 78 лет с
метастазами плоскоклеточного рака полости рта
в легкие и печень, резистентными к терапии цис-
платиной и таксанами. После лечения перораль-
ным приемом раствора НЧС диаметром 3 и 12 нм
рентгенологически зарегистрирована полная ре-
грессия метастазов длительностью 18+ месяцев.
Показано, что содержание Ag+ в крови через 1 ч
после приема 60 мл раствора НЧС возросло с 32
до 46 нг/г; в моче ионы Ag+ не были обнаружены
[58]. 

ЦИТОТОКСИЧНОСТЬ НАНОЧАСТИЦ 
СЕРЕБРА В ОТНОШЕНИИ

НОРМАЛЬНЫХ КЛЕТОК
В связи с достаточно широким использовани-

ем НЧС при изготовлении предметов бытового и
медицинского назначения были проведены ис-
следования по безопасности их применения и, в
частности, по изучению токсичности НЧС для
нормальных клеток и органов. 

В ряде исследований показано, что НЧС спо-
собны оказывать цитотоксическое действие на
некоторые нормальные клетки. 

Так, установлено, что НЧС диаметром 15, 30 и
55 нм вызывали дозозависимое снижение выжи-
ваемости альвеолярных макрофагов при инкуба-
ции в течение 24 ч. При этом зарегистрировано
десятикратное увеличение внутриклеточного
уровня АФК после применения НЧС диаметром
15 нм в концентрации 50 мкМ [4]. 

На нормальных клетках печени крыс (BRL 3A)
показано, что НЧС диаметром 15 и 100 нм, при-
мененные в концентрациях 5–50 мкг/мл, при ин-
кубации в течение 24 ч вызывали гибель клеток в
результате развития оксидативного стресса (уве-
личение генерации АФК, снижение уровня глю-
татиона и потенциала мембран митохондрий)
[59].

Применение НЧС в опытах с фибробластами
линии NIH3T3 индуцировало в этих клетках вы-
ход цитохрома с в цитозоль и транслокацию проа-
поптотических белков Bax в митохондрии. Пока-
зано также, что индукция в фибробластах апопто-
за в результате действия НЧС ассоциирована с
активацией JNK-киназы [38].

Цитотоксичность НЧС диаметром 5–10 нм,
полученных в импульсно-плазменном реакторе,
показана в отношении стволовых герминативных
клеток мышей линии С18-4. Инкубация клеток с
этими НЧС приводила к выраженной гибели кле-
ток с показателем IC50, равным 8.75 мкг/мл [60].

В то же время в ряде исследований не зареги-
стрирована цитотоксичность НЧС для нормаль-
ных клеток. 

Культивирование мышиных гепатоцитов ли-
нии AML12 в течение 24 ч с НЧС диаметром 15 и
6 нм (в концентрации 5 и 10 мкг/мл) сопровожда-
ется лишь незначительной цитотоксичностью
для клеток (гибель 10–30% клеток). Не обнаруже-
но появление серебра в митохондриях и не заре-
гистрированы нарушения дыхательной функции
митохондрий [61].

Наночастицы серебра диаметром 25 нм, по-
крытые поливинилпирролидоном, не оказывали
существенного влияния на нормальные эпители-
альные клетки молочной железы линии MCF-
10A (IC50 = 83.3 мкг/мл), будучи высокотоксич-



726

БИОФИЗИКА  том 67  № 4  2022

КОРМАН и др.

ными для клеток рака молочной железы линии
MDA-MB-231 (IC50 = 11.9 мкг/мл) [52].

Местное применение на инфицированную ра-
ну крыс НЧС, полученных с помощью биогенно-
го синтеза с применением экстракта стебля и кор-
ней растения Acacia rigidula, растущего в северо-
восточных регионах Мексики, не сопровожда-
лось какими-либо функциональными изменени-
ями со стороны печени и почек [62].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Анализ накопленной информации о цитоток-

сических свойствах НЧС и механизме их дей-
ствия позволяет рассматривать эти субстанции в
качестве возможной основы для разработки по-
тенциальных лекарственных противоопухолевых
средств. Большинство исследователей, работаю-
щих в этом направлении, считает, что наиболее
перспективными могут быть экспериментальные
доклинические исследования противоопухоле-
вой активности НЧС, полученных биогенным
путем.
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Обсуждаются различные модели и подходы к изучению генерации и распространения нервного им-
пульса. Разные исследователи уделяли внимание механическим, термодинамическим и электриче-
ским аспектам работы нервной клетки. Модель Ходжкина–Хаксли, созданная 70 лет назад, занима-
ет сейчас центральное место в нейробиологии. Она смогла теоретически описать все известные в то
время электрические проявления потенциала действия, а также вызвала появление новых экспери-
ментальных и теоретических подходов в биофизике мембран. Альтернативной для этой модели яв-
ляется модель механического солитона, согласно которой нервный импульс представляет собой не-
затухающую механическую волну, связанную с фазовым переходом в липидном бислое. Приводят-
ся основные аргументы сторонников теории солитона, отрицающие ряд положений модели
Ходжкина–Хаксли. Большинство этих утверждений могут быть объяснены в рамках модели Ходж-
кина–Хаксли, если принять во внимание, что изменения в мембранном потенциале приводят не
только к изменениям в проницаемости каналов, но и также к изменению ее толщины, к модифика-
ции белково-липидных взаимодействий, и к модуляции кооперативных взаимодействий между ка-
налами. Появление механического солитона в ряде случаев возможно, но это не главный механизм
нервной возбудимости. Встает задача создания универсальной математической модели, способной
описать все биофизические изменения, сопровождающие нервный импульс. Эту задачу можно ре-
шить путем адаптации модели Ходжкина–Хаксли. Такой подход к моделированию нервного им-
пульса может привести и к новым экспериментальным идеям, и к новым результатам.

Ключевые слова: нервный импульс, модель Ходжкина–Хаксли, модель механического солитона,
кооперативные взаимодействия, фазовый переход, анестетики, белково-липидные взаимодействия.
DOI: 10.31857/S0006302922040111,  EDN: ITXQOP

Проблема возбудимости и проведения нерв-
ного импульса – одна из центральных в биофизи-
ке. Попытки ее решить сопровождались разра-
боткой передовых экспериментальных и теорети-
ческих подходов и методик. Несмотря на
бесспорные успехи в этой области, еще не разра-
ботана теория, способная описать с единых пози-
ций все экспериментально наблюдаемые процес-
сы, протекающие при генерации и распростране-
нии нервного импульса. В последние 70 лет в этой
области доминировала теория Ходжкина–Хакс-

ли, благодаря которой удалось описать большин-
ство электрических явлений, сопровождающих
потенциал действия. Подход, предложенный
Ходжкиным и Хаксли, привел к внедрению таких
методов, как измерение «воротных» токов смеще-
ния [1], пэтч-кламп [2], исследование функцио-
нальной активности нервной ткани [3], развитию
оптогенетики [4], а также методов моделирова-
ния активности мозга «снизу вверх» [5].

Однако существует ряд фактов и данных, кото-
рые не укладываются в теорию Ходжкина–Хакс-
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ли (например, адиабатическое и обратимое изме-
нение температуры нерва [6, 7], изменение упру-
гости липидного бислоя вместе с обратимым
утолщением нерва [8], фазовый переход в липид-
ном бислое [7], а также наличие кооперативных
явлений между ионными каналами [9].

Появление таких данных привело к разным
реакциям среди биофизиков – от предложения
альтернативных теорий, отождествляющих по-
тенциал действия с механическим солитоном [7],
при котором ионные каналы играют лишь второ-
степенную роль, до необходимости пересматри-
вать молекулярные механизмы ионной проница-
емости мембраны [9]. Разработка полноценной
(универсальной) модели для нервного импульса
будет зависеть от корректного понимания сопро-
вождающих его биофизических процессов [10]. В
то же время от успеха в построении такой модели
будет зависеть успех многих конкретных задач
нейрофармакологии и других нейронаук.

Здесь мы обсуждаем «сильные» и «слабые»
стороны различных подходов и намечаем воз-
можные пути к универсальной биофизической
модели нервной возбудимости, а также уделяем
внимание идеям С.Э. Шноля о механизмах воз-
будимости с точки зрения биологической эво-
люции.

ИСТОРИЯ ВОПРОСА
Многие ученые прошлого формулировали ги-

потезы о механизме нервного возбуждения, в
России можно указать на работы М.В. Ломонo-
сова, который считал, что распространение нерв-
ного импульса представляет собой волнообраз-
ную последовательность механических сцеплен-
ных циклических процессов: «Сие происходит
нечувствительным временем для бесперерывного
совмещения частиц по всему нерву от конца до
самого мозгу…» [11].

Однако лишь с привлечением данных, полу-
ченных экспериментально, представления о про-
ведении импульсов начали становиться все более
и более конкретными. Так, опыты Л. Гальвани в
конце XVIII века указывали на электрическую
природу нервного и мышечного возбуждения
[12]. Эксперименты Э. Дюбуа-Реймона и
Г. Гельмгольца в середине XIX века [13] дали та-
кое обилие результатов, что появилась необходи-
мость разработки моделей, которые могли бы
объяснить накопленную совокупность данных с
единых позиций. Значение моделей второй поло-
вины XIX века заключалось в том, что исследова-
тели стремились с их помощью развить представ-
ления о нервном импульсе на основании хорошо
известных физических механизмов. 

Впервые предположение о роли клеточных
мембран в генезисе биоэлектрических явлений вы-

сказал В. Оствальд в 1890 г. Опыты с осадочными
мембранами позволили ему сделать вывод: «Быть
может, не слишком дерзко высказывать здесь
предположение, что не только токи в мышцах и
нервах, но и таинственные эффекты электриче-
ских рыб будут объясняться свойствами полупро-
ницаемых мембран…» [15]. Идеи В. Оствальда бы-
ли далее разработаны Ю. Бернштейном, учеником
Э. Дюбуа Реймонa [16]. 

В результате острых споров относительно
ограничений и достижений различных моделей
на рубеже XX века возникла модель, которая яв-
лялась первой истинно количественной моделью
нервного возбуждения. Бернштейн считал, что
мембранный потенциал покоя есть результат тер-
модинамического равновесия ионов калия, нахо-
дящихся по обе стороны полупроницаемой мем-
браны. Потенциал действия представлялся ему
как результат изменений в проницаемости мем-
браны при возбуждении. Так, в модели Берн-
штейна сочетались три ключевых момента:

1) идея о мембране как месте, в котором про-
исходят процессы возбуждения;

2) термодинамический подход для понимания
биоэлектрических явлений;

3) представление об изменении проводимости
мембраны по отношению к разным ионам как ос-
нове всего разнообразия явлений, сопровождаю-
щих нервное и мышечное возбуждение. 

Параллельно, в начале XX века для объясне-
ния нервной проводимости были предложены
модель Вильке, в которой рассматривалось меха-
ническое возбуждение желатинового цилиндра,
где одновременно развивались и механические и
электрические волны [17], а также модель Лилли,
прообразом которой служила железная проволо-
ка, погруженная в раствор азотной кислоты [18],
вдоль которой распространяется волна возбуж-
дения. 

Изучавший нервную возбудимость при меха-
нических раздражениях Э. Вильке еще в 1913 г.
пришел к выводу, что нервный импульс не может
быть чисто электрическим явлением [17]. Он
предполагал, что это пьезоэлектрическое явле-
ние, и продемонстрировал механические измене-
ния в простом эксперименте: прикрепляя тонкое
стекловолокно к концу нерва, показал, что оно
начало колебаться при раздражении нерва.

С другой стороны, идеи Бернштейна получили
дальнейшее развитие в экспериментальных и тео-
ретических разработках кембриджской школы,
особенно в работах А. Ходжкина, Э. Хаксли и
Б. Каца. Так, в 1952 г. появилась знаменитая си-
стема уравнений Ходжкина–Хаксли [19]. 

В 1956 г. Дж. дель Кастильo и Б. Кац [20] на ос-
нове электрофизиологических экспериментов,
проведенных методом внутриклеточного отведе-
ния мембранного потенциала, предсказали
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«квантовое» высвобождение нейромедиаторов
при синаптической передаче, что было подтвер-
ждено с помощью электронной микроскопии
спустя несколько лет [21].

Уравнения Ходжкина–Хаксли опирались на
обширный экспериментальный материал, полу-
ченный главным образом при помощи новейшего
в то время метода фиксации напряжения (voltage
clamp). Авторы старались построить эмпириче-
скую модель, которая могла бы соответствовать
экспериментальным данным – и в то же время
количественно описать генерирование потенциа-
ла действия, а также его распространение вдоль
аксона. 

Хотя А. Ходжкин и Э. Хаксли не претендовали
на создание концептуальной модели, они прило-
жили усилия к тому, чтобы математические выра-
жения в их модели характеризовались физиче-
ской правдоподобностью (например, процессы
активации ионной проводимости описывались в
виде химических уравнений первого порядка и
т.п.). Математические выражения должны были
количественно описать обширную совокупность
экспериментальных данных, а также предсказы-
вать поведение системы при изменении различ-
ных параметров. 

Авторы не исходили из конкретной физиче-
ской модели, но настаивали на том, чтобы их экс-
периментальные результаты и соответствующая
система уравнений были совместимы с некото-
рыми основополагающими идеями. Следуя си-
стеме уравнений Ходжкина–Хаксли, можно
представить физическую модель, постулирую-
щую существование неких активирующих и
инактивирующих частиц, реальность которых
была подтверждена 20 лет спустя благодаря экс-
периментальному обнаружению «воротных то-
ков» [22].

Помимо описания практически всех электро-
физиологических явлений, известных в то время
для аксона кальмара, посредством несложной
адаптации модель была распространена и на дру-
гие системы с возбуждением. Подход Ходжкина–
Хаксли был применен для описания синаптиче-
ской передачи, а также к исследованию воротных
токов смещения. 

АЛЬТЕРНАТИВЫ ПОДХОДУ 
ХОДЖКИНА–ХАКСЛИ

Несмотря на успех уравнений Ходжкина–
Хаксли и присуждение авторам в 1963 г. Нобелев-
ской премии по физиологии и медицине, в 1950–
1970 гг. были авторы, которые оспаривали модель
Ходжкина–Хаксли. Среди них выделялись два
выдающихся биофизика – Д.Н. Насонов (1895–
1957) и И. Тасаки (1910–2009).

Насонов ввел понятие парабиоза – состояния,
при котором протоплазма клетки сильно меняет
физические свойства в результате обратимой ад-
сорбции ионов калия присутствующими в ней
белками [23]. Идеи Насонова были развиты в ра-
ботах его ученика А.С. Трошина [24], а также аме-
риканского биофизика Г. Линга [25].

По сути «школа Насонова» отрицала роль кле-
точной мембраны в процессах возбуждения (счи-
талось, что главную роль в этом фазовом переходе
при возбуждении играют белки протоплазмы)
[26]. Однако наличие возможности регистриро-
вать полноценные потенциалы действия и ион-
ные токи в перфузированных гигантских аксонах
и сомах изолированных нервных клеток (где про-
топлазма полностью заменяется раствором ионов
без белков) противоречит основным постулатам
«школы Насонова» [27].

И. Тасаки считается одним из самых извест-
ных ученых в области нейрофизиологии. Его имя
связано с открытием роли миелина в проведении
нервного импульса. Он широко применял метод
фиксации напряжения в своиx исследованиях и
его экспериментальные результаты не оспарива-
ли даже те, кто не разделял его идеи. 

Согласно Тасаки, нервный импульс появляет-
ся как результат фазового перехода в мембране,
который распространяется вдоль аксона [28]. Он
полагал, что возбудимая мембрана представляет
собой макромолекулярный комплекс белков и
липидов. Каждая субъединица этого комплекса
способна к ионному обмену и может пребывать в
одном из двух стабильных конформационных со-
стояний — состоянии покоя и состоянии дей-
ствия.

ТЕОРИЯ МЕХАНИЧЕСКОГО СОЛИТОНА
В последние годы идеи И. Тасаки нашли даль-

нейшую разработку в так называемой теории ме-
ханического солитона. Согласно этой теории рас-
пространение потенциала действия сопровожда-
ется стабильным солитоном механической
деформации клеточной мембраны, который дви-
жется с постоянной скоростью и неубывающей
амплитудой [29].

При этом предполагается, что эта механиче-
ская волна, сопровождающая потенциал дей-
ствия, связана с основными механизмами возбу-
димости. В частности, было высказано предполо-
жение, что открытие ионных каналов,
участвующих в генерации электрических явлений
нервного возбуждения, требует механических из-
менений в двойном липидном слое. В пользу это-
го предположения приводился аргумент, что во
время активации ионных каналов происходит де-
формация мембраны и обратимое нагревание ак-
сона. Модель механического солитона была
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предложена для описания нервного импульса как
неклассический солитон («компактон») [30].

Чтобы обосновать теоретически наблюдаемую
зависимость скорости импульса от радиуса аксо-
на, М. Рвачев предложил модель, которая рас-
сматривает нервный импульс как импульс давле-
ния, распространяющегося по аксоплазме [31].
Как мы обсуждали выше, опыты с перфузирован-
ными аксонами исключают необходимость аксо-
плазмы для проведения нервного импульса. 

Ниже излагаются главные аргументы сторон-
ников теории механического солитона, которые
указывают на ряд недостатков модели Ходжки-
на–Хаксли (см. работу [32]):

1. Модель Ходжкина–Хаксли описывает толь-
ко зависящие от напряжения аспекты нервного
импульса. Иными словами, представления Ходж-
кина−Хаксли в одностороннем порядке ограни-
чиваются электрическими явлениями при воз-
буждении. 

2. Существенной характеристикой подхода
Ходжкина–Хаксли является то, что он основан на
диссипативных процессах и поэтому по своей
природе необратим.

3. До сих пор невозможно определить, как
проводимость белков канала зависит от напряже-
ния и времени, а также вместо чего эта зависи-
мость параметризуется. На основании этого сто-
ронники теории механического солитона утвер-
ждают, что модель Ходжкина–Хаксли не
представляет собой теорию в строгом физиче-
ском смысле. Она не предсказывает поведение
системы, а скорее апостериорно описывает ре-
зультаты измерений. 

4. Модель Ходжкина–Хаксли не учитывает из-
менения других физических величин, например,
теплоты или работы по утолщению и удлинению
нервного волокна. Тщательные измерения пока-
зывают, однако, что другие термодинамические
величины также изменяются вместе с изменения-
ми мембранного потенциала во время возбуж-
дения.

5. Потенциал действия может генерироваться
и в среде, где отсутствует натрий.

6. Генерация обратимого тепла представляет
собой особую проблему для модели Ходжкина–
Хаксли. А. Хилл давно сделал первые значимые
измерения теплопродукции нервов [6]. Он пока-
зал, что тепло выделяется во время начальной фа-
зы нервного импульса, и в значительной степени
реабсорбируется во второй фазе импульса, так,
что общая теплопродукция равна нулю в пределах
точности измерения. Другими словами, нервный
импульс можно рассматривать как адиабатиче-
ский и обратимый процесс, что противоречит мо-
дели Ходжкина–Хаксли, диссипативной по своей
природе. 

7. В бислойной мембранe без белковых компо-
нентов тоже образуются дискретные ионные ка-
налы. Регистрируемые токи напоминают те, ко-
торые обычно приписывают белковым ионным
каналам. В частности, эти дискретные токи на-
блюдаются при фазовых переходах. При распро-
странении импульса следует ожидать, что липид-
ная мембрана должна стать проницаемой для
ионов. По-видимому, любой агент, который по-
давляет формирование импульсов в солитонной
модели, также будет подавлять эти дискретные
токи, поскольку эти два явления неизбежно тер-
модинамически связаны.

8. Важным требованием для получения лока-
лизованных импульсов является наличие фазово-
го перехода типа плавления в биомембране, о чем
не говорится в модели Ходжкина–Хаксли. Этот
переход отвечает не только за обратимый нагрев,
но и за локализацию импульса.

9. Известно множество различных веществ,
вызывающих анестезию, в том числе закись азо-
та, галотан, хлороформ и многие спирты, а также
благородный газ ксенон. Все эти анестетики сле-
дуют известному правилу Мейера–Овертона [33],
согласно которому их активность прямо пропор-
циональна их растворимости в липидных мем-
бранах. Это относится к большому диапазону
значений растворимости, от закиси азота до
длинноцепочечных спиртов. При критической
дозе анестетика ЕД50, когда 50% пациентов теря-
ют сознание, всегда обнаруживается одна и та же
концентрация активных веществ в мембранах,
несмотря на различия в их химической природе.
Эту корреляцию трудно объяснить в рамках моде-
ли Ходжкина–Хаксли.

10. Взаимное проникновение идущих навстре-
чу потенциалов действия. Особенностью механи-
ческих солитонов является то, что два сталкиваю-
щихся импульса проходят друг через друга без
диссипации [29], а не аннигилируют, как ожида-
ется в импульсах типа Ходжкина–Хаксли из-за
присутствия рефрактерного периода. Проникно-
вение встречных нервных импульсов было недав-
но экспериментально показано на нервах дожде-
вого червя [34].

Критика идей сторонников механического соли-
тона. Ниже излагаем нашу точку зрения относи-
тельно некоторых положений сторонников моде-
ли механического солитона.

– Модель Ходжкина–Хаксли описывает толь-
ко зависящие от напряжения аспекты нервного
импульса. К середине XX века технически воз-
можно было тщательно измерять только токи и
напряжения, во времени и пространстве. Весьма
интересно то, что сегодня можно предположить,
что и другие параметры, такие как толщина мем-
браны, температура и фаза агрегации мембраны,
также могут значительно изменяться в результате
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изменении напряжения. В этом смысле, хотя мо-
дель Ходжкина–Хаксли не рассматривала все
процессы, сопровождающие нервный импульс,
представление о других процессах как зависящих
от напряжения кажется правомерным.

– Модель Ходжкина–Хаксли основана на дис-
сипативных процессах и поэтому по своей приро-
де необратима. В этом нет ничего удивительного,
так как сама жизнь – далекий от равновесия про-
цесс. Ходжкин в свое время подсчитал, что аксон
может генерировать до миллиона потенциалов
действия без необходимости уравновесить гради-
енты [35]. О том, что в мозге происходят диссипа-
тивные процессы, свидетельствует тот факт, что
по крайней мере 50% энергетических затрат мозга
приходится на работу натриевого насоса. Иными
словами, проведение нервного импульса может
быть диссипативным благодаря тому, что ионные
градиенты восстанавливаются различными си-
стемами активного транспорта, которые обеспе-
чиваются за счет непрерывного синтеза АТФ и
других источников энергии в организме. 

– Многое неизвестно о том, как проводимость
белков канала зависит от напряжения и времени.
Но то немногое, что известно, было достигнуто в
основном благодаря электрофизиологическим
методам (ток смещения, пэтч-кламп), а также ме-
тодам генетического картирования и молекуляр-
ной биологии. Большинство из этих методов бы-
ли инспирированы идеями и вопросами, вытека-
ющими из модели Ходжкина–Хаксли [36].

– Модель Ходжкина–Хаксли не является тео-
рией в прямом смысле, как мы писали выше. Са-
ми авторы модели были весьма самокритичны.
Так, Э. Хаксли говорил: «Ходжкин и я считаем,
что эти уравнения следует рассматривать как пер-
вое приближение, которое во многих отношениях
требует дальнейшего уточнения и развития при
поиске действительного механизма изменения
ионной проницаемости на молекулярном уров-
не…» [37]. 

В.Н. Дещеревский, ученик С.Э. Шноля, в этой
связи писал: «... моделирование процессов в био-
логии существенно отличается от построения
теории физического явления. В физике суще-
ствует небольшое число элементарных моделей,
таких как материальная точка, твердое тело, ста-
тистический ансамбль, электромагнитное поле,
квантовая система и т. д. Их поведение регламен-
тировано законами природы, которые сформули-
рованы раз и навсегда и «обжалованию не подле-
жат».

В моделировании биологических процессов
пока что дело обстоит иначе. Использовать впря-
мую элементарные модели теоретической физи-
ки в этой области – занятие почти безнадежное.
Поэтому возникает необходимость создания на-
бора собственно «биологических элементарных

моделей». В качестве примера одной из таких мо-
делей можно привести уравнения Ходжкина–
Хаксли, описывающие возникновение и распро-
странение нервного импульса. Если бы удалось
подобным образом смоделировать основные про-
цессы жизнедеятельности, то можно было бы ре-
ально говорить о «динамической модели клетки»
(термин А.М. Жаботинского), ткани и даже цело-
го организма…» [38].

А. Ходжкин и Э. Хаксли писали в своей ориги-
нальной статье, что они не собирались разраба-
тывать биофизическую модель. В то же время они
указывали на то, что, «в настоящее время толщи-
на и состав возбудимой мембраны неизвестны.
Наши эксперименты поэтому мало что могут дать
в плане надежной информации о природе моле-
кулярных процессов, приводящих к изменениям
проницаемости. Цель этого раздела – показать,
что некоторые типы теорий исключаются наши-
ми экспериментами, а другие согласуются с ни-
ми…» [19].

Мы, вслед за Э. Канделем [39], считаем, что
более важным достоинством модели, чем описа-
ние явления, может быть ее способность ставить
новые вопросы и планировать новые экспери-
менты: в этом плане модель Ходжкина–Хаксли
ставила и еще ставит новые вопросы уже на про-
тяжении семидесяти лет. 

– Модель Ходжкина–Хаксли не рассматрива-
ет изменение ряда величин, таких, как теплота
или толщина и длина нерва. Эти параметры также
изменяются одновременно с изменениями мем-
бранного напряжения. Не исключено, однако,
что эти величины меняются в результате как раз
изменений мембранного потенциала. Учитывая
толщину мембраны (около 5 нм), удельную ем-
кость (приблизительно 1 мкФ на квадратный сан-
тиметр) и изменение мембранного потенциала на
0.1 В, можно ожидать, что в мембране будет со-
здаваться гигантское электрическое поле (поряд-
ка 109 В/м), и это может вызывать в ней большие
изменения. Конечно, исходя из элементарных
соображений (модуль Юнга и т. д.), следует ожи-
дать, что такое давление способно вызывать меха-
нические изменения размера липидного бислоя.
Так, оценочные расчеты указывают на то, что при
изменении мембранного потенциала на 0.07 В (со-
ответствующего деполяризации аксона), на бис-
лой оказывается давление, близкое к 1.8·104 Па (в
15 раз больше давления металлического пресса).
При типичных значениях модуля Юнга для ре-
альных биологических мембран (10–100 кПа),
следует ожидать относительные изменения в тол-
щине мембраны от 10 до 50%. Это сопоставимо с
экспериментально полученными наблюдениями
[40]. С другой стороны, еще в 1974 г. было теоре-
тически показано, что деполяризация мембраны
может вызывать адиабатическое нагревание, спо-
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собное объяснить экспериментально наблюдае-
мые фазовые переходы и адиабатические процес-
сы [41]. Другими словами, экспериментально из-
меренные изменения мембранного потенциала
во время нервного импульса достаточны для опи-
сания наблюдаемых изменений в геометрии мем-
браны. Под такими давлениями различные мате-
риалы могут претерпевать и фазовые переходы
(например, углеродные нанотрубки [42]).

– Появление потенциала действия в среде без
натрия было детально изучено и позволило оха-
рактеризовать ионную селективность натриевого
канала (над этим тоже работал П.Г. Костюк), но
эти результаты еще не свидетельствует о том, что
модель Ходжкина–Хаксли не верна [43].

– Возможность регистрировать ионные токи,
проходящие через одиночные каналы, является
одним из следствий подхода Ходжкина–Хаксли.
Дискуссия между И. Тасаки и сторонниками мо-
дели Ходжкина–Хаксли привела к поиску экспе-
риментальных доказательств существования дис-
кретных каналов в мембране. Одним из самых
ранних доказательств был анализ влияния иони-
зирующего излучения на способность аксона ге-
нерировать потенциалы действия. Результаты по-
казали, что эффект можно смоделировать при по-
мощи теории мишени. Теоретически полученные
размеры мишени сопоставимы с типичными раз-
мерами мембранных белков. Так, Дж. Фокс и
Р. Стампфли показали [44], что ультрафиолето-
вое излучение (длина волны 280 нм) вызывает не-
обратимую блокаду натриевых каналов, а подав-
ление тока натрия INa находится в экспоненци-
альной зависимости от дозы облучения. С точки
зрения теории мишеней однократное экспонен-
циальное отношение в кривой «доза–эффект»
означает, что эффект облучения связан с одно-
кратным событием, ограниченным одной дис-
кретной целевой областью. Объем этой целевой
области оценивается в 200 Å3. Эти размеры, тео-
ретически рассчитанные более полувека назад,
сопоставимы с тем, что сегодня известно о разме-
рах сенсорных субъединиц натриевого канала. В
связи с образованием проводящих пор в бислой-
ных мембранах об этом явлении известно очень
давно. Оно обычно объясняется модификацией
структур липидного бислоя (образуются участки
с небислойной упаковкой молекул). При этом на
границе бислоя и монослоя образуются эти «ка-
налы». Даже полагается, что эти поры и составля-
ют физическую основу тока утечки в модели
Ходжкина–Хаксли. Нам кажется маловероят-
ным, что эти поры могут служить физической ос-
новой для всего разнообразия тонко регулируе-
мых электрофизиологических явлений, имею-
щих место при генерации и проведении нервного
импульса. 

– Сторонники теории механического солито-
на говорят о прохождении насквозь встречаю-
щихся потенциалов действия как аргументе про-
тив модели Ходжкина–Хаксли и в поддержку их
разработок [34]. Однако эти результаты, получен-
ные на нервах дождевого червя, не подтвержда-
ются многочисленными экспериментами других
исследователей [45].

– На протяжении эволюции у нейронов разви-
валась сложнейшая система аксонального транс-
порта, гарантирующая доставку ионных каналов,
а также ионных насосов вдоль всего аксона. При
этом оправданным представляется сомнение в
том, что биологическая функция аксона состоит в
проведении механических солитонов, в которых
потенциал-зависимые ионные каналы практиче-
ски не играют никакой важной роли. 

Резюмируя, мы полагаем, что наблюдение ме-
ханических и тепловых изменений, сопровожда-
ющих потенциал действия, скорее всего есть ре-
зультат электрических явлений, описанных в мо-
дели Ходжкина–Хаксли, а не первопричина
нервного и мышечного возбуждения.

Это отнюдь не означает, что механическими
изменениями и фазовыми переходами, имеющи-
ми место в бислое, следует пренебречь: по наше-
му мнению, их надо рассматривать с позиций бо-
лее общих, чем точка зрения теории механиче-
ского солитона. Не исключается, что ввиду
нелинейной природы процессов, сопровождаю-
щих нервный импульс, во время распространяю-
щегося возбуждения может появиться и механи-
ческий солитон. 

Возможность возникновения солитонов в
биологических структурах обсуждается давно
[46–48], в частности А.С. Давыдов теоретически
показал, что механические солитоны могут рас-
пространяться вдоль α-спирали белка со скоро-
стью, близкой к 30 м/с [49] (заметим, что в обла-
сти соприкосновения с липидным бислоем ион-
ные каналы принимают конформацию α-
спирали). Изменение толщины мембраны вблизи
ионных каналов в результате быстрой деполяри-
зации мембраны может влиять на состояние α-
спиралей канала и соответственно на проведение
солитона вдоль α-спирали канала. Это и может
составлять один из основных механизмов белко-
во-липидных взаимодействий при проведении
нервного импульса. 

С другой стороны, И. Чосич (автор модели ре-
зонансного взаимодействия между белками –
«распознавания») придает большое значение рас-
пространению солитонов при резонансном рас-
познавании [50]. 

Мы полагаем, что действие анестетиков и про-
тивосудорожных веществ на липидный бислой
свидетельствует о роли белковo-липидных взаи-
модействий в проведении нервного импульса.
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Сейчас мало известно о том, как вещества, встро-
енные в липидный бислой могут оказать влияние,
в одном случае блокируя проведение потенциала
действия [51, 52] и в другом – вызывая возникно-
вение пароксизмальной деполяризации [53]. Мы
думаем, что возможных гипотез может быть не-
сколько, включая и теорию механического соли-
тона. 

Различные модификаторы бислоя (например,
спирты и ацетон) способны изменять сродство
Nа,К-АТФазы к натрию и калию [54]. Не исклю-
чается, что подобные эффекты можно ожидать и
в ион-селективных каналаx. 

КООПЕРАТИВНЫЕ ЯВЛЕНИЯ 
ПРИ ГЕНЕРАЦИИ ПОТЕНЦИАЛА 

ДЕЙСТВИЯ
Функциональные ионные каналы включают

согласованную работу нескольких субъединиц.
Липиды должны играть ключевую роль во взаи-
модействии между различными субъединицами,
более того, предполагается, что во время развер-
тывания потенциала действия имеет место ко-
оперативное согласование между каналами. Эти
кооперативные взаимодействия могут возникать
по сценарию положительной обратной связи. Из-
менениe мембранного потенциала вызывает ме-
ханические и фазовые изменения в бислое, кото-
рые могут с одной стороны содействовать коор-
динации субъединиц канала, а с другой —
кооперативному взаимодействию между разны-
ми каналами. Конкретные детали этих механиз-
мов пока неизвестны. 

Модель Ходжкина–Хаксли полагает, что как
активирующие, так и инактивирующие частицы
действуют независимо друг от друга. Более того, в
этой модели каналы тоже функционируют неза-
висимо во время проведения нервного импульса.
Соответственно, кооперативные взаимодействия
между активируемыми субъединицами в каналах
не рассматриваются в модели Ходжкина–Хаксли. 

В принципе, кооперативные явления могут
проявляться на различных уровнях: 

1) при связывании ионов в канале [55];
2) в виде кооперативных взаимодействий меж-

ду активирующимися субъединицами [56–59];
3) в виде кооперативных взаимодействий меж-

ду каналами [9].
Было обнаружено, что потенциалы действия,

регистрируемые с корковых нейронов млекопи-
тающих, показывают крутую начальную восходя-
щую фазу [60]. Модель Ходжкина–Хаксли не мо-
жет описать этот крутой подъем [61]. С целью
объяснения этого несогласования и была выдви-
нута идея о кооперативных взаимодействиях
между каналами. Согласно этой гипотезе, откры-
вание одного канала увеличивает вероятность от-

крывания соседних каналов. Эта модификация
модели лучше описывает экспериментальные на-
блюдения и подразумевает увеличение кодирую-
щей способности корковых нейронов. Другими
словами, кооперативные взаимодействия между
индивидуальными натриевыми каналами может
оказаться приобретением в результате эволюции
нейронов млекопитающих, что обеспечивает
быструю обработку внезапных изменений в окру-
жающей среде [9].

МАТЕМАТИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ
В рамках подхода Ходжкина–Хаксли поведе-

ние электрических параметров описывается в
виде: 

(1)

где Iext соответствует внешнему току; Сm – элек-
троемкость, соответствующая липидному слою
клеточной мембраны; Vm - мембранный потен-
циал; Iion – суммарный ионный ток. 

Суммарный ионный ток Iion состоит из вкла-
дов от всех типов каналов: 

, (2)

где Gk – индивидуальная проводимость канала k;
Ik – величина электрического тока, генерируемо-
го отдельным видом ионов; Ek – равновесный по-
тенциал ионного канала k.

В модели Ходжкина–Хаксли приводятся вы-
ражения, связывающие динамическую зависи-
мость индивидуальных проводимостей Gk от
мембранного потенциала. Полная система урав-
нений Ходжкина–Хаксли приводится в ориги-
нальной работе авторов [19].

Система уравнений, соответствующая модели
механического солитона, исходит из волнового
уравнения Эйлера для латеральной плотности
мембраны: 

(3)

где ΔρА есть изменение латеральной плотности
мембраны – ΔρА = ρА – ρ0

А; ρА соответствует ла-
теральной плотности мембраны, с – скорость зву-
ка; ρ0

А – равновесная латеральная плотность
мембраны в жидкой фазе.

Авторы теории солитона полагают, что вблизи
точки фазового перехода скорость звука непосто-
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янна и можно ее переписать, разлагая в ряд Тей-
лора; соответственно имеем:

На основании экспериментального наблюде-
ния частотной зависимости скорости звука в

2 2 2
0 ( ) ... .A Ac c p q= + Δρ + Δρ +

двухмерных искусственных мембранах авторы

работы [29] добавили член  (h > 0), опи-

сывающий дисперсионные процессы, что приво-
дит к следующему нелинейному уравнению: 
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где с0 – скорость малоамплитудного звука; h –
дисперсионная константа.

Как видно из соотношения (4), базовое урав-
нение солитонной модели учитывает изменения
латеральной плотности мембран и нелинейные
отношения, которые устанавливаются между
скоростью звука и плотностью в связи с присут-
ствием фазовых переходов мембраны в результате
ее механических искажений.

На сегодняшний день нет сомнения в том, что
во время потенциала действия имеют место как
электрические, так и механические процессы.
Тепловые изменения могут приводить к фазовым
переходам. Является ли фазовый переход в мем-
бранном бислое обязательным условием для про-
ведения нервного возбуждения, пока не ясно.
Согласно теории механического солитона, оно
обязательно. Тот факт, что некоторые хладно-
кровные животные способны генерировать нерв-
ные сигналы в диапазоне температур от 0 до 40°С,
представляется странным в свете этой теории. 

По теории механического солитона электри-
ческие и тепловые явления могут появиться в ре-
зультате механической деформации мембраны.
Мы считаем, что как механические, так и тепло-
вые изменения происходят в результате, в первую
очередь, изменений мембранного потенциала.
Эти тепловые и механические изменения, в свою
очередь, могут оказать влияние и на проводи-
мость, на емкость мембраны и, в конце концов,
на мембранный потенциал. 

От того, какова из этих гипотез верна, зависит
и дальнейшая разработка универсальных матема-
тических моделей нервного импульса. 

Некоторые авторы стараются найти общий
сценарий, позволяющий объединить оба подхо-
да. Так авторы работы [10] пытались ввести со-
пряженную модель, описывая как электрические,
так и механические явления, сопровождающие
потенциал действия. Они пишут: «потенциал
действия должен быть связан с механической де-
формацией биомембраны и изменениями давле-
ния в аксоплазме» [10].

Многочисленные эксперименты показывают,
что нервный импульс может протекать в перфу-
зированном аксоне, где аксоплазма полностью

замещена водным раствором электролитов [62]. В
таком случае важной роли продольных импуль-
сов давления в аксоплазме при проведении нерв-
ного импульса не следует ожидать. 

Мы полагаем, что следует, исходя из уравне-
ний Ходжкина–Хаксли, учесть в математической
модели электрические и механические измене-
ния: не только ионные проводимости, но и тол-
щину мембраны, теплопродукцию и т. п., завися-
щие от напряжения. В свою очередь, эти измене-
ния оказывают влияние на другие физические
величины и влияют на проводимость мембраны
для различных ионов прямо или опосредованно. 

Здесь уместно упомянуть и об обратном воз-
действии конформационных изменений белков
(например, при открытии и закрытии каналов) на
свойства мембраны, уточняя этим, что как белки
могут влиять на липиды, так и липиды могут вли-
ять на белки при генерации и проведении нерв-
ного импульса.

Для наглядности на рис. 1 показаны те измене-
ния, которые имеют место при начальной, восхо-
дящей фазе потенциала действия, согласно клас-
сической модели Ходжкина–Хаксли. 

Как видно из рис. 1, в этой модели деполяриза-
ция мембраны вызывает увеличение натриевой
проводимости, что, в свою очередь, вызывает де-
поляризацию мембраны. Ходжкин и Хаксли ис-

Рис. 1. Схема, иллюстрирующая взаимосвязь между
напряжением и проводимостью в мембране: GNa –
проводимость ионов натрия, Vm – мембранный
потенциал.
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ходили из этой гипотезы и, развивая идею даль-
ше, пришли к своей системе уравнений. 

Для сравнения на рис. 2 показаны те измене-
ния, которые могут появиться в мембране в ре-
зультате ее деполяризации, и соответствующая
система связей между ними. 

Мы считаем, что многие из этих связей можно
описать в модели. Хорошим началом могло быть
моделирование эффекта изменения емкости
мембраны при потенциале действия.

Учитывая приведенные выше расчеты, а также
экспериментальные данные из литературы, мож-
но преобразовать уравнение (1) следующим обра-
зом: 

(5)

Знаменатель в правой части уравнения (5) со-
ответствует эмпирически полученной зависимо-
сти мембранной емкости от мембранного потен-
циала. Недавно автор работы [63] предложил
учесть изменение емкости мембраны во время
нервного импульса, подходя к проблеме с пози-
ций модели механического солитона.

Уравнения Ходжкина–Хаксли способны да-
вать большое разнообразие решений, многие из
которых соответствуют таким неожиданным экс-
периментальным результатам, как хаотический
ряд потенциалов действия, или необычно протя-
женные потенциалы действия. Мы ожидаем, что
эти дополнения к модели приведут и к открытию
новых, ранее не наблюдаемых явлений в реаль-
ных аксонах.
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МНОЖЕСТВЕННОСТЬ МЕХАНИЗМОВ 
ПРОВЕДЕНИЯ НЕРВНОГО ИМПУЛЬСА – 
ВОЗМОЖНЫЙ АТАВИЗМ В ЭВОЛЮЦИИ 

Как мы писали выше, экспериментальные
данные о проведении нервного импульса в ряде
случаев показывают существенное отклонение от
предсказаний модели Ходжкина–Хаксли. Воз-
можно, причина несоответствия заключается в
эволюционном характере возникновения самого
явления проведения нервного импульса. Можно
предположить, что ионные каналы появились не
сразу и первичная возбудимость прототипа нерв-
ной клетки была возможна задолго до появления
нейромедиаторов и синапсов.

С.Э. Шноль обратил внимание на то, что теп-
локровность должна быть связана с оптимальны-
ми условиями для проведения нервного импульса
[64]. Чем примечателен диапазон 35–40°С, вы-
бранный теплокровными? Одна из версий – что
именно в этом диапазоне достигается наимень-
шая удельная теплоемкость воды. Точнее, тепло-
емкость достигает минимума при 34.5°С [65].
Вблизи этого минимума изменениями теплоем-
кости в некотором диапазоне можно пренебречь.
Это удобно не только для моделирования, но и
для решения задач управления. В первом прибли-
жении, теплокровность может поддерживаться в
этом диапазоне температур потому, что тут легче
поддерживать постоянную температуру. Другими
словами, в этом диапазоне поддержание постоян-
ной температуры тела потребует наименьших из-
менений в затратах энергии.

Экспериментально показано, что мозг млеко-
питающих крайне чувствителен к охлаждению,
при охлаждении до 26°С он почти не проводит
нервные импульсы [66]. Но нервный импульс как
явление эволюционно старше теплокровности.
Нервные импульсы успешно проводят не только

Рис. 2. Система связей между параметрами, характеризующими нервный импульс: Сm – электроемкость, соответствующая
липидному слою клеточной мембраны; Vm – мембранный потенциал; GNa – проводимость ионов натрия.
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рептилии, черви, насекомые, но и полярные ры-
бы при температуре тела ниже нуля градусов
Цельсия. Почему же теплокровные проводят
нервный импульс эффективнее?

Возможно, потому что изначально появление
нервного импульса связано с явлениями, локаль-
но меняющими «температуру» вблизи мембраны,
точнее, меняющими подвижность молекул и
ионов.

Для того, чтобы понять изначальную важность
этой подвижности, можно обратиться к книге
С. Габуды «Связанная вода. Факты и гипотезы»
[67]. Автор, начав рассуждения с феномена нар-
коза растворенными (в том числе инертными) га-
зами, подводит к тому, что для биогенных аминов
характерен фазовый переход расслоения с верх-
ней критической точкой. То есть, если раствор
амина нагреть, он превратится в эмульсию, что
уже несколько противоречит интуиции. Поведе-
ние систем вблизи критической точки характерно
тем, что в этих условиях возможна остановка
диффузии, спонтанное разрастание радиуса кор-
реляции молекулярной системы. Это может по-
рождать удивительные возможности для управле-
ния передачей нервных сигналов в синапсах.
Но еще больше возможностей это дает для объяс-
нения процесса появления первых нейромедиа-
торов в первых синапсах. Вопрос, что было пер-
вым – нейромедиатор или рецептор к нему – раз-
решается сам собой, если нейромедиатор может
работать без рецептора. Фазовый переход мог
быть первичным регулятором, а рецепторы воз-
никли позже и позволили обходиться значитель-
но меньшими концентрациями медиаторов. С ре-
цепторами сам характер регуляции стал стабиль-
нее, можно сказать, что они приручили фазовый
переход, но он все равно лежит в физико-химиче-
ской основе процесса.

Вероятно, такое же рассуждение по аналогии
возможно и относительно проведения нервного
импульса. Уравнения Ходжкина–Хаксли написа-
ны для ионных каналов, то есть для белков, дан-
ных нам в их, выражаясь словами С.Э. Шноля,
«эволюционном совершенстве». Могут ли у ион-
ных каналов существовать предшественники?
Известно, что некоторые жирные кислоты могут,
встраиваясь в мембрану митохондрий, создавать
поры, проницаемые для ряда ионов [68]. Этот
процесс протекает на основе фазового перехода в
липидной мембране. С другой стороны, те же са-
мые жирные кислоты способны индуцировать
поток протонов через мембрану митохондрий в
бурой жировой ткани уже при помощи специфи-
ческого встроенного белка термогенина [67].
Процесс разобщения в митоходриях является
элементом процесса несократительного термоге-
неза: утечка протонов позволяет нам согреваться
[68, 69]. Поток ионов при проведении нервного

импульса тоже должен сопровождаться выделе-
нием тепла. Известно, что на уровне целого мозга
проблема отведения тепла является важной. Бо-
лее того, есть оригинальная гипотеза о том, что
гипертрофия мозга китообразных связана с необ-
ходимостью согревать нервную систему [70]. Ло-
кальный нагрев потенциально мог бы спровоци-
ровать фазовый переход расслоения раствора
аминов, таким образом, мог бы сопрягаться про-
тотип процесса проведения нервного импульса и
прототип процесса синаптической передачи.

Формирование пор в липидном бислое потен-
циально может быть распространяющейся вол-
ной. Формирование таких пор может модулиро-
ваться волной, бегущей непосредственно в ли-
пидной мембране клеток, как рассмотрено в
работе В.Е. Заxватаева и P.Г. Xлебопpоcа [71]. 

Этот физический механизм мог бы существо-
вать как предшественник механизма распростра-
нения нервного импульса. Впоследствии эволю-
ция могла «оседлать» эту волну, создав потенци-
ал-зависимые ионные каналы. Новая система
могла усилить и сделать процесс надежнее. Кана-
лы в таком случаем похожи на ретранслирующие
вышки в сетях связи или подкачивающие стан-
ции нефтепроводов, которые не позволяют
ослабнуть потоку. Возможно, архаичный процесс
принципиально не смог бы распространить нерв-
ный импульс по длинным аксонам. Современ-
ный способ передачи нервного импульса мог су-
щественно изменить не только расстояние, на ко-
торое может устойчиво распространяться
нервный импульс, но и сам механизм распростра-
нения. Возможно также, что модель Ходжкина–
Хаксли не учитывает вклад эволюционно преды-
дущего механизма.

Так как этот механизм может появляться как
потенциальный эволюционный предшествен-
ник, который базируется на фазовом переходе в
липидной мембране, то он должен быть чувстви-
телен к температуре и составу мембраны. Посто-
янство температуры может оказаться необходи-
мо, чтобы минимизировать вклад архаичного ме-
ханизма в современный процесс нервной
проводимости. А интервал температур выбран та-
ким, что свойства растворителя почти не меняют-
ся с изменением температуры. Остающаяся зави-
симость фазового перехода от состава мембраны
лежит в основе явления наркоза некоторыми жи-
рорастворимыми анестетиками, что указывает на
значимость хоть и устаревшего, но не полностью
отмененного механизма. Вероятно, при соответ-
ствующем подборе условий эксперимента in vitro
можно сделать эволюционно более древний меха-
низм доминирующим.
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Система уравнений Ходжкина–Хаксли была

предложена 70 лет назад, когда очень мало было
известно о структуре клеточной мембраны и
только электрические аспекты нервного импуль-
са подавались надежному измерению. Модель
Ходжкина–Хаксли стимулировала разработку
новых экспериментальных и теоретических под-
ходов в биофизике мембран. В свете новых ре-
зультатов, было предложено несколько модифи-
каций оригинальной модели. В то же время груп-
па авторов разработала модель механического
солитона, согласно которой нервный импульс и
есть неубывающая механическая волна, ассоции-
рованная с фазовым переходом в липидном бис-
лое. Мы считаем, что многие из аргументов сто-
ронников теории механического солитона могут
найти рациональное объяснение и в рамках под-
хода Ходжкина–Хаксли. Не отрицая возможно-
сти возникновения солитонов при проведении
нервного импульса, мы считаем, что электриче-
ские проявления нервного импульса остаются
главными. 

Возможно, что унифицированную модель для
генерации и распространения нервного импуль-
са, учитывающую все доселе известные экспери-
ментальные данные, удастся получить путем
дальнейшего развития модели Ходжкина–Хакс-
ли. При этом следует учитывать: 

1) зависимость емкости мембраны от мем-
бранного потенциала;

2) кооперативные взаимодействия как между
активирующими/инактивирующими частицами
внутри одного канала, так и между разными кана-
лами;

3) влияние сжатия/растяжения мембраны при
изменении мембранного потенциала на разные
аспекты белково-липидных взаимодействий и на
фазовые переходы в бислое. 

Такой подход в моделировании может приве-
сти и к новым идеям экспериментов и к новым
результатам.
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 Models Describing Nerve Impulse Generation and Conduction
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Different models and approaches to studying nerve impulse generation and conduction are discussed. Differ-
ent research studies focused ìon mechanical, thermodynamic and electrical properties of nerve cells. It has
been 70 years since the Hodgkin–Huxley model was developed, but today it is still the gold standard in neu-
roscience. The model resulted from electric interpretation of the nerve membrane during the event of the ac-
tion potential and led to the development of novel experimental and theoretical approaches for membrane re-
search in biophysics. The mechanical soliton model was proposed as an alternative explanation of the nerve
pulse. According to the mechanical soliton model, the nerve impulse is a non-decremented mechanical wave,
linked to a phase transition in the lipid bilayer. Proponents of the mechanical soliton model gave their argu-
ments against some points of the Hodgkin–Huxley model. Most of their statements may find explanation in
the framework of Hodgkin–Huxley model considering that changes in membrane potential may lead not on-
ly to changes in ion channel permeability, but also to changes in membrane thickness, to modifications in
protein-lipid interactions as well as to modulation of cooperativity between ion channels. The appearance of
a mechanical soliton might be possible in some cases, but this is not the main mechanism of nerve excitability.
A universal mathematical model is thus necessary for interpretation of all biophysical changes observed
during the nerve impulse. The key to achieving this task is to adapt the Hodgkin–Huxley model. This ap-
proach to nerve impulse modelling could lead to new experimental designs as well as to new results.

Keywords: nerve impulse, Hodgkin–Huxley model, mechanical soliton model, cooperative interactions, phase
transition, anesthetics, protein-lipid interactions
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Понятие энтропии, давно известное в термодинамике, до сих пор не получило широкого примене-
ния в биофизике. В настоящей работе делается попытка в общем виде проанализировать возможно-
сти использования понятий энтропии (негэнтропии) и информации в качестве инструментов, ко-
торые способны описать сущностные стороны биосистем. Подчеркивается важность статистиче-
ской энтропии для описания локальных неравновесных распределений, которые представляют
собой необходимое условие существования живого состояния системы. Применение статистиче-
ских методов к анализу энтропии в биосистемах связано с именем Л.А. Блюменфельда. Мы рас-
сматриваем развитие этих представлений в связи с неравновесными процессами. Понятие энтро-
пии может сыграть важную роль в построении теорий старения, имея в виду деградацию, как свое-
образное проявление второго начала термодинамики для открытых неравновесных систем.
Обсуждаются различные стационарные и нестационарные процессы для биосистем, для которых
понятия информации и энтропии весьма значимы. Рассматривается, в частности, явление симбио-
за в живых системах, которое имеет принципиально важное эволюционное значение. Симбиоз име-
ет ряд общих черт с явлениями самоорганизации, обсуждается связанная с этим феноменом кон-
цепция кооперона. 

Ключевые слова: энтропия, живые системы, номогенез, телеогония, информация, эволюция, симбиоз,
кооперон, кооперативные взаимодействия.
DOI: 10.31857/S0006302922040123,  EDN: ITYIHP

Проблема применения понятий энтропии
(негэнтропии) и информации для описания важ-
ных свойств живых организмов обсуждается ак-
тивно достаточно давно, особенно со времени
выхода книги Э. Шрёдингера [1]. Существуют
различные мнения о том, настолько оправдано
применение представлений, выработанных в об-
ласти физики и математики для адекватного опи-
сания биологических процессов. Со времени по-
явления общих представлений о биосистемах как
открытых неравновесных структурах (Э. Бауэр,
Л. Фон Берталанфи, Г. Хакен, И. Пригожин
и др.) происходит поиск теоретических инстру-
ментов для исследования живых систем. Тезис
Шрёдингера о том, что «биосистема питается нег-
энтропией», нуждается в конкретизации. 

Лев Александрович Блюменфельд одним из
первых поставил и решил задачу оценки суммар-

ной энтропии для живого организма (см. моно-
графию [2]). Он пришел к парадоксальному ре-
зультату: информация (в термодинамическом
контексте), закодированная в сложной биосисте-
ме, с точки зрения статистической физики мало
отличается от той, что содержится в куске мате-
риала неживой природы той же массы и состава.
Блюменфельд из этого сделал вывод: «тем хуже
для статистической физики». Равновесное нагре-
вание небольшого количества воды является при-
мером процесса, который приводил бы к измене-
нию энтропии, соответствующему разнице ин-
формации между сложной биосистемой и куском
неживой материи. 

В кинетической теории неравновесных про-
цессов энтропия трактуется как соответствую-
щий момент функции распределения для любого
сколь угодно далекого от равновесия состояния.

УДК 536.9, 575, 573.3
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Традиционная «макроскопическая» точка зрения
все время апеллирует к термодинамическим
трактовкам, поэтому приводит к высказываниям
о том, что понятие энтропии можно применять
только к равновесным состояниям. Но здесь
принципиальное отличие, которое для биосистем
играет решающую роль. Известны сходные вы-
сказывания о том, что температура и другие мак-
ровеличины можно понять, только если рассмат-
ривать равновесные состояния. Для этого надо
неравновесное состояние перевести в равновес-
ное с теми же макровеличинами. Но при этом,
как нам представляется, утрачивается именно
суть живого, связанного с неравновесностью. 

В книге Блюменфельда говорится о неудовле-
творенности данной оценкой, и выход видится во
введении понятия ценности информации [2]. За-
метим, что ценность информации для популяции
можно определить, вводя понятие о степени ее
полезности [3] (см. ниже). В целом, представле-
ние о ценности информации нуждается в конкре-
тизации при изучении систем, имеющих разные
уровни сложности. И здесь могут быть востребо-
ваны представления о телеономичности и целе-
полагании в биологии. Термин «телеономия»
означает повышение внутреннего порядка био-
логической системы (предложен в работе
К. Питтендриха [4]). Стоит также упомянуть в
этой связи монографию К. Уоддингтона [5]. 

В отечественной науке были разработаны тео-
рии целеполагания на эволюционном и организ-
менном уровне и здесь следует отметить целый
ряд основополагающих работ, начиная с трудов
Л.С. Берга, который развил учение о номогенезе
(целесообразном реагировании и эволюции на
основе закономерностей), Н.А. Бернштейна и
П.К. Анохина [6–8]. 

В работе [9] обобщается оценка информации,
проведенная Блюменфельдом, посредством под-
счета соответствующей энтропии: рассматрива-
ется организм, состоящий из ряда органов и тка-
ней, где клетки в принципе заменимы (переста-
новочны без потери функций целого). Основной
вывод заключается в том, что нельзя оценку эн-
тропии для простой системы, находящейся в со-
стоянии равновесия, применять к сложной пер-
манентно неравновесной системе. По-видимому,
необходимо разработать специальный аппарат
для описания живых систем как сложных иерар-
хических динамических систем (о чем ранее пи-
сали Г.Р. Иваницкий с соавторами [10]). В этом
случае может реализоваться идея Блюменфельда
о ценности информации: например, каждый уро-
вень системы может характеризоваться своей ин-
формацией со своей «ценой», меру которой сле-
дует определить. Для этого следует развить новые
подходы к описанию биологических иерархиче-
ских систем. Однако и без такого аппарата, харак-
теризующего качественные особенности сложно-
сти системы, можно использовать статистиче-

скую энтропию, если применять ее для описания
изменения неравновесных систем. Заметим, что в
области теории коммуникаций существует ряд
работ, в которых развиты подходы к определению
ценности информации [11, 12]. 

Информация может реализоваться в разных
форматах и иметь разные уровни значимости:
так, в человеческом обществе существует массо-
вая информация, значимость и ценность которой
резко отличается от индивидуальной информа-
ции (которую люди получают от близких или из
авторитетных источников – то есть по другим ка-
налам, с другим уровнем значимости и пользы от
ее получения, см. работу [13]). 

М.В. Волькенштейн в монографии [14] приво-
дит вычисление количества информации, накоп-
ленной в человеческой культуре. Рассматривая
явно завышенное количество написанных книг
за всю историю, он получает 5·1014 бит, что экви-
валентно понижению энтропии на 5·10–9 Дж/K.
Это с точки зрения термодинамики равновесных
состояний является, конечно, чрезвычайно ма-
лой величиной. Характерно высказывание, кото-
рое делается здесь: «Нет, человеческую культуру
нельзя измерять в термодинамических единицах»
[14].

ЭНТРОПИЯ И ИНФОРМАЦИЯ
ПРИ ОПИСАНИИ СТАЦИОНАРНЫХ 

И КВАЗИСТАЦИОНАРНЫХ СОСТОЯНИЙ 
БИОСИСТЕМ 

Понятие «жизни» имеет множество определе-
ний, отдельную работу этому посвятил
Э. Трифонов [15]. В его статье приводится, в част-
ности, такое определение: «Жизнь – это метабо-
лизирующаяся материальная информационная
система, обладающая способностью к самовос-
произведению с изменениями (эволюция), кото-
рая требует энергии и подходящей среды». Здесь
мы намерены обсудить некоторые важные поня-
тия из приведенной формулировки. Следует от-
метить связанные с проявлением жизни для ин-
дивидуума нестационарные процессы развития и
деградации (старения) во временной шкале чело-
веческой жизни и квазистационарные состояния
одномоментно (или в зрелом возрасте). Можно
провести оценку энтропии для стационарных
(или квазистационарных) процессов, связанных
с метаболизмом. 

Самовоспроизведение представляет собой яв-
ление, в котором парадоксально сочетаются не-
стационарность на уровне отдельных организмов
и стационарность на популяционном уровне.
Можно увидеть подобное сочетание нестацио-
нарности и стационарности в биологической эво-
люции, передаче наследственной информации,
записанной в геноме, от индивидуума к индиви-
дууму и между поколениями при размножении.
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Здесь есть еще один аспект: возможна передача
важной для выживания информации негенетиче-
ским путем (обучение), что характерно главным
образом для высших животных и особенно чело-
века (культура). 

Допустимо говорить об эквивалентности эн-
тропии и информации с известной осторожно-
стью, в рамках той или иной парадигмы. Нерав-
новесная статистическая энтропия при правиль-
ном выборе соответствующей функции
распределения может служить мерой для инфор-
мации, содержащейся в сложной многоклеточ-
ной (многокомпонентной) биосистеме, для этого
надо хотя бы на теоретическом уровне просле-
дить возникновение и развитие биоструктуры. 

Статистическая энтропия системы, S, равна
S = klnW, где k – постоянная Больцмана, W – тер-
модинамический вес. В работе [9] показано, что
локальная (в смысле отнесения к точке физиче-
ского пространства) энтропия в неравновесной
открытой системе может быть существенно мень-
ше, чем энтропия при локальном равновесии.

В некоторых клеточных системах ни одна
клетка не может быть заменена другой, т.е. не до-
пустимы перестановки с тем, чтобы не измени-
лось принципиально свойство системы в целом.
Но такое свойство можно отнести лишь к очень
организованным органам, например, головному
мозгу (каждый нейрон обладает своей памятью,
т.е. элементы неэквивалентны). Для других орга-
нов перестановки клеток в принципе допустимы.
В однородном веществе неживой природы все
элементы могут быть переставлены – никакого
значения для структуры в целом это не будет
иметь. Поэтому ясно, что количество комбина-
ций, при которых реализуется такое «макросо-
стояние», оказывается максимальным из всех
возможных – что и означает максимальную эн-
тропию. Между двумя предельными случаями су-
ществуют промежуточные, которые можно рас-
смотреть. 

Для грубой оценки энтропии на уровне орга-
низма можно разделить организм на органы, в
каждом органе возможен обмен клетками (здесь
мы пренебрегаем тем, что орган может состоять
из нескольких тканей), а между органами – нет.
Число допустимых комбинаций в этом случае бу-
дет меньше, чем в случае независимого комплек-
та ячеек. В общем случае представим, что орга-
низм состоит из m органов, внутри органа клетки
можно заменять, а между органами нельзя. Тогда
число возможных перестановок внутри отдельно-
го органа определяется простой комбинаторной
формулой, а общее число – произведением этих
чисел. Вычисление энтропии для этого случая
аналогично классическому больцмановскому вы-
числению статистической энтропии с общим
числом частиц N и числом частиц в состояниях,

равным соответственно N1,...,Nm. Термодинами-
ческий вес W = N!/(N1!...Nm!). 

Можно рассмотреть два предельных случая (их
по сути описывал Блюменфельд). В одном воз-
можны все перестановки, как в образце «неживо-
го» материала. Термодинамический вес тогда ра-
вен N!. В другом случае невозможна ни одна пере-
становка элементов (как в идеализированной
нейронной системе мозга), тогда термодинами-
ческий вес равен 1, и энтропия равна 0. Энтропию
мы рассматриваем как меру неупорядоченности,
или меру недостатка информации о рассматрива-
емой системе. Поэтому можно оценивать величи-
ну информации в битах, а величину энтропии –
в Дж/K. 

Разницу в информации для этих двух случаев
можно оценить, используя формулу Стирлинга:
ΔI = log2((1013)!/((1012)!)10 бит = 1013 log21013 бит –
10·1012 log21012 бит = 1013 log210 бит. После умно-
жения на k получаем, что это эквивалентно пони-
жению энтропии на ΔS = 4.58·10–9 Дж/K. Понят-
но, что данная величина меньше энтропии при
всевозможных перестановках элементов, равной
k ·13·1013 log210 бит = 60·10–9 Дж/K. 

Для адекватного представления этой величи-
ны надо проследить реальный процесс диффе-
ренциации от потенциально любой перестано-
вочности клеток в эмбрионе (некоторая аналогия
с бластемой при регенерации) до отдельных орга-
нов, что требует передачи информации. При мор-
фогенезе происходит интенсивное возрастание
информации при помощи синтеза ДНК и РНК и
организации уникальных паттернов молчащих и
работающих генов, характерных для каждой
ткани.

Энтропия уменьшается за счет оттока из биоси-
стемы энтропии вовне. Следует заметить, что не-
обязательно представлять энтропию в «термодина-
мических единицах» Дж/K. Более того, такое пред-
ставление даже способно вводить в заблуждение: в
кинетической теории энтропия S (–H-функция) –
это один из моментов функции распределения, и
постоянная Больцмана k в отличие от другого мо-
мента – температуры – там не фигурирует. 

По-видимому, количество допустимых ком-
бинаций в организме в целом будет существенно
меньше в силу большой корреляции между от-
дельными частями организма, описать это в не-
коем грубом приближении может кинетическая
модель метаболизма, показывающая сосущество-
вание локально неравновесных частей [16]. Заме-
тим, что создать такую систему из локально-рав-
новесных частей не удастся. При гипотетическом
предположении о возможности каким-то обра-
зом воссоздать сложную неравновесную живую
систему, неизбежно встает вопрос об очень боль-
ших затратах энтропии для реализации. При этом
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оценка требует статистической формулы энтро-
пии. 

Чтобы «перевести» систему из состояния с вы-
сокой энтропией в состояние с низкой энтропи-
ей, тем более в столь высокоорганизованное со-
стояние, как биосистема со сложной взаимозави-
симой структурой отдельных органов, требуется
выделение вовне большого количества энтропии.
Однако управление такой биологической систе-
мой, как организм человека, к примеру, может
потребовать совсем немного информации: важ-
но, чтобы информация эта была послана и полу-
чена на высоком уровне – скажем, на уровне
нервной системы. 

В работе [9] при рассмотрении стационарных
биосистем на макроуровне при помощи кинети-
ческой модели метаболизма подтвержден шрё-
дингеровский тезис о том, что такая система под-
держивается за счет «питания» «негэнтропией».
Вычисление энтропии позволяет ввести крите-
рий различия «живого» и «неживого» состояний.
Первому отвечает меньшее значение статистиче-
ской энтропии при локальной неравновесности,
второму – большее значение энтропии при рав-
новесности. На микроуровне показано, что эн-
тропия уменьшается при увеличении коопера-
тивности в системе. 

ЭНТРОПИЯ И ИНФОРМАЦИЯ
ПРИ ОПИСАНИИ НЕСТАЦИОНАРНЫХ 

ПРОЦЕССОВ 
По-видимому, проблема применения понятий

информации и энтропии для описания живых си-
стем имеет больший масштаб, чем это представ-
лялось в ХХ веке. Ее решение потребует фунда-
ментального переосмысления многих привыч-
ных представлений, относящихся как к
традиционным физическим взглядам на неживую
материю, так и, возможно в большей степени, к
нашему пониманию феномена жизни [17, 18]. 

Прежде всего, необходимо будет провести
классификацию различных переходных типов
физических систем, находящихся на границе жи-
вой и неживой материи. Не углубляясь здесь в де-
тали, отметим важность более тщательного изу-
чения явления самоорганизации, а также свойств
иерархически организованных сложных систем
(заметим, что только что вышли две статьи
Е. Кунина с соавторами, посвященные этой про-
блеме [19, 20]). Переходный характер таких си-
стем между живой и неживой материей с одной
стороны позволяет проводить исследования, ба-
зируясь на стандартных физико-математических
методах, а с другой – дает возможность разраба-
тывать универсальные методы описания явлений
в живых и неживых системах.

Отдельная область биофизики посвящена тео-
ретическому описанию морфогенеза (это направ-

ление связано с основополагающей работой Тью-
ринга [21]). Формообразование происходит в ре-
зультате химических реакций и диффузии, что
приводит к уменьшению энтропии в открытой
системе. Здесь следует отметить известную моно-
графию Б. Белинцева [22]. Приведем слова из его
работы [23]: «Предварительно следует прояснить
более принципиальный вопрос: сопряжен ли
процесс детерминации клеток в развивающемся
зародыше с возникновением новой информа-
ции? Иными словами, является ли такая детерми-
нация результатом запоминания случайного вы-
бора?» ([23], с. 56). 

Также одна из проблем здесь состоит в выяс-
нении и моделировании механизма перехода из
недифференцированной среды зародыша (с от-
носительно высокой энтропией) через цикл пере-
ходов к структурированному состоянию (с мень-
шей энтропией). Формально результат Тьюринга
сводится к появлению неустойчивости, наруша-
ющей симметрию, что ведет к уменьшению эн-
тропии в динамической системе «реакция−диф-
фузия» (понятно, что при этом происходит отток
энтропии из биосистемы). 

Еще одной важной задачей является исследо-
вание информационных процессов в живых си-
стемах. Дело в том, что определение живых объ-
ектов, как объектов, обладающих способностью к
самовоспроизведению, то есть к созданию дочер-
них объектов, которые наследуют характерные
признаки родительских, неявным образом вклю-
чает в себя акт передачи наследственной инфор-
мации от родительского объекта дочернему. С
другой стороны, классическое Шенноновское
определение информации также неявным обра-
зом предполагает существование живых объек-
тов, один из которых является первичным источ-
ником информации, а другой – ее конечным при-
емником. Поясним, что каким бы большим
количеством промежуточных неживых приемни-
ков, передатчиков, перекодировщиков и
устройств хранения информации не было бы на
технических линиях передачи информации, ко-
нечные приемник и источник информации – жи-
вые объекты [3]. Кроме того, нужно учесть, что
все технические устройства обработки информа-
ции были изготовлены человеком. Сильная гипо-
теза, которая может быть здесь высказана, заклю-
чается в том, что информация как некоторая ха-
рактеристика существует только в живых
системах, либо в системах, связанных с живыми
объектами. Иными словами, во Вселенной до
возникновения жизни не существовало инфор-
мации в классическом Шенноновском представ-
лении. В какой-то степени данная гипотеза кон-
цептуально перекликается с известным высказы-
ванием Р. Декарта «Мыслю, значит существую».

В этой связи понятие информации должно ка-
ким-то образом вытекать из фундаментальных
свойств живой материи, главным из которых, как
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уже отмечалось, является способность к самовос-
произведению, что неизбежно вовлекает живые
объекты в процесс эволюции. Здесь мы можем
использовать модели, описывающие нестацио-
нарные процессы. Эволюцию, на наш взгляд, то-
же можно описать при помощи подобных моде-
лей [16]. Такие модели могут быть применимы
для описания совершенствования организмов от
поколения к поколению, а также изменений на
уровне единичного организма – его рост, разви-
тие, а также деградацию (старение) [24]. Таким
образом, понятие информации должно неизбеж-
но возникать в рамках эволюционного процесса.
На первый взгляд, это утверждение кажется три-
виальным. С одной стороны, ДНК – наверное,
наиболее известный пример молекулы, несущей
информационные сообщения, содержащиеся в
живых объектах, с другой стороны, ДНК – глав-
ный инструмент и объект эволюции. Согласно
синтетической теории эволюции – современного
варианта дарвиновского естественного отбора –
именно случайные мутации в ДНК являются дви-
гателем эволюционного прогресса [25, 26]. Но са-
ма синтетическая теория эволюции, возникшая
на стыке генетики и дарвиновской теории, имеет
две фундаментальные проблемы, которые необ-
ходимо решить, прежде чем появится возмож-
ность ее использования для решения следующего
круга проблем. 

Первая проблема состоит в том, что числен-
ные оценки вероятностей мутаций, приводящих
к появлению многих эволюционно значимых
признаков у отдельных организмов, дают исчеза-
юще малые величины. Возможно, мутации в жи-
вых организмах не столь уж случайны: если они
возникают в наиболее перегруженных работой
участках генома и «эффективная для мутаций
длина генома» уменьшается, то этот факт тоже
можно объяснить в рамках представлений о целе-
полагании: организм как бы регулирует поток му-
таций и скорость своей эволюции. Заметим, что
общее представление об авторегулируемой эво-
люции развито в работе [3].

Существуют и другие предложения, как можно
решить эту проблему. Одно из решений, предло-
женное в 1986 г. Г. Иваницким с соавторами [10],
заключалось в том, что предлагалось рассматри-
вать блочно-иерархический характер изменений
ДНК, когда в ДНК изменениям подвергаются
сразу крупные участки – блоки. Заметим, что по-
добные блоки выделяются и в белках (см. работы
[27, 28]. Показано, что такой характер изменений
ДНК может резко ускорить процесс эволюции
посредством естественного отбора.

Но у синтетической теории эволюции есть еще
и другая проблема. Дело в том, что сам генетиче-
ский аппарат является продуктом эволюции.
Причем настолько сложным, что вероятность од-
новременного появления всех составных частей
этого аппарата представляется исчезающе малой.

Само появление таких молекул, как ДНК, м-
РНК, т-РНК, рибосомальных комплексов требо-
вало наличия некоторой предварительной эволю-
ции. Эту эволюцию следовало бы назвать «доге-
номной эволюцией». Но как в условиях отсут-
ствия генетического аппарата живой объект мог
хранить наследуемую информацию?

Решение этого вопроса, на наш взгляд, следует
искать в рамках подхода, который принято назы-
вать симбиогенезом. 

СИМБИОГЕНЕЗ 

Российские ученые конца XIX – начала
XX веков внесли большой вклад в изучение сим-
биотических отношений и в создание теории
симбиогенеза. Так, А.С. Фаминцын совместно с
О.В. Баранецким еще в 1867 г. показали симбио-
тическую природу лишайников [29]. А в 1905 г.
К.С. Мережковский выдвинул гипотезу о веду-
щей роли симбиоза в прогрессивной эволюции
органического мира (гипотеза симбиогенеза),
рассматривая, например, хлоропласты цветковых
растений как видоизмененные симбиотические
водоросли. Можно также отметить труды
Б.М. Козо-Полянского, П.А. Кропоткина и
Л. Маргелис [30], работавшей уже в конце XX ве-
ка и много сделавшей для популяризации работ
своих предшественников и окончательного при-
знания гипотез о симбиотическом происхожде-
нии эукариотических клеток вследствие захвата
клеток прокариот (или архей) другими прокарио-
тами.

Несмотря на длительную историю изучения
этого вопроса, симбиотические отношения и
симбиогенез обычно принято рассматривать
лишь как пример удивительного многообразия
живой природы, не наделяя их самостоятельным
фундаментальным значением для понимания фе-
номена жизни. Заметим, что в 2010 г. была опуб-
ликована работа В. Левченко и В. Котолупова о
кооперонах, где симбиотические отношения
между частями организма обсуждаются как необ-
ходимое условие его существования ([31], см. так-
же работу [3]. 

В этой связи хотелось бы обратить внимание
на результаты экспедиции 1979–1980 гг., посвя-
щенной изучению микропланктона тропической
области Атлантического океана, которую часто
называют океанической пустыней из-за низкой
биологической продуктивности. Во время этой
экспедиции В.Н. Карнаухову с сотрудниками
удалось установить факт практически полного
доминирования симбиотических форм жизни в
этой зоне Мирового океана [32]. Фактически это
означало, что большая часть поверхности нашей
планеты представляет собой территорию доми-
нирования симбиотических организмов. И био-
сфера – это тоже надорганизменная симбиотиче-
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ская система (заметим, что возможны сезонные
кооперативные системы в водоемах: вначале –
свободноживущие микроорганизмы, но потом
они временно объединяются). 

Этот факт имел эвристическое значение и за-
ставил по-новому взглянуть на явление симбио-
за. Более внимательный анализ показал, что вся
живая природа буквально пронизана симбиоти-
ческими отношениями. Практически невозмож-
но найти живое существо, которое не участвовало
бы в тех или иных симбиотических отношениях с
другими живыми существами или которое само
не было бы продуктом симбиогенеза. Например,
в человеке генетически «чужих» организмов по
ряду оценок на порядок больше, чем собственных
клеток (и это не только те, которые обитают в ки-
шечнике).

Но особое значение явление симбиоза имеет
для введения понятия негенетического наследо-
вания признаков, которое в свою очередь являет-
ся базой для введения понятия наследственной
информации. В качестве примера рассмотрим
возникновение эукариотической клетки в резуль-
тате симбиогенеза, объединения прокариотиче-
ских клеток. Отметим, что как протомитохон-
дрия, поселившаяся и выжившая внутри
протоэукариотической клетки, так и сама прото-
эукариотическая клетка сравнительно мало что
поменяли в своих геномах. Но при этом возник
новый организм, обладавший принципиально
новыми качествами. И эти качества устойчиво
передавались дочерним эукариотическим орга-
низмам. Конечно, в этом новом эукариотическом
организме содержится генетическая информа-
ция, доставшаяся ему от обоих симбионтов. Еще
один яркий пример – лишайник, состоящий из
организмов разных таксонов. Эти примеры мож-
но рассматривать также в качестве иллюстраций
блочно-иерархической эволюции отбора, о кото-
ром говорилось выше. В принципе можно пред-
ставить себе организмы, не содержащие инфор-
мации в форме ДНК или РНК – своеобразные
симбиотические сообщества молекул, обеспечи-
вающих взаимный катализ, которые возможно и
были исходными предбиологическими динами-
ческими структурами, содержащими информа-
цию, наследуемую следующими поколениями
подобных молекулярных симбиотических сооб-
ществ [33].

Представления о симбиогенезе связаны с кон-
цепцией кооперона. Традиционно все живое на
Земле изучается в контексте структурно-морфо-
логического подхода, в рамках которого рассмат-
риваются различные живые системы, имеющие
разные размеры, организацию и использующие
различные ресурсы для своего существования.
Однако любая живая система должна рассматри-
ваться и как неразрывный структурно-функцио-
нальный комплекс, причем поддержание суще-
ствования системы невозможно без процессов,

непрерывно происходящих в ней и направленных
на сохранение этого комплекса. Это приводит к
представлению о кооперонах – самосохраняю-
щихся динамических структурах, существующих
лишь как результат протекания различных спе-
цифически организованных кооперативных про-
цессов [3, 31]. Структура кооперона является суб-
стратом для поддержания процессов, обеспечи-
вающих его сохранение. Примерами кооперонов
могут служить:

1) одноклеточные организмы, у которых в ка-
честве отдельных структурно-функциональных
блоков – подсистем – выступают клеточные ор-
ганеллы; 

2) многоклеточные организмы, для которых
подсистемами являются клетки, органы; 

3) экосистемы, в которых подсистемами явля-
ются отдельные организмы и видовые популя-
ции, или же – в крупных биогеоценозах – еще и
другие экосистемы меньшего масштаба и ранга; 

4) биосфера, для которой подсистемами явля-
ются биогеоценозы. 

Заметим, что иногда в качестве отдельного
структурного уровня выделяют также клетки
многоклеточного организма. 

В целом можно дать следующее определение:
кооперативная система – это целостная система,
свойства которой определяются совокупностью
входящих в нее элементов, однако простое сум-
мирование свойств составляющих элементов без
учета их взаимоотношений друг с другом не поз-
воляет объяснить все свойства такой системы как
целого. Целое оказывается больше, чем простая
сумма частей. Самосохраняющаяся кооператив-
ная система представляет собой устойчивый
структурно-функциональный комплекс и высту-
пает как единое целое в некотором диапазоне
внешних условий. Следует подчеркнуть, что спе-
цифические свойства частей столь же важны, как
и общая структура кооперона для поддержания
его существования.  

Чисто морфологический метод прекрасно
справляется с описанием строения мертвых орга-
низмов и неживых объектов, в том числе позволя-
ет оценивать их энтропию, но не может обеспе-
чить адекватное рассмотрение живого организма,
«наполненного» еще и множеством взаимосогла-
сованных кооперативных процессов. Нередко
структурные уровни организации практически
совпадают с очевидными уровнями кооперации.
Например, клетки многоклеточного организма
несомненно являются сравнительно автономны-
ми кооперонами. Весь организм – это тоже ко-
оперон, а не просто некая механическая совокуп-
ность клеток, тканей и органов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Явление симбиоза в живых системах имеет ряд
общих черт с явлениями самоорганизации, си-
нергии, с кооперативными эффектами, наблюда-
емыми на молекулярном уровне в клетке и в не-
живой природе и связано с концепцией кооперо-
на (что согласуется с блочным принципом
организации генома, упомянутым выше (см. ра-
боты [3, 10, 28, 30, 31]). Нам представляется целе-
сообразным создание формализма, позволяюще-
го единым образом описывать и анализировать
круг явлений, связанный с самоорганизацией и
образованием иерархических структур, подобно
тому, как рассматриваются кооперативные явле-
ния при межмолекулярных взаимодействиях на
основании теории адсорбции [34]. Заметим, что
представления об иерархии структур развивает
В.А. Твердислов (см., например, работу [35]). Мы
надеемся, что на этом пути появится возмож-
ность универсальным образом сформулировать
понятие информации и обобщить понятие энтро-
пии, что позволит корректно применять его для
живых систем. Как классические работы
Л.А. Блюменфельда, С.Э. Шноля, М.В. Волькен-
штейна и соавторов, так и недавние работы со-
временных авторов [3, 9, 24, 19, 20, 36] могут по-
мочь подойти к решению этой задачи. 

В данной работе мы наметили связь между
представлениями теории эволюции, теории ин-
формации и подходами статистической физики к
живым системам, которые развивались на протя-
жении ХХ века. Проблемы описания живых си-
стем при помощи физических моделей, в частно-
сти термодинамики и кинетики, требуют для сво-
его решения развития новой парадигмы.
Заметим, что в работе [9] отмечается специфиче-
ское свойство живой системы: статистическая
энтропия для локальных неравновесных распре-
делений существенно меньше энтропии для ло-
кальных равновесных распределений, что сопо-
ставляется с «неживым» состоянием системы.
Подходы при помощи теории нейронных сетей и
теории обучения могут помочь здесь лишь в опре-
деленной степени. С другой стороны, представ-
ления о том, что аллостерические взаимодей-
ствия способны играть центральную роль в инте-
грации клеточной информации, могут быть
весьма продуктивными [36]. 

В настоящее время высказаны разные взгляды
на применимость понятия энтропии для описа-
ния биосистем. Концепция энтропии подходит
для описания ограниченных в пространстве
фрагментов живых систем, для которых четко
указаны составляющие элементы. Но можно ли
при помощи понятия энтропии подойти к объяс-
нению самого феномена жизни? Ведь для этого
необходимо учесть функциональные взаимоот-
ношения между элементами, обеспечивающие
жизнедеятельность живой системы как целого.

Как следует из работы [9], с определенной осто-
рожностью можно сделать вывод, что корректное
использование статистической энтропии может
описывать и составляющие элементы биосисте-
мы, и ее свойства в целом, с опорой на кинетиче-
скую модель метаболизма, подтверждая и кон-
кретизируя постулат Шрёдингера о поддержании
ее за счет «питания» негэнтропией. 
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The concept of entropy, long known in thermodynamics, has not yet been widely used in biophysics. In this
paper, an attempt is made to analyze in a general way the possibilities of using the concepts of entropy (ne-
gentropy) and information as tools that can describe the essential aspects of biosystems. This study highlights
the importance of statistical entropy for the description of local non-equilibrium distributions, which are a
necessary condition for the existence of a living system. The application of statistical methods to the analysis
of entropy in biosystems is associated with the name of L.A. Blumenfeld. We consider the development of
these concepts in the context of nonequilibrium processes. The concept of entropy can play an essential role
in the construction of theories of aging, where degradation is a sort of manifestation of the second law of ther-
modynamics for open non-equilibrium systems. This paper presents a discussion of various stationary and
non-stationary processes for biosystems for which the concepts of information and entropy are very signifi-
cant. Particular attention is paid to symbiosis in living systems, the phenomenon that plays a crucial evolu-
tionary role. Symbiosis shares a number of common features with the phenomena of self-organization; the
concept of a cooperon associated with this phenomenon is discussed.

Keywords: entropy, living systems, nomogenesis, telegony, information, evolution, symbiosis, cooperon, cooperative
interactions
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Изучены изменения электрических характеристик сердца крыс, обусловленные адреналиновой
аритмией и эффекты их модуляции низкоинтенсивным красным светом. Работали с тремя
группами экспериментальных животных: в контрольной группе животных не подвергали никаким
воздействиям, в опытных группах моделировали адреналиновую аритмию. В первой опытной
группе регистрировали десятиминутную электрокардиограмму по истечении 5 мин после
моделирования адреналиновой аритмии, во второй опытной группе электрокардиограмму
регистрировали при одновременном облучении проекционной зоны сердца светом красного
светодиода (650 нм, интенсивность излучения 5 мВт/см2). Сравнительный анализ вариабельности
сердечного ритма после адреналинстимулируемой аритмии в двух опытных группах показал
нормализацию красным светом моды и QT-интервала на фоне незначимо измененной частоты
сердечных сокращений. Однако световое воздействие способствовало значительному снижению
вариационного размаха; это позволяет предположить, что синоатриальный узел является наиболее
чувствительной мишенью для красного света. 
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В настоящее время светотерапия получила
широкое применение в медицине. Фотобиомоду-
ляция, или низкоуровневая лазерная терапия, по-
казывает широкий спектр возможностей для кор-
рекции многих патологий [1, 2]. В частности, ряд
исследований свидетельствует о модуляции элек-
трических характеристик кардиомиоцитов крас-
ным светом [3–7]. Преимущество терапевтиче-
ского использования низкоэнергетического све-
тового излучения в диапазоне видимого красного
и ближнего инфракрасного света заключается в
том, что оно достаточно глубоко проникает в
ткань и не вызывает каких-либо повреждений.
Однако первичные фотохимические и фотофизи-
ческие превращения, вызванные поглощением
световой энергии, до сих пор изучены крайне ма-
ло. К настоящему времени сформулировано не-
сколько гипотез касательно первичного действия
низкоуровневой лазерной терапии на организм.

Одной из общепризнанных является фотобиоло-
гическая концепция, суть которой состоит в су-
ществовании акцептора светового излучения,
максимум поглощения которого совпадает с мак-
симумом излучения источника. Дальнейшие эф-
фекты, обусловленные активацией акцептора,
связывают с инициацией новых сигнальных
путей, характерных для прикладываемого излу-
чения. 

Большинство современных исследователей
ключевую роль в изменении физиологического
состояния облученных красным светом объектов
отводят митохондриям [8]. Считается, что конеч-
ный элемент дыхательной цепи цитохром с-окси-
даза способен поглощать излучение в красной об-
ласти спектра и изменять работу электронтранс-
портной цепи, запуская тем самым каскад
реакций, приводящих в первую очередь к измене-
нию уровня АТФ. Изменения уровня АТФ могут
существенно влиять на клеточный метаболизм, в
том числе увеличивать возможности экзогенных
и эндогенных АТФаз, что может отражаться на
ионных токах [9]. Низкоинтенсивное излучение

Сокращения: ЭКГ – электрокардиограмма, Мо — мода,
ЧСС – частота сердечных сокращений, ВР — вариацион-
ный размах, ВПР — вегетативный показатель ритма, СР –
саркоплазматический ретикулум.

УДК 615.831.8, 616.12-008.3-073.96 
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красного спектра способно активировать такие
антиоксидантные системы клетки, как суперок-
сиддисмутаза и каталаза, что, в свою очередь, так-
же способствует более тесному сопряжению ды-
хания с фосфорилированием [10]. Неопровержи-
мые доказательства в пользу активации
антиоксидантных систем приведены в работах
[11, 12]. В качестве первичных реакций рассмат-
риваются также уменьшение количества NO, свя-
занного в каталитическом центре цитохром с-ок-
сидазы, и увеличение содержания активных форм
кислорода [13]. Кроме того, было показано, что
воздействие низкоэнергетическим излучением с
длиной волны 650 и 808 нм способно вызывать
повышение концентрации внутриклеточного
Са2+ в различных типах клеток [14–16]. В целом
такие фотоиндуцированные колебания концен-
трации Са2+ связываются с возможностью свето-
вой энергии специфически воздействовать на два
основных пути регуляции концентрации Са2+,
независимо от типа клеток: приток экзогенного
Са2+ в клетку и высвобождение эндогенного Са2+

из эндоплазматического ретикулума [14, 16]. По-
казана возможность низкоинтенсивного красно-
го света изменять некоторые электрофизиологи-
ческие параметры. В частности, ряд исследова-
ний свидетельствует о модуляции электрических
характеристик кардиомиоцитов красным светом
[3–7]. 

Обобщением всего накопленного экспе-
риментального материала являются три фотохи-
мических механизма, сформулированные
Ю.А. Владимировым: 1) фотодинамическое дей-
ствие лазерного излучения; 2) фотоактивация су-
пероксиддисмутазы; 3) фотолиз соединений, со-
держащих NO [17, 18]. С.В. Москвиным была
предложена термодинамическая модель действия
низкоуровневой лазерной терапии, согласно ко-
торой пусковым механизмом фотоиндуцирован-
ных эффектов не является фотобиологическая
реакция как таковая. Основной причиной он рас-
сматривает кратковременный локальный термо-
динамический градиент на мембране, приводя-
щий к выходу ионов Са2+ в цитозоль [10]. 

Учитывая имеющиеся к настоящему времени
работы, свидетельствующие об изменении
энергетического потенциала и мембранного по-
тенциала клеток при фотобиомодуляции, мы
предположили возможным обнаружить наличие
подобных эффектов в сердце после аритмий, вы-
званных адреналином. 

В данном исследовании анализировались из-
менения параметров электрокардиограммы
(ЭКГ) сердца крыс, обусловленные адреналино-
вой аритмией и эффекты их модуляции низкоин-
тенсивным красным светом. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Эксперименты выполнены на самцах аутбред-

ных наркотизированных (золетил 100, 35 мг/кг,
внутрибрюшинно) белых крыс с массой тела 150–
200 г. Животные случайным образом были рас-
пределены на три группы: контрольную (n = 10) и
две опытные (n = 40). В контрольной группе жи-
вотных не подвергали никаким воздействиям, в
опытных группах моделировали адреналиновую
аритмию путем введения в подвздошную вену
10%-го раствора адреналина гидрохлорида в ко-
личестве 0.15 мл. Регистрацию электрических па-
раметров сердца осуществляли с помощью вете-
ринарного электрокардиографа «Поли-Спектр
8В» (ООО «Нейрософт», Иваново) в течение
10 мин. В первой опытной группе, условно на-
званной «Аритмия» (n = 25) регистрировали ЭКГ
по истечении 5 мин после моделирования адрена-
линовой аритмии (после прекращения желудоч-
ковых экстрасистол, вызванных адреналином),
световое воздействие отсутствовало. Во второй
опытной группе, условно названной «Красный
свет» (n = 15) через 5 мин после введения адрена-
лина проводили облучение проекционной зоны
сердца светом красного светодиода (спектраль-
ный центр 650 нм), интенсивность излучения
5 мВт/см2, плотность энергии 0.9 Дж/см2, пло-
щадь светового воздействия 2 см2. ЭКГ регистри-
ровали при одновременном облучении по той же
схеме. 

Статистическую обработку результатов прово-
дили с использованием пакета программы SPSS
Statistic v. 21. Соответствие опытных данных нор-
мальному распределению проверяли по крите-
рию Колмогорова–Смирнова. Данные представ-
лены в виде медианы (Ме) и интерквартильного
диапазона (25%; 75%). Так как не все экспери-
ментальные группы удовлетворяли нормальному
закону распределения, для оценки межгрупповых
различий использовали непараметрический кри-
терий Манна–Уитни. Различия считались стати-
стически значимыми при значении уровня зна-
чимости р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ ЭКГ крыс через 5 мин после внутри-

венного введения адреналина в обеих опытных
группах не показал каких-либо изменений ам-
плитудных характеристик относительно кон-
трольных значений. Статистически значимые из-
менения были найдены только для временных
показателей. Значения этих показателей приве-
дены в таблице. Адреналиновая аритмия характе-
ризовалась статистически значимым снижением
интервала QT в сравнении с контролем. При этом
было показано снижение Мо (наиболее часто
встречающегося значения R-R-интервала). Это
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может свидетельствовать о сдвиге сердечного
ритма в область тахикардии, однако статистиче-
ски значимых отклонений частоты сердечных со-
кращений (ЧСС) от контрольных значений не
показано ни в одной из опытных групп (рис. 1). 

Световое воздействие, в свою очередь, способ-
ствовало нормализации как QT-интервала, так и

Мо (рис. 2 и 3). Показательные различия в случае
облучения зоны сердца красным светом относят-
ся к характеристикам вариабельности сердечного

Временные показатели ЭКГ крыс после адреналиновой аритмии 

Группа Показатель Медиана
Межквартильный диапазон

25% 75%

Контроль, n = 10

ЧСС, уд/мин 380 332 407

QT, мс 63.8 59.5 65.9

Qtc, мс 155.8 136.9 172.2

Мо, с 0.157 0.1485 0.1845

ВР 1.135 0.62275 2.3375

ВПР 3.88 2.465 12.09

Аритмия, n = 25

ЧСС, уд/мин 399.5 316 425.5

QT, мс 56 * 46.8 63

Qtc, мс 150.7 108.6 163.8

Мо, с 0.1355 * 0.129 0.15275

ВР 0.805 0.44375 2.635

ВПР 8.805 3.45 17.575

Красный свет, n = 15

ЧСС, уд/мин 412.5 310.75 448

QT, мс 66.7** 58.4 73.7

Qtc, мс 181.8 149.7 209.3

Мо, с 0.144 0.13375 0.2035

ВР 0.5495 * 0.36925 0.943

ВПР 12.8 *, ** 6.9825 19.975

Примечание. * – Статистически значимые отличия с контролем, р < 0.05; ** – статистически значимые отличия с аритмией, 
p < 0.05. 

Рис. 1. Изменение ЧСС после адреналиновой аритмии.

Рис. 2. Изменение QT-интервала после адреналиновой
аритмии; * – статистически значимые отличия с
контролем, р < 0.05; ** – статистически значимые
отличия с аритмией, p < 0.05.
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ритма. Так, было установлено значимое сниже-
ние такого показателя, как вариационный размах
(ВР) (рис. 4). ВР характеризует разность между
максимальным и минимальным R-R-интервала-
ми, соответственно, это значение свидетельству-
ет о вариативности сердечного ритма. Один из
показателей оценки вегетативной регуляции, а
именно вегетативный показатель ритма,
ВПР = 1/(Mo·ВР) показал статистически значи-
мое повышение в опыте, где проводился сеанс
воздействия красным светом (рис. 5). В первой
опытной группе, где световое воздействие было
ложным, хотя и наблюдается увеличение этого
показателя, но оно статистически не значимо.
Предположительно, обусловленное светом повы-
шение ВПР объясняется значительным снижени-
ем в ходе облучения ВР. Так как ВР стремится
сузиться в результате приложения световой энер-
гии, можно говорить о мягком управляющем воз-
действии красного света на основной водитель
ритма (синоатриальный узел). Как известно [19],
автоматизм синоатриального узла определяется
характером фазы медленной диастолической де-
поляризации, скорость которой может быть зна-
чительно изменена внешними факторами. 

В нашем случае в качестве первого внешнего
фактора выступает адреналиновая симуляция
симпатического отдела вегетативной нервной си-
стемы в первой и второй опытных группах. Акти-
вация β-адренорецепторов в пейсмекерных клет-
ках через цАМФ-путь увеличивает входящий не-
селективный Na+-K+-ток, характеризующий
фазу медленной диастолической деполяризации
(If-ток), а также время открытого состояния
Са2+-каналов L-типа, что приводит к повыше-
нию скорости деполяризации, т. е. к положитель-
ному хронотропному эффекту [20, 21]. Через
5 мин после введения адреналина ЧСС значимо

не отличается от нормы, значит можно говорить о
нивелировании описанных реакций. Во второй
опытной группе через 5 мин после адреналиново-
го фактора воздействия подается второй внеш-
ний фактор – красный свет, который, как видно
из результатов исследования, никак не влияет на
ЧСС, однако значительно ограничивает вариа-
бельность сердечного ритма. 

Опираясь на описанные в литературе данные о
возможности красного света повышать внутри-
клеточную концентрацию Са2+, логично предпо-
ложить влияние светового излучения на медлен-
ные Ca2+ токи Т- и L-типа. Очевидно, что If-токи
не чувствительны к фотовоздействию, так как
ЧСС не отличается от контрольных значений на
фоне «жесткого» ритма, что свидетельствует о
том, что фаза медленной диастолической деполя-
ризации, скорость которой определяется этим то-

Рис. 3. Изменение моды после адреналиновой аритмии;
* – статистически значимые отличия с контролем,
р < 0.05.

Рис. 4. Изменение ВР после адреналиновой аритмии;
* – статистически значимые отличия с контролем,
р < 0.05.

Рис. 5. Изменение ВПР после адреналиновой аритмии;
* – статистически значимые отличия с контролем,
р < 0.05; ** – статистически значимые отличия с
аритмией, p < 0.05.
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ком, не претерпевает значимых изменений. Веро-
ятнее всего, свет способствует установлению осо-
бого устойчивого колебательного режима в
системе, известной как «Са-induced, Ca-release»,
которая представляет собой взаимодействие мем-
бранного входящего Са2+-тока и Са2+-осцилля-
тора, обеспечивающего пополнение Са2+ из сар-
коплазматического ретикулума (СР) (Ca2+-
clock). Центральным звеном этой системы можно
рассматривать крупное депо Са2+-СР. RYR-ре-
цепторы (Ca2+-каналы саркоплазматического ре-
тикулума) чувствительны к изменениям концен-
трации внутриклеточного Са2+ и открываются
только при превышении ее порогового значения.
Адренергическая и холинергическая стимуляция
могут регулировать работу Ca2+-clock через
цАМФ-пути управления скоростью обратного за-
хвата Cа2+ через Са2+-АТФазы СР (SERCA) [19].
Логично предположить существование подобно-
го адреналин-холинэргичекому эффекту регуля-
ции эффекта «мягкого управления» Ca2+-осцил-
лятора красным светом. Кроме того, световое
воздействие, возможно, активирует Na+/Ca2+-
насосы, являющиеся системами мембранного то-
ка, повышающего внутриклеточный заряд. Нель-
зя не учитывать и активность store-operated Ca2+-
каналов на поверхности клеточных мембран.
Скорее всего, красный свет, подстраивая «Са-in-
duced, Ca-release»-систему под регулярный коле-
бательный режим функционирования, способен
снижать вариабельность ритма, не изменяя при
этом ЧСС.

Таким образом, основные выявленные в ис-
следовании эффекты модуляции электрических
характеристик сердца красным светом обуслов-
лены, вероятнее всего, изменением Ca2+-дина-
мики кардиомиоцитов.

ВЫВОДЫ

1. Воздействие красного света после аритмии
способно нормализовать продолжительность QT
интервала и значение Мо.

2. Синоатриальный узел, в пейсмейкерной ак-
тивности которого важную роль играют Ca2+-то-
ки, предположительно является наиболее чув-
ствительной к красному свету мишенью.
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 Possibilities of Using Low-Intensity Red Light for Modulation of Post-Arrhythmia 
Processes in the Rat Heart

 O.V. Drugova, A.P. Bavrina, N.V. Tiunova, V.V. Borzikov, and S.L. Malinovskaya

Privolzhsky Research Medical University, pl. Minina i Pozharskogo 10/1, Nizhny Novgorod, 603950 Russia

The study investigated the changes in the electrical characteristics of the rat heart caused by adrenaline-in-
duced arrhythmia and the effects of their modulation by low-intensity red light. Three groups of experimental
animals were examined: a control group of animals in which animals were not subjected to any procedure,
and two groups of experimental animals in which animals were used as a model of adrenaline-induced ar-
rhythmia. In one group of experimental animals, the electrocardiogram (ECG) recordings were obtained in
animals for 10 minutes 5 min after simulation of adrenaline-induced arrhythmia. In the second experimental
group, the ECG recordings were obtained in animals the heart projection areas of which were simultaneously
exposed to red LED light (650 nm, the intensity of radiation 5 mW/cm2). Comparative analysis of heart
rhythm variability after adrenaline-induced arrhythmia in two experimental groups revealed normalization of
the modes and QT interval by red light against insignificant changes in the heart rate. However, light exposure
contributed to a significant decrease in the variation range, thus suggesting the SA node as the most sensitive
target for red light. 

Keywords: photobiomodulation, red light, arrhythmia, heart rate
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Исследованы колебательные процессы в VLF-диапазоне (дипазоне очень низких частот) показате-
лей системы транспорта кислорода у человека в состоянии покоя и при физической нагрузке на ве-
лоэргометре. Исследования проведены на девяти здоровых испытуемых (пять мужчин и четыре
женщины) в возрасте от 26 до 58 лет. В течение 30 мин регистрировали следующие показатели:
концентрацию кислорода в конечной порции выдоха, концентрацию углекислого газа в конечной
порции выдоха, частоту дыхания и дыхательный объём методом «breath-by-breath». Одновременно
выполняли регистрацию частоты сердечных сокращений с помощью кардиографического ком-
плекса «ПолиСпектр 8». Лёгочный газообмен оценивали по скорости поглощения O2 из
вдыхаемого воздуха. Интенсивность газообмена в легких при нагрузке была в три раза выше, чем в
покое. Для анализа квазипериодических колебаний был применен метод частотно-временного рас-
пределения. Полученные результаты подтвердили устойчивость феномена периодических колеба-
ний в VLF-диапазоне при физической нагрузке. При этом нагрузка вызывала увеличение значений
частотных характеристик по всем показателям системы транспорта кислорода на 28–63%. Вариа-
бельность сохранялась в VLF-диапазоне, несмотря на многократное увеличение средних
показателей внешнего дыхания и метаболизма и дополнительного влияния циклической нагрузки
на велоэргометре. Полученные результаты подтверждают гипотезу, что синхронность медленных
колебаний длительности RR-интервала электрокардиограммы, показателей легочной вентиляции
и газообмена является закономерным феноменом. Можно предположить, что система дыхания и
кровообращения объединены в единый циклический контур авторегуляции (самоорганизации),
системообразующей функцией которого является обеспечение метаболизма на уровне клетки или
целостного организма человека.

Ключевые слова: система транспорта кислорода, вариабельность сердечного ритма, вариабельность
вентиляции, вариабельность газообмена, квазипериодические колебания.
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Вариабельность паттерна спонтанного дыха-
ния является неизбежным следствием сложности
системы контроля, поскольку она постоянно вза-
имодействует с другими системами организма и
должна сохранять эффективную регуляцию в ме-

няющихся условиях окружающей среды. Поэто-
му паттерн дыхания подвержен множеству источ-
ников нелинейности, что создает хаотическую
динамику, которая может отражаться на всем
диапазоне вариабельности показателей газообме-
на, вентиляции и кровообращения. Одним из по-
казателей, который обычно используется для ко-
личественной оценки скорости, с которой разви-
вается это расходящееся поведение, является
положительный показатель Ляпунова. Ключевой
особенностью хаотической системы является то,

Сокращения: VLF – диапазон очень низких частот (0.003–
0.04 Гц), СТК – система транспорта кислорода, fmax –
частота основной гармоники спектра, fmed – медианная
частота спектра, fцикл – счетчик оборотов (turns counts) или
цикличность временного ряда, ПКВ – парный критерий
Вилкоксона. 

УДК 577.3
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что при заданных начальных условиях, которые
очень похожи, динамическое поведение, демон-
стрируемое этой системой, может очень сильно
измениться через некоторое время [1].

Автор работы [2] Г. Дональдсон, учитывая вза-
имосвязь дыхательного и сердечного ритма, а
также дополнительный многофакторный кон-
троль частоты сердечных сокращений и опреде-
лив показатель Ляпунова, предположил, что ди-
намика дыхания здоровых людей носит хаотиче-
ский характер. Однако впоследствии в работе [3]
при использовании метода нелинейного прогно-
зирования (алгоритм Sugihara и May) эти резуль-
таты не подтвердились. Автор работы [4]
Э. Брюс, не исключая наличие нестохастических
механизмов, при объяснении низкочастотной ва-
риабельности показателей дыхания тоже скло-
нялся к действию хаотических факторов на том
основании, что вариабельность дыхания может
быть обусловлена влиянием случайных факторов
на динамическое поведение контуров обратной
связи по углекислому газу и механорефлексу. 

За прошедшие 25 лет с момента публикации
этих работ до сих пор остается открытым вопрос о
том, к какой категории следует относить вариа-
бельность сердечного ритма и паттерна дыхания в
диапазоне очень низких частот (VLF-диапазоне,
0.003–0.04 Гц) – к нелинейной детерминирован-
ной изменчивости или к стохастической измен-
чивости. Очевидно, что определенная степень
случайного шума всегда будет присутствовать в
любых сложных физиологических системах. Вме-
сте с этим наличие детерминированной изменчи-
вости ставит вопрос о ее функциональном значе-
нии или, точнее, о том, какой процесс или тип
«авторегуляции» лежит в ее основе. Исследова-
ния в этой области позволят установить механиз-
мы обеспечения гомеостаза внутренней среды ор-
ганизма, являющейся, по сути, полуоткрытой си-
стемой в среде с вектором нарастающей
энтропии. 

В нашей предыдущей работе [5], посвященной
исследованию колебательных процессов в VLF-
диапазоне, было экспериментально показано,
как метод измерения, создающий дополнитель-
ное сопротивление дыханию (респираторная
маска), может увеличивать стохастическую со-
ставляющую. Было также показано, что незави-
симо от метода измерения наблюдается совпаде-
ние частотных характеристик вариабельности по-
казателей легочной вентиляции, газообмена и
сердечного ритма. Совпадение частотных харак-
теристик не зависело от методов регистрации, не
зависело и от способа анализа данных. Таким об-
разом, от способа регистрации зависела только
выраженность «шумовой» составляющей вариа-
бельности, которая, однако, не могла «поглотить»
устойчивый характер вариабельности ключевых
показателей системы транспорта кислорода в
VLF-диапазоне. В той же работе методом дина-

мической визуализации впервые был установлен
факт синхронного изменения спектров парамет-
ров дыхания и кровообращения, а методом
кросс-корреляционного анализа была определе-
на абсолютная величина фазового сдвига колеба-
ний между ключевыми параметрами дыхания и
сердечного ритма, равного в среднем 52 с.

Полученные результаты вполне согласовыва-
лись с литературными данными [6, 7] и позволи-
ли заключить, что характер синхронности мед-
ленных колебаний длительности RR-интервала
электрокардиографии (F), показателей легочной
вентиляции и газообмена является закономер-
ным феноменом, а значит, может отражать функ-
циональное состояние кардиореспираторной си-
стемы в целом. Проверить данное предположе-
ние, а также определить «устойчивость» данного
феномена можно путем изучения вариабельности
при изменении условий функционирования, на-
пример, при физической циклической нагрузке.
Такие условия характеризуются тем, что на фоне
кратного увеличения интенсивности функции
имеет место воздействие дополнительного источ-
ника циклического влияния, например, враще-
ние педалей на велоэргометре.

Таким образом, целью настоящей работы бы-
ло исследование колебательных процессов в
VLF-диапазоне показателей системы транспорта
кислорода (СТК) у человека в состоянии покоя и
при циклической физической нагрузке. При этом
в качестве метода анализа квазипериодических
колебаний был применен метод частотно-вре-
менного распределения.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Контингент. Исследования были проведены на

девяти здоровых испытуемых (пятеро мужчин и
четыре женщины) в возрасте от 26 до 58 лет. Все
добровольцы перед исследованием были прокон-
сультированы у терапевта. Условно здоровыми
считали лиц, не имевших в день обследования
жалоб, патологических симптомов и обострения
хронических заболеваний.

Нагрузка выполнялась на велоэргометре в по-
ложении сидя при вращении педалей со скоро-
стью 60 об/мин. Нагрузку для каждого исследуе-
мого рассчитывали индивидуально по формуле: 

P = 0.6·ТМТ, (1)
где P – мощность нагрузки в Вт, ТМТ – тощая
масса тела, выраженная в кг.

Дизайн исследования. Первую часть исследова-
ния проводили в состоянии относительного по-
коя в положении сидя. Регистрацию показателей
начинали через 5–10 мин после начала монито-
ринга. Длительность регистрации для последую-
щего анализа вариабельности составляла 30 мин.

В тот же день проводили вторую часть иссле-
дования при легкой постоянной физической на-
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грузке на велоэргометре. Регистрацию показате-
лей для анализа вариабельности в течение 30 мин
начинали после выхода в режим «Steady state», ко-
торый характеризовался постоянным потребле-
нием кислорода. 

Методы исследования. Для анализа вариабель-
ности показателей дыхания в VLF-диапазоне ре-
гистрировали показатели легочного газообмена и
вентиляции легких методом «breath-by-breath».
Регистрацию параметров за каждый дыхательный
цикл проводили на метаболографе Ultima PFX
(США). Дыхание осуществлялось через лицевую
маску. Анализ был проведен по следующим пока-
зателям: FetCO2 – концентрация углекислого газа
в конечной порции выдоха, %; FetO2 – концен-
трация кислорода в конечной порции выдоха, %;
Vt – дыхательный объем, мл; f – частота дыхания
в мин; VO2 – потребление кислорода, мл/мин;
VCO2 – выделение углекислого газа, мл/мин. Ды-
хательный коэффициент RQ рассчитывали по
формуле RQ = VCO2/VO2. Одновременно с реги-
страцией показателей дыхания выполняли реги-
страцию частоты сердечных сокращений мето-
дом электрокардиографии в трех отведениях по
НЭБУ с помощью кардиографического комплек-
са ПолиСпектр 8 (ООО «Нейрософт», Россия) с
определением показателя RRecg – длительности

R-R-интервалов и собственно частоты сердечных
сокращений в минуту.

Анализа вариабельности в VLF-диапазоне. Для
анализа вариабельности применяли частотно-
временной анализ временных рядов показателей
системы транспорта кислорода – методом рас-
пределения частоты основной гармоники (fmax)
спектра сигнала во времени [8]. Временное рас-
пределение было получено методом оконного
преобразования Фурье с разрешением по частоте
1/512 Гц (окно в 512 отсчетов) и циклическим
сдвигом окна по времени 10 с (частотно времен-
ной анализ). Для графического представления
распределения fmax во времени использовали дан-
ные, находящиеся в диапазоне, превышающем
0.9 максимального значения основной гармони-
ки с отображением на плоскость. На рис. 1 приве-
ден пример распределения частоты основной гар-
моники во времени показателей FetO2 и RRecg
для одного испытуемого в состоянии покоя и при
физической нагрузке. 

Наряду с частотой основной гармоники в
спектральной характеристике исследуемых явле-
ний мы использовали характеристику медианной
частоты (fmed), соответствующий медиане в ис-
следуемом спектре. Медианная частота fmed, оце-
ниваемая по формуле 

Рис. 1. Фрагмент (960 с) распределений во времени частоты основной гармоники спектра (fmax) показателей FetO2 (а, б) и
RRecg (в, г) для одного испытуемого в состоянии покоя (a, в) и при физической нагрузке (б, г). По оси абсцисс – время, с;
по оси ординат – значения частоты, Гц.
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где fmax и fmin – максимальные и минимальные 
частоты спектра, отражает перераспределение 
дисперсии сигнала по частотам.

В зависимости от формы спектрального распре-
деления, значения fmax и fmed по-разному отражают
распределение энергетических свойств для спек-
тральных характеристик, что полнее характеризует
колебательные процессы. В нашем случае для по-
казателей газообмена и внешнего дыхания распре-
деление во времени fmed дает более стабильную
картину поведения респираторной системы.

С целью дополнительной проверки результатов
использовали частотную характеристику вариа-
бельности – счетчик оборотов (turns counts) или
цикличность – fцикл, первоначально предложен-
ный в работе [9] для анализа электромиографиче-
ских сигналов. Процедура включает подсчет коли-
чества колебаний (циклов) за все время исследова-
ния [10]. Таким образом, для сравнительного
частотного анализа показателей системы транс-
порта кислорода в покое и при физической нагруз-
ке было использовано три характеристики – часто-
та основной гармоники спектра fmax, медианная
частота спектра fmed и показатель цикличности
fцикл. 

Для каждого из девяти испытуемых было по-
строено временное распределение частот fmax и
fmed. Затем были рассчитаны усредненные значе-
ния fmax и fmed для каждого испытуемого в состо-
янии покоя и при физической нагрузке. Отдельно
был выполнен расчет показателя цикличности
fцикл для каждого испытуемого в состоянии покоя
и при физической нагрузке. Оценка статистиче-
ской значимости различий показателей в состоя-
нии покоя и при физической нагрузке была вы-
полнена с применением парного критерия Вил-

( ) ( )med max

min med

,
f f

f f
S f d f S f df= 

коксона (ПКВ) [11]. Изменения или различия
считали статистически значимыми при p < 0.05. 

РЕЗУЛЬТАТЫ
Сравнение показателей системы транспорта

кислорода в покое и при физической нагрузке
(табл. 1) показало ожидаемую стабильность со-
держания кислорода и углекислого газа в альвео-
лярном воздухе – динамика FetO2 и FetCO2 была
не значима (p > 0.05). При этом показатели пат-
терна дыхания (Vt, fbr), скорости газообмена
(VO2, VCO2) и частоты сердечных сокращений за-
кономерно и достоверно увеличились при на-
грузке. Интенсивность транспорта кислорода
увеличилась в три раза, а частота сердечных со-
кращений – в полтора раза, что соответствует
легкой физической нагрузке у здоровых людей
[12]. Последнее подтверждается отсутствием до-
стоверной динамики дыхательного коэффициен-
та, который при нагрузке остается существенно
меньше единицы, величины, соответствующей
аэробному порогу.

При нагрузке имело место дополнительное
циклическое «воздействие» на систему внешнего
дыхания – вращение педалей со скоростью 60
об/мин. Это усиливало стохастическое влияние,
и дополнительно «навязывался» иной (высокоча-
стотный) дыхательный ритм, согласующийся с
ритмичным движением ног [13]. 

В табл. 2–4 представлены средние значения
частот fmax и fmed, а также показателя fцикл. Ча-
стотные характеристики колебаний достоверно
различаются в состоянии покоя и при нагрузке.
Обращает внимание, что при нагрузке наблюда-
ется однонаправленное достоверное увеличение
значений частотных характеристик по всем пока-
зателям на 28–63%. Недостоверной была только
динамика fmax сердечного ритма (RRecg). 

На рис. 2 в графическом виде представлена ди-
намика средних значений fmed показателей в
VLF-диапазоне.

Таблица 1. Средние значения показателей внешнего дыхания и метаболизма в состоянии покоя и при
постоянной физической нагрузке в условиях «steady state»
Показатель В покое (n = 9) При нагрузке (n = 9) ПКВ, р
FetO2, % 14.4 ± 0.5 14.6 ± 0.5 НЗ
FetCO2, % 5.3 ± 0.4 5.4 ± 0.4 НЗ
Vt, мл 536 ± 129 1083 ± 288 < 0.01
f, дыханий в мин. 13.8 ± 1.2 18.9 ± 3.1 < 0.05
VO2, мл/мин 231 ± 54 709 ± 156 < 0.01
VCO2, мл/мин 200 ± 46 648 ± 136 < 0.01
RQ 0.86 ± 0.5 0.91 ± 1.30 НЗ
Частота сердечных сокращений в мин 67.8 ± 8.1 97.2 ± 12.6 < 0.01
Примечание. Данные приведены в виде M ± SD; НЗ – незначимо, p > 0.05.
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Таким образом, в условиях нового функцио-
нального состояния, когда интенсивность обмена
увеличилась в три раза, вариабельность всех по-
казателей оставалась в том же диапазоне, что бы-
ло в покое. Это позволяет сделать вывод, что уста-
новленный феномен низкочастотной вариабель-
ности параметров системы транспорта кислорода
наблюдается как в покое, так и при нагрузке.

ОБСУЖДЕНИЕ
В настоящем исследовании установлено, что

физическая нагрузка приводит к однонаправлен-
ному смещению частотных характеристик пока-
зателей системы транспорта кислорода в область
с более высокой частотой, оставаясь при этом в
пределах границ VLF-диапазона (0.04 Гц). На-
правленность смещения вполне согласуется с
увеличением частоты циклических процессов за-
действованных систем – увеличение при нагруз-
ке частоты дыхания и сердечных сокращений.
Очевидно, что регуляция системы транспорта
кислорода у здоровых людей при легкой физиче-

ской нагрузке демонстрирует закономерное и
ожидаемое ускорение переноса кислорода из ат-
мосферы к тканям. Это должно быть обеспечено
согласованным усилением функций сопряжен-
ных звеньев, в частности, дыхания и кровообра-
щения. В таком случае сохранение низкочастот-
ной вариабельности при нагрузке указывает на
детерминированный характер этого явления, ко-
торое проявляется при сложных взаимосвязан-
ных циклических процессах.

Выявленный нами устойчивый феномен низ-
кочастотной вариабельности показателей систе-
мы транспорта кислорода совпадает с результата-
ми работы [14], в которой были изучены колеба-
ния индекса тканевого кислорода (tissue oxygen
index – TOI) при физических нагрузках низкой и
высокой интенсивности. В работе было показа-
но, что частота основной гармоники спектра ко-
лебаний индекса тканевого кислорода смещается
в сторону высокочастотной области при увеличе-
нии физической нагрузки.

В настоящее время закономерность медлен-
ных колебаниях физиологических показателей

Таблица 2. Средние значения fmax для показателей СТК в покое и при физической нагрузке
Показатели СТК fmax (покой) fmax (нагрузка) ПКВ (p < 0.05)

FetO2 66 ± 18 92 ± 17  w
FetCO2 62 ± 16 95 ± 27  w

Vt 68 ± 13 111 ± 28  w

fbr 73 ± 15 92 ± 26  w

RRecg 74 ± 36 117 ± 50 –

Примечание. Данные приведены в виде M ± SD; n = 9.

Таблица 3. Средние значения fmed для показателей СТК в покое и при физической нагрузке
Показатели СТК fmed (покой) fmed (нагрузка) ПКВ (p < 0.05)

FetO2 93 ± 18 123 ± 20 w

FetCO2 99 ± 18 127 ± 18 w

Vt 100 ± 18 142 ± 19 w

fbr 101 ± 13 126 ± 20 w

RRecg 108 ± 13 149 ± 37 w

Примечание. Данные приведены в виде M ± SD; n = 9.

Таблица 4. Средние значения fцикл для показателей СТК в покое и при физической нагрузке
Показатели СТК fцикл (покой) fцикл (нагрузка) ПКВ (p < 0.05)

FetO2 86 ± 20 122 ± 29 w

FetCO2 92 ± 16 130 ± 18 w

Vt 95 ± 18 136 ± 17 w

fbr 93 ± 12 122 ± 17 w

RRecg 116 ± 28 154 ± 25 w

Примечание. Данные приведены в виде M ± SD; n = 9.
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признаны большинством исследователей. Наме-
тилось общее представление о наличии у боль-
шинства живых организмов явления медленных
колебаний с периодами от одной до нескольких
минут. Такие колебания обнаружены в системе
дыхания и кровообращения [15, 16], системе тер-
морегуляции [17] и даже на клеточном уровне – в
митохондриях [18]. Сформировалось мнение о
едином механизме синхронизации, при этом ис-
следователи расходятся в том, где этот механизм
реализован. Например, исследователи из Charita-
ble Medical Healthcare Foundation предполагают,
что во время вдоха происходит немедленное вы-
свобождение электронов посредством окисли-
тельно-восстановительных реакций вместе с ги-
перполяризацией клеток по всему телу и в мозгу с
последующей деполяризацией во время выдоха.
Таким образом, полагают авторы, дыхание может
действовать как глобальный организатор (управ-
ляющий параметр) нейронных колебаний во всем
мозге человека.

Исследователь из Колумбийского университе-
та A. Хэнсон в своей статье [20] развил теорию о
всеобщем источнике низкочастотных колебаний,
предложенную в работе [19]. Он утверждает, что
такие спонтанные электрические низкочастот-
ные колебания встречаются у самых разных форм
жизни на Земле, от бактерий до людей. Автором
рассмотрены доказательства существования
спонтанных электрических низкочастотных ко-
лебаний в различных типах, начиная с гидры, и
выдвинута гипотеза о потенциальной роли элек-
трических «синхронизаторов» организма, что со-
гласуется с представлениями о роли биоэлектри-
чества как «шаблона» памяти развития в регене-
рации организма.

Центральное происхождение низкочастотных
колебаний было поддержано авторами работы
[21] на том основании, что вариабельность тка-
невого кислородного индекса совпадает с вари-

абельностью сердечного ритма. Это мнение со-
гласуется с результатами нескольких независи-
мых исследований. Так, в работе [22] была
обнаружена тесная связь между низкочастотны-
ми колебаниями (0.008–0.03 Гц) показателей га-
зов крови и показателями церебральной гемоди-
намики (изменение скорости церебрального кро-
вотока). В работе [23] было показано, что
когерентность колебаний скорости потребления
кислорода, с одной стороны, и колебаний скоро-
сти центрального кровообращения, мозгового
кровообращения и кислородной сатурации кро-
ви, с другой стороны, сильнее всего выражена в
диапазоне VLF. Все это указывает на высокую ве-
роятность того, что низкочастотная вариабель-
ность связана с механизмами регуляции кровото-
ка в головном мозге. С этим предположением со-
гласуются также результаты исследований,
показавших, что изменение кардиореспиратор-
ной когерентности в низкочастотном диапазоне
(LF-диапазон) в ответ на гипоксическое [24] и ги-
перкапническое [25] воздействие зависит от
уровня спортивной квалификации и тренирован-
ности спортсменов. 

Однако унитарный тип формирования подоб-
ных колебаний, «исходящий» только из ЦНС или
любого другого, но непременно «единственного»
центра, не вполне согласуется с результатами ра-
боты [26], авторы которой показали, что низкоча-
стотный характер вариабельности колебаний дез-
оксигенации, наблюдаемый в мышечной ткани
во время тренировки, связан с эндотелий-зависи-
мой вазодилатацией. В работе [27] были обна-
ружены колебания [Ca2+]i в эндотелиоцитах в ин-
тервале 0.005–0.018 Гц, совпадающие с эндотели-
альным ритмом на целом животном. Авторы
работы [27] выдвинули предположение, что син-
хронизованные низкочастотные колебания
[Ca2+]i в эндотелиоцитах можно рассматривать

Рис. 2. Средние значения fmed показателей системы транспорта кислорода (n = 9) в состоянии покоя (светлые столбики) и
при физической нагрузке (темные столбики); * – различия значимы, p < 0.05.
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как модулятор низкочастотных колебаний кож-
ной микрогемодинамики в эндотелиальном рит-
ме in vivo. Значение «периферического типа» низ-
кочастотной вариабельности было продемон-
стрировано в работах [28, 29] на математической
модели организации митохондриального метабо-
лизма, показавшей, что динамическое «управле-
ние» может проявляться в виде колебаний энер-
гетического обмена на очень низких частотах.

В настоящее время основной теоретической
концепцией физиологии и медицины является
рефлекторная теория, которая объясняет авто-
регуляцию и функциональное единство отдель-
ных систем организма и их взаимодействие, на-
пример, рефлекс Геринга–Брейера. Поддержа-
ние напряжения кислорода в артериальной
крови обеспечивается работой аортальных и
каротидных хеморецепторов, реагирующих на
изменение газового состава крови. Общая ре-
флекторная теория регуляции дыхания, осно-
ванная на рефлексах и некоторых граничных
значениях («точка уставки»), значимых для «за-
пуска» рефлекторной реакции, ни в коей мере
не отрицаются в данной статье. Мы полагаем,
что полученные данные позволяют предполо-
жить более тонкий механизм регуляции, точнее
«автоматической подстройки» нескольких
(двух и более) процессов для обеспечения неко-
торой единой, жизненно важной функции или
сложного процесса. В нашем случае – это про-
цесс транспорта кислорода. Гипотетические,
предполагаемые нами механизмы саморегуля-
ции (автоподстройки) реализуются в границах
критических значений, за пределами которых
включаются более «жесткие» рефлекторные ме-
ханизмы (Геринга–Брейера, хеморефлексов и
др).

Представленные литературные данные и
собственные результаты позволяют выдвинуть
гипотезу о том, что системы дыхания и крово-
обращения объединены в единый циклический
контур авторегуляции (самоорганизации), си-
стемообразующей функцией которого является
обеспечение метаболизма на уровне клетки,
или органов или целостного организма челове-
ка. Такая «самоорганизация» функционально
взаимосвязанных параметров метаболизма пред-
полагает существование некоторого детермини-
рованного источника низкочастотной вариабель-
ности. Это может быть результатом взаимодей-
ствия нескольких сложных систем управления,
одна из которых обеспечивает поддержание на-
пряжения кислорода в оттекающей из легких ар-
териальной крови, другая – гемодинамику, точ-
нее скорость потока артериальной крови и преж-
де всего в головном мозге. Основой для выше
указанной «самоорганизации» служит согласо-
ванный циклический характер функционирова-
ния дыхания и кровообращения. В какой из этих
систем находится управляющий параметр низко-

частотной вариабельности, не имеет значения,
так как, скорее всего, он «не закреплен» в каком-
то определенном регуляторном звене, а блуждает
в зависимости от функционального состояния
системы транспорта кислорода или уровня авто-
регуляции – клетка, орган, организм. Более того,
ряд литературных данных позволяет предполо-
жить, что управляющий параметр самоорганиза-
ции системы транспорта кислорода может «выхо-
дить» за пределы этой системы.

Таким образом, не оставляет сомнений суще-
ствование феномена низкочастотной вариабель-
ности показателей, характеризующих транспорт
кислорода, а значит, и энергетического обмена в
организме. Это ставит ряд новых вопросов, в
частности, где находится «источник» (управляю-
щий параметр) этой вариабельности, является ли
он постоянным или может менять свою локали-
зацию в зависимости от функционального состо-
яния, как он проявляет себя в условиях патологии
и, наконец, возможна ли внешняя «перенастрой-
ка» низкочастотной вариабельности.
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 Time Frequency Analysis of Variability in External Respiration and Heart Rate 
in Humans during Exercise
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M.I. Zinchenko****, and D.Yu. Uryumtsev****

*Federal Research Center for Information and Computational Technologies,
prosp. Akademika Lavrentieva 6, Novosibirsk, 630090 Russia

**Novosibirsk National Research State University, ul. Pirogova 1, Novosibirsk, 630090 Russia

***Federal Research Center for Fundamental and Translational Medicine, ul. Timakova 2, Novosibirsk, 630060 Russia

****Scientific Research Institute of Neurosciences and Medicine, ul. Timakova 4, Novosibirsk, 630117 Russia

The aim of this study was to investigate how the parameters of human oxygen transport system at rest and
during the light physical exercise on the bicycle ergometer affect the oscillatory processes in the ultralow fre-
quency oscillation (ULFO) band. Nine healthy subjects (5 male, 4 female) aged 26-58 years participated in
this study. Within 30 minutes, the following indicators were recorded: oxygen concentration in the final por-
tion of exhalation, concentration of carbon dioxide in the final portion of exhalation, respiratory rate and tidal
volume using the “breath-by-breath” method. Heart rate was simultaneously recorded using the PolySpec-
trum 8 ECG system. Pulmonary gas exchange was assessed by the rate of absorption of O2 from the inhaled
air. A model for the distribution of signals in time and frequency was applied for analyzing quasi-periodic os-
cillations. The results obtained confirmed the stability of the phenomenon of periodic oscillations in the
ULFO band during physical activity. Herewith, physical exercise caused an increase of 28–63% in the values
of the frequency characteristics for all oxygen transport system parameters. The variability persisted in the
ULFO band despite the multiple increase in the pulmonary gas exchange rate and the additional effect of cy-
clic exercise on the bicycle ergometer. The results obtained confirm the hypothesis that synchronization of
slow oscillations in the RR-intervals in ECG signal with pulmonary ventilation and gas exchange signals is
expected. It can be assumed that the respiratory and circulatory system represents one cyclic circuit of auto-
regulation (self-organization), the system-forming function of which is to supply oxygen through metabolic
pathways needed to cells or human body as a whole.

Keywords: oxygen transport system, heart rate variability, ventilation variability, gas exchange variability, quasi-
periodic oscillations
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Представлена многомасштабная математическая модель работы левого желудочка сердца в системе
кровообращения. Для описания свойств миокарда левого желудочка использована новая электро-
механическая модель, объединяющая модели генерации и распространения потенциалов действия,
электромеханического сопряжения и механики. При этом были учтены пассивные и активные ме-
ханические напряжения и конечность деформаций. Сам желудочек аппроксимирован толстостен-
ным телом вращения с реалистичным распределением направления мышечных волокон в его стен-
ке. Остальные камеры сердца и элементы сосудистого русла представлены моделью с сосредоточен-
ными параметрами. Проведено численное моделирование влияния частоты сердечных
сокращений, частичной блокады проведения возбуждения от предсердий к желудочкам и апикаль-
ного инфаркта на гемодинамику и геометрию левого желудочка в сердечном цикле. Расчеты пока-
зали, что модель описывает наблюдаемые реакции насосных характеристик сердца на эти воздей-
ствия. Результаты работы позволяют понять, как особенности электромеханического сопряжения в
миокарде, реализуемые на клеточном уровне, помогают поддерживать макроскопическую насос-
ную функцию сердца при патологиях и подстраивать ее к возрастающим потребностям при физи-
ческой нагрузке.

Ключевые слова: миокард, электромеханика сердца, левый желудочек сердца, сердечно-сосудистая
система, математическое моделирование, моделирование сердца, сердечный ритм, инфаркт миокарда,
атриовентрикулярная блокада.
DOI: 10.31857/S0006302922040159,  EDN: IULMNY

Несмотря на значительный прогресс в разви-
тии методов диагностики и лечения сердечно-со-
судистых заболеваний, достигнутый в последние
десятилетия, именно эти заболевания по-
прежнему являются наиболее частой причиной
смерти в развитых и развивающихся странах.
Трудность понимания природы заболеваний
сердца и оценки эффективности различных под-
ходов к их лечению в значительной степени свя-
зана с тем, что в основе работы сердца лежит
сложная цепочка процессов, происходящих на
молекулярном, клеточном, тканевом и, наконец,
органном уровне. Эти процессы включают в себя
ионные токи через мембраны клеток сердечной
мышцы, кардиомиоцитов, приводящие к элек-
трической активации, т.е. генерации потенциала

действия (ПД), распространяющегося по сердеч-
ной мышце – миокарду. Процесс электромехани-
ческого сопряжения обеспечивает потенциал-за-
висимое изменение концентрации различных ве-
ществ, в первую очередь, ионов Са2+ в
кардиомиоцитах, обратимое связывание Са2+ с
регуляторными белками, управляющее взаимо-
действием сократительных белков актина и мио-
зина, и, наконец, развитие активных механиче-
ских напряжений и деформаций в стенках камер
сердца. Активные напряжения, возникающие в
результате актин-миозинового взаимодействия,
вызывают сокращение стенок камер сердца и вы-
брос крови в артерии малого и большого круга
кровообращения. В силу сложности и взаимоза-
висимости этих процессов одним из полезных
инструментов изучения работы сердца на разных
масштабных уровнях в норме и при патологиях
оказывается математическое моделирование [1–
3]. Наиболее развитым направлением математи-

Сокращения: ПД – потенциал действия, ЛЖ – левый
желудочек, ОДУ – обыкновенные дифференциальные
уравнения. 
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ческого моделирования, отчасти уже нашедшим
применение в клинической практике, является
моделирование электрофизиологических про-
цессов [4]. Моделирование механических про-
цессов, происходящих на уровне отдельных
кардиомиоцитов, миокардиальной ткани и серд-
ца как органа, развито гораздо меньше. Наконец,
набор процессов и экспериментально наблюдае-
мых явлений, описываемых существующими
электромеханическими моделями миокарда, а,
тем более, многомасштабными моделями насос-
ной функции сердца, как правило, весьма огра-
ничен.

Нашей группой недавно была предложена
электромеханическая модель сердечной мышцы
[5], которая объединяет модифицированные вер-
сии феноменологической модели электрофизио-
логии миокарда [6], модели электромеханическо-
го сопряжения [7] и модели механики миокарда
[8]. Эта новая модель описывает широкий круг
экспериментально наблюдаемых явлений: зави-
симость длительности ПД и амплитуды сокраще-
ний от длительности интервалов между стимула-
ми и частоты стимуляции, быстрые и медленные
ответы активного механического напряжения на
изменение длины мышцы, связь сила-скорость и
жесткость-скорость в активно сокращающейся
сердечной мышце, грузозависимое расслабление
и др. Вопрос о том, насколько такая модель спо-
собна описать изменения работы сердца, в
первую очередь, его наиболее мощного отдела,
левого желудочка (ЛЖ), при физической нагруз-
ке, которая сопровождается увеличением частоты
сокращений и снижением периферического со-
противления, остается открытым. Также неиз-
вестно, способна ли такая модель описать нару-
шения насосной функции левого желудочка
сердца в системе кровообращения, наблюдаемые
при различных заболеваниях, например, при
остром апикальном инфаркте ЛЖ или при ча-
стичной блокаде проведения ПД от предсердий к
желудочкам.

Ранее мы построили многомасштабную осе-
симметричную модель работы ЛЖ в системе кро-
вообращения, которая исходно включала только
большой круг кровообращения [9], а затем была
расширена за счет добавления описания сокра-
щений правого желудочка и предсердий, а также
малого круга кровообращения [10]. Модель при-
менили для исследования работы сердечно-сосу-

дистой системы в норме и при некоторых патоло-
гиях, включая нарушения проведения волны воз-
буждения от предсердий к ЛЖ, стеноза или
недостаточности аортального и митрального кла-
панов и при нарушениях связывания ионов Са2+

с регуляторными белками в кардиомиоцитах, ха-
рактерных для некоторых врожденных кардио-
миопатий. В этих работах была использована мо-
дель механики сердечной мышцы [8], в которой
концентрацию ионов Са2+ в кардиомиоцитах по-
лагали заданной функцией времени. Процессы
генерации и распространения ПД по миокарду
ЛЖ при этом не учитывали, как и процесс элек-
тромеханического сопряжения. В данной работе
насосную функцию ЛЖ сердца моделировали с
помощью полной электромеханической модели
[5] и исследовали влияние изменения частоты
сердечных сокращений и нарушения проведения
и возбуждения при апикальном инфаркте мио-
карда на системную и легочную гемодинамику и
геометрию ЛЖ в цикле сокращения–расслаб-
ления.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

В данной работе использовали модели, ранее
разработанные нашей группой и другими автора-
ми. Модели осесимметричной аппроксимации
левого желудочка сердца и сердечно-сосудистой
системы подробно описаны в работах [9, 10]. Для
описания электромеханики миокарда в стенке
ЛЖ использовали недавно разработанную нами
модель [5]. 

Модель электромеханики миокарда. Для описа-
ния распространения волны электрической акти-
вации по стенке ЛЖ, его механического сокраще-
ния и электромеханического сопряжения ис-
пользовали модель [5]. Эта модель объединяет в
себе несколько блоков. Блок модели, описываю-
щий электрофизиологию кардиомиоцита, пред-
ставляет собой феноменологическую модель
Алиева–Панфилова [6], задаваемую двумя урав-
нениями: уравнением в частных производных для
безразмерной величины разности электрическо-
го потенциала u на мембране кардиомиоцитов и
обыкновенных дифференциальных уравнений
(ОДУ) для кинетической переменной v, характе-
ризующей ионные токи через мембрану клетки.
Уравнения для u и v имели следующий вид [6]:

(1)
( )( ) ( ) ( )

( )

stim
1

div grad ,  
τ

ψ ,  ,

ku u a u uvu u I
t

dv u v
dt

− − +∂ = − +
∂

=

D
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где D – тензор проводимости, а вид функции ψ
приведен в работе [6], Istim – стимулирующий
ток, который задавали в некоторой области ЛЖ,
чтобы промоделировать его электрическое воз-
буждение, передаваемое по проводящей системе
сердца. Модель Алиева-Панфилова успешно вос-
производит основные особенности динамики
ПД: порог возбуждения, период рефрактерности
и реституцию (уменьшение длительности ПД в
ответ на возрастание частоты стимуляции).

Механический блок модели [5] основан на мо-
дели механики миокарда [8]. В рамках этой моде-
ли миокард рассматривали как трансверсально-

изотропную несжимаемую сплошную среду, в ко-
торой развиваются пассивные напряжения в от-
вет на деформацию и активные напряжения,
вызванные механо-химическими процессами,
происходящими на клеточном уровне. Ось транс-
версальной изотропии направлена вдоль мышеч-
ных волокон: активные механические напряже-
ния, вызванные силами, действующими вдоль
волокна на площадку, перпендикулярную волок-
ну, значительно превышают другие компоненты
напряжений. Определяющее соотношение для
механического напряжения T записывали в виде

(2)

учитывая гиперупругий изотропный ответ на де-
формацию, определяемый упругим потенциалом
Φ, и напряжения, вызванные силами, действую-
щими вдоль мышечных волокон. В уравнении (2)
F – тензор меры деформации Фингера, а I1 и I2 –
его первый и второй инварианты; E – единичный
метрический тензор, p – множитель Лагранжа,
характеризующий давление, вызванное несжима-
емостью материала; B – тензор анизотропии, рав-
ный диаде единичного вектора, направленного
вдоль мышечного волокна в деформированном
миокарде. Ttit описывает нелинейно упругий от-
вет на деформацию мышечного белка титина,
расположенного вдоль мышечных волокон, и за-
дается выражением для силы длинных полимер-
ных цепей (worm-like chain) [8].

Активное напряжение TA определяли из систе-
мы ОДУ, записываемых для множества кинетиче-
ских переменных wj. Это множество включается в
себя переменные, характеризующие следующие
группы процессов: взаимодействие сократитель-
ных белков актина и миозина в кардиомиоците,
взаимодействие регуляторных белков кардио-
миоцита с ионами кальция Ca2+ и обмен Ca2+

между вне- и внутриклеточными фазами. TA зада-
вали как функцию двух переменных первой груп-
пы: количества комплексов вступивших во взаи-
модействие сократительных белков, образующих
так называемые поперечные мостики, и их сред-
ней микродеформации, а также длины области
перекрытия нитей актина и миозина, зависящей
от длины LS структурной единицы поперечно-
полосатых мышц – саркомера. Необходимо отме-
тить, что скорость изменения микродеформации
поперечных мостиков зависит от скорости де-
формации мышцы, а некоторые из процессов
массообмена ионов Ca2+и их взаимодействия с
регуляторными белками зависят от LS и u. Среди

переменных набора wj, характеризующих процес-
сы второй и третьей групп, можно выделить кон-
центрацию комплексов, образованных ионами
кальция Ca2+ с регуляторными белками в зоне
перекрытия нитей и вне ее, и концентрации сво-
бодных ионов Ca2+ в цитоплазме клеток миокар-
да, которые, собственно, и связываются с регуля-
торными белками, запуская актин-миозиновое
взаимодействие. В свою очередь, увеличение
концентрации Ca2+ в цитоплазме происходит в
результате обмена ионами Ca2+ между различны-
ми вне- и внутриклеточными структурами: сар-
коплазматическим ретикулумом и узким зазором
между мембранами клетки и саркоплазматиче-
ским ретикулумом. Концентрации Ca2+ в этих
структурах также были включены в число кинети-
ческих переменных wj. Описание межфазного об-
мена Ca2+, включающего пассивный и активный
транспорт, было заимствовано из работы [7] с не-
которыми изменениями и упрощениями, позво-
лившими уменьшить жесткость системы кинети-
ческих ОДУ и увеличить шаг по времени при чис-
ленном интегрировании уравнений [5]. Отметим,
что межфазный транспорт Ca2+ зависит от мем-
бранного потенциала u. Это является одним из
ключевых механизмов электромеханического со-
пряжения: ряда процессов, благодаря которым
электрическая стимуляция приводит к активации
сокращения ионами кальция и сокращению
мышцы. В общем случае, когда емкость клеточ-
ной мембраны или проводимость миокарда зави-
сят от деформации, при решении задачи необхо-
димо решать уравнения движения (или равнове-
сия) для объекта, состоящего из миокардиальной
ткани совместно с первым уравнением системы
(1), а в систему ОДУ для wj необходимо включать
уравнение для v из системы уравнений (1).

( ) ( ) ( ) ( )21 2 1 2 1 2
1 tit A

1 2 2
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I I I I I I
I p T T
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Выражение для активных напряжений TA и ки-
нетические уравнения для wj имеют следующий
вид: 

(3)

Как показано в работах [5, 8], такая модель
успешно воспроизводит важные эффекты повы-
шения пиковой силы и ускорения расслабления
мышцы при повышении частоты электрической
стимуляции, мгновенный и медленный ответы
развиваемой силы на изменение длины мышцы
(закон сердца Франка–Старлинга). При этом, в
отличие от детальных электрофизиологических
моделей и ранней версии нашей модели [8], мо-

дель задается нежесткой системой ОДУ, что поз-
воляет численно интегрировать уравнения явным
методом Эйлера с относительно большим шагом
по времени. Модель также включает в себя описа-
ния механо-кальциевой и механо-электрической
обратных связей, что позволяет исследовать вли-
яние деформаций как на электромеханику кар-
диомиоцита, так и на сердечную функцию в
целом.

Аппроксимация левого желудочка сердца. В
рамках модели геометрию ЛЖ аппроксимирова-
ли телом вращения, задаваемым в криволиней-
ных координатах γ и ψ, характеризующих поло-
жение точки по толщине стенки и от основания к
верхушке соответственно, согласно уравнениям

(4)

где rin и rout – внутренний и внешний радиус при
координате ψ = 0, а hin и hout – расстояния по оси
симметрии между основанием желудочка и
наиболее удаленной от основания точкой на
внутренней и внешней поверхности желудочка
соответственно. Параметр ε отвечает за измене-
ние формы тела вращения от конуса при ε = 0 до
более изогнутого сечения при ε = 1. Этот пара-
метр выбран больше единицы, чтобы описать
сужение желудочка в области клапанного кольца,
располагающегося у основания желудочка. Ха-
рактерные размеры желудочка составляли 2–3 см
по радиальной координате и 7–8 см по осевой ко-
ординате. Толщина стенки в конце систолы была
около 1 см. Также задавали ход мышечных воло-
кон f0 в недеформированном состоянии. Волокна
были направлены по спиралям, угол наклона ко-
торых менялся при продвижении от внутренней
поверхности стенки ЛЖ к наружной. Материал
стенки желудочка описывали моделью, изложен-
ной выше. При этом учитывали дополнительные
локальные изменения свойств материала. В обла-
сти сужения клапана вводили дополнительное

слагаемое, соответствующее жестким коллагено-
вым волокнам, расположенным в окружном на-
правлении. Считали, что концентрация коллаге-
новых волокон растет с уменьшением ψ и от
внешней границы стенки к внутренней. Кроме
того, вводили дополнительное изотропное меха-
ническое напряжение в области верхушки, зави-
сящее от концентрации взаимодействующих со-
кратительных белков, что позволяло грубо ап-
проксимировать более хаотичное расположение
ориентации волокон в этой области, наблюдае-
мое в сердцах человека и животных с помощью
ЯМР. Детали аппроксимации ЛЖ и параметры,
определяющие форму желудочка, приведены в
работе [9].

Модель сердечно-сосудистой системы. Пред-
сердия, правый желудочек и несколько разделов
кровеносного русла (аорту, крупные артерии и
вены большого и малого кругов кровообращения)
описывали моделью с сосредоточенными пара-
метрами. Для давлений в предсердиях и правом
желудочке выделяли пассивную PPas и активную
PAct части, задаваемые уравнениями вида

(5)

Функция FAct, зависящая от косинусоидаль-
ной функции активации e(t) и объема камеры V,
обеспечивала выполнение закона Франка–
Старлинга: рост пикового систолического дав-
ления с ростом конечно-диастолического объе-
ма. Другие части сосудистого русла рассматри-

вали как упругие резервуары с постоянными по-
датливостями Cr, давлениями Pr, расходами
крови на входе Qrin и выходе Qrout и объемами Vr
(тут r – номер соответствующего участка сосу-
дистого русла). Уравнения гемодинамики запи-
сывали в виде
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(6)

где Lr и Rr – инерционное и гидравлическое со-
противления потоку; r – индекс, характеризую-
щий данный участок сосудистого русла. Учиты-
вали артериальный и венозные отделы большого
и малого кругов кровообращения и перифериче-
ские сопротивления между ними; в большом кру-
ге раздельно учитывали аорту и более мелкие ар-
терии, что позволило приблизить форму кривой
давления в аорте к наблюдаемой у человека. Мо-
дель гемодинамики была детально описана в ра-
боте [10].

Постановка задачи и метод ее численного реше-
ния. Основной задачей данного исследования бы-
ло моделирование эффектов частоты сердечного
ритма и нарушений возбудимости, проводимости
и сократительной способности стенки ЛЖ при
верхушечном (апикальном) инфаркте на его
функцию. При этом на данной стадии исследова-
ния не планировали изучение влияния деформа-
ций на процессы распространения в стенке ЛЖ
волн электрической активации, поскольку кор-
ректно описать такое влияние в рамках осесим-
метричной модели ЛЖ невозможно. В связи с
этим в целях упрощения пренебрегали зависимо-
стью емкости кардиомиоцита от деформаций и
полагали, что скорость проведения сохраняется в
материальных координатах деформированного
базиса. При этих предположениях поставленную
задачу можно разбить на две отдельные задачи:
задачу о распространении волны электрической
активации по недеформированному ЛЖ и задачу
о сокращении ЛЖ в системе кровообращения.
Постановка первой задачи включает уравнение
(1) с граничными условиями «непротекания»
электрического тока вида Dgrad(u)n, где n –
внешняя нормаль к поверхности ЛЖ. Начальное
значение u во всей области стенки ЛЖ было рав-
но нулю; начальное значение v во всей области
полагали равным ее значению, полученному при
решении нульмерной задачи о периодической
стимуляции и однородном сокращении цилин-
дрического волокна сердечной мышцы под по-
стоянной нагрузкой. Активацию запускали
внешним периодическим стимулирующим током
Istim длительностью 3 мс, приложенным к точке
на внутренней стенке желудочка в области вер-
хушки. Форму левого желудочка строили соглас-
но уравнению (4), подобрав параметры так, чтобы
объем ЛЖ был равен примерно 45 мл, что соот-
ветствует его состоянию в конце систолы. Мы-
шечные волокна направляли вдоль спиралей, за-
кручивающихся вокруг поверхностей γ = const с
углом наклона к основанию, меняющимся ли-
нейно по γ от +80○ на внутренней стенке (γ = 0)

до –55○ на внешней стенке (γ = 1). Компоненты
тензора проводимости вдоль и поперек мышеч-
ных волокон составляли 65 и 7 см2/с соответ-
ственно. Проводящую систему ЛЖ моделировали
добавлением тонкого слоя проводящих волокон,
расположенных у внутренней поверхности ЛЖ и
направленных вдоль этой поверхности в плоско-
сти осевого сечения ЛЖ. Проводимость вдоль
этих волокон, моделирующих волокна Пуркинье
в 2D-осесимметричной постановке, была увели-
чена до 174 см2/с, а проводимость поперек этих
волокон была такой же, как и для рабочего мио-
карда ЛЖ. При моделировании реакции системы
кровообращения на физическую нагрузку одно-
временно повышали частоту сердечных сокраще-
ний с 1 до 2 Гц и снижали периферическое сопро-
тивление большого круга с 1600 до 800 дин·с/см5,
чтобы воспроизвести так называемую «рабочую
гиперемию», т.е. увеличение диаметров прека-
пиллярных сосудов в работающих скелетных
мышцах.

Механику стенки ЛЖ описывали уравнением
равновесия ∇T = 0 (7)
для тензора механических напряжений (2). Инер-
ционные силы не учитывали, поскольку они ма-
лы по сравнению с механическими напряжения-
ми. Граничные условия для напряжений на внут-
ренней и внешней поверхностях ЛЖ имели вид
T·n = –PLV·n и T·n = 0 соответственно. Таким об-
разом, напряжение на внутренней границе стен-
ки ЛЖ было равно давлению крови в его полости,
а напряжениями на его внешней поверхности
пренебрегали. На верхней поверхности основа-
ния ЛЖ задавали нулевые осевые и угловые пере-
мещения, чтобы избежать его движений как твер-
дого тела.

Напряжения выражали через компоненты
вектора перемещений и переменные wj, для опре-
деления которых решали систему обыкновенных
дифференциальных уравнений (3) во всех точках
стенки ЛЖ. Наконец, систему уравнений замы-
кали уравнения гемодинамики (5) и (6). В каче-
стве начальных условий задавали начальные объ-
емы камер сердца, давление в сосудах разного ти-
па, нулевые расходы между участками сердечно-
сосудистой системы и однородные по простран-
ству распределения wj, полученные при решении
нульмерной задачи о периодической стимуляции
и сокращении цилиндрического волокна сердеч-
ной мышцы под постоянной нагрузкой. Так как
форма желудочка, использованная в задаче об
электрической активации, не соответствует нена-

in
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груженному состоянию (давление в желудочке
перед началом диастолы может быть отрицатель-
ным), то мы находили ненагруженное состояние
следующим образом. Сначала начинали расчет с
конечно-систолической формы ЛЖ с длинами
саркомеров миокарда стенки желудочка, равны-
ми 1.7 мкм, считая это исходное состояние нена-
груженным. Затем мы моделировали заполнение
кровью расслабленного ЛЖ до тех пор, пока зна-
чение длин саркомеров в большей части его стен-
ки не становилось равным 1.9 мкм, что примерно
соответствует началу диастолы, во время которой
давление в ЛЖ близко к нулю. Эту форму прини-
мали за ненагруженное состояние (отчетную кон-
фигурацию) во всех приведенных здесь расчетах.

Таким образом, первая задача состояла в ре-
шении системы уравнений (1) с граничными
условиями непротекания тока и локальным
внешним воздействием в виде стимулирующего
тока Istim. Результаты расчета поля потенциала u в
различных точках стенки ЛЖ были использованы
при решении второй, механической задачи. Эта
задача состояла в решении уравнения равновесия
(7) с соответствующими граничными условиями
с одновременным решением системы ОДУ (3), в
правую часть которой входит u. Систему уравне-
ний замыкали уравнения (5) и (6), которые зада-
вали связь напряжений в стенке ЛЖ с гемодина-
микой.

Обе задачи решали методом конечных элемен-
тов, сформулированным в малых приращениях.
На каждом шаге по времени уравнения линеари-
зовали по малым приращениям неизвестных ве-
личин: безразмерного потенциала u (для задачи
активации) и перемещений, давлений, т.е. мно-
жителей Лагранжа (2) в узлах и внутри конечных
элементов в стенке ЛЖ, а также давления крови в
ЛЖ (для задачи сокращения). Использовали тре-
угольную сетку с линейной аппроксимацией пе-
ремещений и потенциала и одним неизвестным
множителем Лагранжа на каждые два треуголь-
ных элемента. Первое уравнение из системы
уравнений (1) и уравнение (7), записываемые для
каждого узла, интегрировали по всем элементам,
содержащим данный узел, методом квадратуры
Гаусса по трем точкам. ОДУ на переменные wj (3)
решали в каждой точке интегрирования явным
методом Эйлера, используя полученное решение
на следующем шаге для вычисления компонент
матрицы жесткости (матрицы перед столбцом
малых неизвестных приращений переменных за-
дачи).

Моделирование апикального инфаркта миокар-
да. Для моделирования острого инфаркта ЛЖ в
области верхушки выделяли область, занимаю-
щую примерно треть высоты недеформированно-
го желудочка, в которой изменяли следующие па-
раметры модели: повышали порог возбуждения

(параметр a в уравнении (1)) в пять раз и умень-
шали правую часть первого уравнения (1) также в
пять раз, что соответствовало ухудшению прово-
димости ткани и снижению величин ионных то-
ков в данной области. При этом не затрагивали
проводящую способность и возбудимость в райо-
не, в котором моделировали расположение воло-
кон Пуркинье. Чтобы обеспечить непрерывность
значений параметров модели в миокарде стенки
желудочка, «пораженную» область склеивали со
«здоровой» переходным участком, в котором ко-
эффициент повышения порога задавали выраже-
нием

где ainf0 = 5, а коэффициент, характеризующий
уменьшение величины ионных токов в правой
части уравнения (1), выражением

В этих выражениях z0 и z1 – осевые координа-
ты границы переходного участка с областями со-
ответственно «здорового» миокарда и миокарда,
пораженного инфарктом, binf0 = 0.2.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Расчет сокращения ЛЖ проводили до установ-

ления периодического режима. Временной ход
основных гемодинамических переменных, полу-
ченный в результате решения задачи о сокраще-
нии сердца в системе кровообращения с частотой
60 ударов в минуту, показан на рис. 1.

При преднагрузке (конечно-диастолическом
давлении в ЛЖ), равной 6.5 мм рт. ст. при объеме
128 мл и лежащей в диапазоне значений, харак-
терном для здорового сердца человека в покое,
были получены величины давлений и объемов
камер сердца, также характерные для здорового
сердца. Максимальное и минимальное давления
в аорте, равные 125 и 73 мм рт. ст. соответствен-
но, были близки к их нормальным значениям.
Ударный объем (объем крови, выброшенный из
желудочка в систолу) и фракция выброса (отно-
шение ударного объема к конечно-диастоличе-
скому) при данной преднагрузке равнялись 74 мл
и 58% соответственно.

Результаты моделирования распространения
электрической активации по ЛЖ с областью ин-
фаркта показали отсутствие распространения ПД
в область верхушки за исключением области во-
локон Пуркинье. На рис. 2 показана карта акти-
вации для случаев нормального ЛЖ (рис. 2а) и
ЛЖ с апикальным инфарктом (рис. 2б) спустя 60
мс после начала очередного внешнего возбужда-
ющего стимула. Задержка распространения ПД
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по стенке ЛЖ в норме (рис. 2а) составляла 85 мс,
что близко к длительности QRS-комплекса на
кардиограмме сердца здорового человека.

Моделирование работы ЛЖ с апикальным ин-
фарктом при тех же значениях параметров моде-
ли, характеризующих другие камеры сердца и со-
судистой системы, как и при расчете работы нор-
мального ЛЖ, показанного на рис. 1, показало
падение производительности сердца и значитель-
ное изменение деформаций ЛЖ в систолу. На
рис. 3 приведено сравнение основных величин
гемодинамики левого сердца при сокращении с

частотой 60 ударов в минуту в норме и в случае
инфаркта.

Расчеты показали падение пикового давления
в ЛЖ и аорте (со 135 и 125 мм рт. ст. до 119 и
110 мм рт. ст. соответственно) и падение ударного
объема (с 74 мл до 63 мл) в условиях повышения
конечно-диастолического объема, т.е. увеличе-
ния преднагрузки, что говорит о существенном
снижении сократительной функции ЛЖ. Фрак-
ция выброса ЛЖ также уменьшилась до 47%. На
рис. 4 показана форма ЛЖ в начале и конце си-
столы в норме и при апикальном инфаркте.

Рис. 1. Временной ход основных переменных левого сердца, полученный в результате моделирования сокращения
сердца с частотой 1 Гц. Показаны значения давления (PLV) и объема (VLV) левого желудочка, а также давление в левом
предсердии (PLA) и аорте (PA). Давления приведены в мм рт. ст., объемы – в мл. Расшифровка типов линий для
каждой из переменных приведена на рисунке.

Рис. 2. Карта активации ЛЖ, полученная в результате моделирования активации ЛЖ с частотой 1 Гц в норме (а) и при
наличии инфаркта в области верхушки (б) спустя 60 мс после начала очередного внешнего возбуждающего стимула.
Показаны значения безразмерного потенциала действия u. Указана область, куда подается внешний стимулирующий ток.
На схеме распространения активации по ЛЖ с инфарктом можно заметить область волокон Пуркинье, по которой даже в
пораженной области распространяется потенциал действия.
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Рис. 3. Временной ход основных переменных левого сердца, полученный в результате моделирования сокращения
сердца с частотой 1 Гц в норме и в случае инфаркта. Показаны значения давления (PLV) и объема (VLV) левого
желудочка и давление аорте (PA). Давления приведены в мм рт. ст., объемы – в мл. Расшифровка типов линий для
каждой из переменных приведена на рисунке.

При моделировании инфаркта наблюдали
концентрации деформаций и длин мышечных
волокон в районе верхушки и в начале (рис. 4б), и
в конце систолы (рис. 4г). Заметно, что стенка в
области верхушки не сокращается, и общая осе-
вая деформация желудочка существенно умень-
шена. Такие изменения геометрии ЛЖ и распре-
деления деформаций в его стенке наблюдаются
при эхокардиологическом обследовании пациен-
тов с апикальным инфарктом миокарда ЛЖ [11].

Чтобы исследовать проявление ответа мышцы
на частоту стимуляции, учтенного в клеточной
модели, на работу всего сердца при физической
нагрузке, провели моделирование работы сердеч-
но-сосудистой системы при увеличении частоты
сердечного ритма до 120 ударов в минуту и одно-
временном двукратном снижении перифериче-
ского сопротивления большого круга кровообра-
щения. Полученные результаты для основных пе-
ременных гемодинамики показаны на рис. 5.

Результаты показывают значительный рост
пиковых давлений в ЛЖ и аорте (до 170 и
156 мм рт. ст.), а также ударного объема и фрак-
ции выброса (87 мл и 75%) при уменьшении ко-
нечно-диастолического объема до 117 мл при на-
чальных условиях, задающих даже слегка боль-
ший начальный общий объем крови, чем в
расчетах сокращения с частотой 1 Гц. Получен-
ный рост давлений и ударного объема, а также
снижение конечно-диастолического объема обу-
словлены ростом и пиковой, и диастолической
внутриклеточной концентрации свободных
ионов Ca2+ с частотой стимуляции. Динамика
Ca2+ и концентрации образованных комплексов
кальция с регуляторными белками в зоне пере-

крытия нитей сократительных белков A1 при со-
кращении ЛЖ с частотами 1 и 2 Гц в центре стен-
ки желудочка в его экваториальной (самой широ-
кой в диастолу) части показаны на рис. 6. Видно,
что увеличение частоты стимуляции приводило к
двукратному увеличению пиковой концентрации
Са2+ в клетках миокарда и существенному увели-
чению доли активированных комплексов регуля-
торных белков с ионами Са2+. Именно таким уве-
личением уровня систолической активации кле-
ток сердечной мышцы в значительной степени
объясняются результаты моделирования работы
сердца при повышенной частоте сокращения, по-
казанные на рис. 5.

Мы также провели расчет работы сердечно-со-
судистой системы в условиях, моделирующих
один из вариантов атриовентрикулярной блока-
ды – заболевания, при котором нарушена переда-
ча электрического сигнала от предсердий к желу-
дочкам. Сигнал может приходить в желудочки с
задержкой, совсем не передаваться к желудочкам
или передаваться лишь периодически. Модели-
руя блокаду последнего типа, полагали, что для
каждого четвертого сокращения с постоянной ча-
стотой 1 Гц Istim = 0, в то время как предсердия
сокращались в нормальном ритме. Результаты
расчета, включая данные о гемодинамике, дина-
мике изменения концентрации Са2+ и уровня ак-
тивации тонких нитей в стенке ЛЖ в районе эква-
тора, представленного как относительная кон-
центрация комплексов регуляторных белков с
ионами Са2+, показаны на рис. 7, где «пропуще-
но» второе из четырех сокращений ЛЖ.
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Расчеты показали значительный рост ударного
объема до 101 мл сразу после паузы при его значе-
нии 67 мл в сокращении до паузы (рис. 7а). Такой
ответ в расчете обусловлен тем, что используемая
клеточная модель воспроизводит ответ внутри-
клеточной концентрации свободного кальция
Ca2+ и силы на паузу в периодической стимуля-
ции (рис. 7б), включая зависимость этого ответа
от величины паузы [5]. Несмотря на такую ком-
пенсацию ударного объема за счет кратковремен-
ного повышения амплитуды первого сокращения
после паузы, минутный ударный объем в рас-
смотренном случае атриовентрикулярной блока-
ды немного уменьшался. Кроме того, снижалась
сократимость ЛЖ в последующих, не пропущен-
ных из-за блокады сокращениях: при конечно-
диастолических объемах 126–128 мл пиковое дав-
ление в аорте падало до 109–115 мм рт. ст., а удар-
ный объем снижался до 63–67 мл (рис. 7а).

ОБСУЖДЕНИЕ

В данной работе мы использовали нашу новую
электромеханическую модель сердечной мышцы
[5] для многомасштабного моделирования рабо-
ты ЛЖ сердца в системе кровообращения и при-
менили ее для численных расчетов эффектов фи-
зической нагрузки, инфаркта в области верхушки
ЛЖ и частичной блокады проведения электриче-
ских импульсов от предсердий к желудочкам на
производительность сердца. Включение в модель
явного описания распространения волны элек-
трического возбуждения по стенке ЛЖ и системы
электромеханического сопряжения, в основе ко-
торой лежит изменение концентрации Са2+ в раз-
личных компартментах клеток миокарда, позво-
лило получить более реалистичное описание ра-
боты ЛЖ по сравнению с ранней версией модели
[9, 10], в которой сокращение ЛЖ запускали, за-
давая внутриклеточную концентрацию Са2+ как
однородную по всему объему стенки ЛЖ задан-

Рис. 4. Форма ЛЖ и распределение длины саркомеров, полученная в результате моделирования сокращения ЛЖ с частотой
1 Гц в норме (а, в) и при наличии инфаркта в области верхушки (б, г) в начале систолы желудочков (а, б) и в ее конце (в, г).
Показаны значения длин саркомеров LS в мкм.
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ную функцию времени. Поскольку запуск ПД в
модели начинали вблизи верхушки сердца, со-
кращение полости ЛЖ также начиналось от вер-
хушки, а затем распространялось к экватору и ос-
нованию, как происходит при нормальной работе
сердца.

Чтобы промоделировать влияние инфаркта в
области верхушки сердца на геометрию ЛЖ и па-
раметры гемодинамики, в области инфаркта по-
вышали порог возбуждения и снижали ионные
токи и проводимость миокарда. Появление мало-
возбудимой области привело к существенному
изменению геометрии ЛЖ во время систолы

(рис. 4) и заметному падению артериального дав-
ления, фракции выброса и ударного объема ЛЖ
(рис. 3). Изменения кинематики сокращения (в
частности, дискинезия в области верхушки), по-
лученные при моделировании апикального ин-
фаркта, были близки к тем, которые наблюдают-
ся в клинике [11].

Для моделирования влияния физической на-
грузки на работу сердца и сосудистой системы
частоту сердечных сокращений увеличивали до
120 мин–1 и одновременно снижали перифериче-
ское вдвое сопротивление сосудов большого кру-
га кровообращения, чтобы промоделировать рас-

Рис. 5. Временной ход основных переменных левого сердца, полученный в результате моделирования сокращения
сердца с частотой 2 Гц. Показаны значения давления (PLV) и объема (VLV) левого желудочка, а также давление в левом
предсердии (PLA) и аорте (PA). Давления приведены в мм рт. ст., объемы – в мл. Расшифровка типов линий для
каждой из переменных приведена на рисунке.

Рис. 6. Временной ход концентраций ионов Ca2+ внутри клетки комплексов Ca2+ с регуляторными белками в зоне
перекрытия нитей сократительных белков A1, полученные в центре стенки желудочка в его экваториальной части.
Результаты приведены для моделирования сокращения с частотами 1 и 2 Гц. По оси ординат отложены значения в
безразмерных единицах для A1 и мкМ для Ca2+. Расшифровка типов линий для каждой из переменных приведена на
рисунке.
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ширение сосудов мышц при рабочей гиперемии
(рис. 5). Несмотря на снижение сопротивления,
увеличение частоты сердечных сокращений при
модельных расчетах привело к возрастанию арте-
риального давления до 154/74 мм рт. ст. и более
чем двукратному росту минутного кровотока. Та-
кой выраженный рост производительности серд-
ца обусловлен двумя обстоятельствами. Во-пер-
вых, с увеличением частоты сердечных
сокращений длительность систолы уменьшается
не так значительно, как длительность диастолы.
Поэтому доля длительности сердечного цикла,
приходящаяся на систолу, возрастает, что приво-
дит к увеличению сердечного выброса. Во-вто-
рых, увеличение частоты приводит к увеличению

концентрации Са2+ в цитоплазме миокардиаль-
ных клеток (рис. 6), что приводит к росту изомет-
рического напряжения в экспериментах с образ-
цами миокарда человека, без признаков сердеч-
ной недостаточности [12, 13]. Моделирование
таких экспериментов с помощью нашей электро-
механической модели показало, что этот эффект
связан с накоплением Са2+ в саркоплазматиче-
ском ретикулуме [5]. Таким образом, наши расче-
ты показали, что увеличение уровня активации
сократительных белков миокарда ЛЖ с ростом
частоты сердечных сокращений является суще-
ственным фактором, способствующим поддер-
жанию повышенного уровня кровоснабжения
организма при физической нагрузке (рис. 5 и 6).

Рис. 7. Результаты моделирования атриовентрикулярной блокады: (а) – временной ход основных гемодинамических
переменных левого сердца, полученный в результате моделирования сокращения сердца с частотой 1 Гц в условиях
атриовентрикулярной блокады. Показаны значения давления (PLV) и объема (VLV) левого желудочка, а также
давление в левом предсердии (PLA) и аорте (PA); (б) – временной ход внутриклеточной концентрации ионов Са2+ и
относительной доли активированных комплексов регуляторных белков в зоне перекрытия тонких и толстых нитей в
саркомерах А1 в середине стенки ЛЖ в области экватора. Давления приведены в мм рт. ст., объемы – в мл,
концентрация Ca2+ – в мкМ. Левый желудочек «пропускает» сокращение в интервале от 1.2 до 2.2 с. Расшифровка
типов линий для каждой из переменных приведена на рисунке.
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Результаты расчетов центральной гемодинамики
(рис. 5) согласуются с данными наблюдений [14].

Наконец, результаты моделирования работы
сердца в условиях частичной атриовентрикуляр-
ной блокады, показывают, как особенности реак-
ции системы электромеханического сопряжения
в миокарде на изменения межстимульных интер-
валов помогают поддержать необходимый уро-
вень кровоснабжения при этом виде нарушения
сердечного ритма (рис. 7). Эти результаты каче-
ственно согласуются с данными наблюдений [15].

Следует заметить, что на данном этапе мы раз-
деляли задачи электрической активации ЛЖ и его
механического сокращения, решая их поочеред-
но, хотя модель [5] позволяет учитывать влияние
деформаций миокарда на скорость проводимости
электрического возбуждения по стенке ЛЖ. Пол-
ная электромеханическая задача сокращения ЛЖ
при нормальных условиях была решена в рамках
предложенного исследования, но полученные ре-
зультаты лишь незначительно отличались от при-
веденных результатов моделирования с разделе-
нием задач. Это может быть связано с примене-
нием осесимметричной постановки, в рамках
которой невозможно корректно описать некото-
рые локальные изменения проводимости и де-
формации. В связи с тем, что для сходимости ре-
шения полной электромеханической задачи тре-
буется меньший шаг сетки по пространству, было
решено остановиться на двухэтапной постановке.
В дальнейшем планируется ставить и решать пол-
ные электромеханические задачи активации и со-
кращения ЛЖ и других камер сердца в 3D-поста-
новке, в том числе исследуя локальные эффекты
деформаций на электрическую активацию.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные результаты показывают, что
модель сердечно-сосудистой системы, в которой
левый желудочек представлен телом вращения,
изготовленным из материала, описываемого на-
шей новой электромеханической моделью [5],
воспроизводит некоторые реакции сердца на уве-
личение частоты сокращений, частичную атрио-
вентрикулярную блокаду и нарушения работы ле-
вого желудочка при апикальном инфаркте. Ре-
зультаты расчетов также показывают, что
особенности реакции уровня активации и актив-
ного механического напряжения кардиомиоци-
тов на изменение межстимульных интервалов,
наблюдаемые и исследованные на клеточном
уровне, играют важную роль в поддержании не-
обходимого уровня кровоснабжения организма
при физической нагрузке и некоторых патологи-
ях, т.е. помогают оптимизировать макроскопиче-
скую работу сердца как насоса.
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 Numerical Modeling of Heart Left Ventricle Work in the Circulatory System: 
the Effects of Changes in the Frequency of Contractions 

and Apical Myocardial Infarction
 F.A. Syomin*, A.R. Khabibullina*, and A.K. Tsaturyan*

*Institute of Mechanics, Lomonosov Moscow State University, Michurinsky prosp. 1, Moscow, 119192 Russia

We present a multiscale mathematical model of the pumping function of the left ventricle (LV) of the heart
in the circulatory system. The properties of the LV myocardium were described with a new electromechanical
model that combines models of the generation and propagation of action potential, electromechanical cou-
pling, and mechanics, including passive and active mechanical stress and finite strain. The left ventricle was
considered being a thick-walled axisymmetric body with a realistic distribution of the muscle fibers in its wall.
Blood flow in other heart chambers and blood vessels was represented by a lumped parameter model. We car-
ried out numerical modeling of the effect of the heart rate, partial atrioventricular block, and apical LV in-
farction on the hemodynamics and geometry of the LV. The calculations showed that the model describes the
observed responses of the LV pumping characteristics to these effects. The results allow one to understand
how the cell-level peculiarities of the electromechanical coupling in cardiac muscle help the heart to maintain
its pumping function in pathologies and to adjust it to the increasing needs during physical activity.

Keywords: myocardium, electromechanics of the heart, left ventricle of the heart, cardiovascular system, mathe-
matical modeling, modeling of the heart, heart rate, myocardial infarction, atrioventricular block
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Проведено исследование динамики окислительного стресса в организме крыс после механической
травмы (повреждение ахиллова сухожилия) и влияния на данный процесс мезенхимальных стволо-
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ления липидов, изменении средней интенсивности аутофлуоресценции эритроцитов по данным
проточной цитофлуориметрии, увеличении общей антиоксидантной активности плазмы крови.
Полученные результаты указывают на то, что мезенхимальные стволовые клетки оказывают защит-
ное действие при развитии окислительного стресса, что позволяет сбалансировать ответ организма
на усиление окислительных повреждений и расширяет сведения о механизмах терапевтического
действия стволовых клеток при лечении травм. 
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Результаты применения стволовых клеток
в клинической практике, полученные отече-
ственными и зарубежными учеными в по-
следнее десятилетие, убедительно свидетель-
ствуют о высоком потенциале методов кле-
точной терапии в лечении заболеваний
человека и животных [1, 2]. Наиболее широ-
кое применение получили биомедицинские
клеточные продукты на основе мезенхималь-
ных стволовых клеток (МСК), выделенных
из различных тканей, прежде всего жировой
ткани, костного мозга, ткани пуповины [3, 4].
Это обусловлено доступностью донорского
материала, высокой пролиферативной ак-
тивностью МСК в условиях in vitro, отрабо-
танными методами культивирования и ана-

лиза их функционального состояния. Тера-
певтическое действие МСК связывают со
способностью данных клеток дифференци-
роваться в соматические клетки тканей и ор-
ганов, а также с осуществлением ими пара-
кринной активности – синтезом во внекле-
точную среду цитокинов и ростовых
факторов, оказывающих противовоспали-
тельное, антиапоптотическое, иммуномоду-
лирующее, стимулирующее пролиферацию
действие, способствуя тем самым восстанов-
лению клеточного пула функционально ак-
тивных клеток в очаге повреждения [3, 4]. 

В ряде исследований показано, что примене-
ние МСК снижает развитие окислительного
стресса в организме экспериментальных живот-
ных после моделирования у них патологических
состояний: колитов [5–7], инсульта [8], дисфунк-
ции печени [9, 10] и почек [11], астмы [12], а также
при действии ионизирующего излучения [13].
Предполагается, что МСК способны оказывать

Сокращения: МСК – мезенхимальные стволовые клетки,
АФК – активные формы кислорода, ПОЛ – перекисное
окисление липидов, ТБК – 2-тиобарбитуровая кислота,
ОАА – общая антиоксидантная активность, ABTS – 2,2'-
азино-бис-(3-этилбензотиазолин-6-сульфоновая кислота).

УДК 577.334+602.6:59+616-092
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регуляторное действие на прооксидантно/анти-
оксидантный баланс в клетках в условиях актива-
ции окислительных повреждений клеточных
компонентов. Однако роль данного возможного
механизма терапевтического действия МСК
практически не изучена, в частности, не известен
спектр патологий, при которых он проявляется.
Вместе с тем, очевидно, что более полное пред-
ставление о механизмах действия МСК при раз-
личных патологиях имеет важное значение для
совершенствования методов клеточной терапии
(определение оптимальных доз клеточного мате-
риала, кратности инъекций, временных интерва-
лов между инъекциями и др.).

Проведенные многочисленные исследования
убедительно свидетельствуют, что окислитель-
ный стресс лежит в основе развития многих пато-
логических состояний человека и животных, яв-
ляется причиной прогрессирования их осложне-
ний, сопровождается усилением воспалительных
реакций и снижением репаративных процессов в
организме. Развитие окислительного стресса обу-
словлено интенсификацией свободно-радикаль-
ных повреждений липидов, белков и ДНК в клет-
ках, что в конечном итоге способно приводить к
снижению их функциональной активности и, как
следствие, к нарушению функционирования тка-
ней и органов. Важная роль окислительного
стресса показана в патогенезе онкологических,
сердечно-сосудистых, нейродегенеративных за-
болеваний, при диабете, болезнях печени и почек
и др. [14, 15]. Имеются данные об участии окисли-
тельного стресса в патогенезе травм опорно-дви-
гательного аппарата, в том числе сухожилий. На
экспериментальных животных показано, что
травмирование ахиллова сухожилия приводит к
увеличению содержания активных форм кисло-
рода (АФК) в сыворотке крови [16], росту количе-
ства продуктов перекисного окисления липидов
(ПОЛ) и снижению концентрации восстановлен-
ного глутатиона в тканях сухожилия [17–19]. В
условиях стимуляции окислительного стресса
(локальная инъекция перекиси водорода) эффек-
тивность восстановления экспериментально
травмированного сухожилия снижается и наблю-
даются изменения, характерные для развития
тендинопатии [20]. Напротив, применение таких
антиоксидантов как кверцетин или аскорбат ока-
зывает позитивное влияние на процесс восста-
новления травмированного сухожилия [18, 19]. 

Повреждения сухожилий и связок составляют
около 50% всех травм мышечно-скелетной систе-
мы и являются одной из основных причин разви-
тия болевых синдромов и физической недееспо-
собности, оказывая тем самым крайне негатив-
ное влияние на физическое состояние пациентов
[21, 22]. Для терапии таких заболеваний в настоя-
щее время в основном применяются методы кон-
сервативного лечения и хирургические вмеша-

тельства. Однако при их использовании заживле-
ние сухожилий, как правило, происходит очень
медленно, а поврежденные ткани не могут полно-
стью восстановиться до их естественного состава,
структуры и механических свойств, что ведет к
ухудшению функционирования сухожилия и воз-
растанию риска повторных травм [23]. В послед-
нее время появились обнадеживающие данные о
перспективности применения в лечении повре-
ждений сухожилий МСК [24, 25]. Проведенные
нами ранее исследования [26] показали, что при-
менение МСК при лечении травмированного
ахиллова сухожилия у экспериментальных жи-
вотных (крысы) оказывает положительное влия-
ние на восстановление поврежденной ткани, со-
провождается проявлением выраженного анти-
ноцицептивного действия. Целью данной работы
являлось исследование развития окислительного
стресса в организме крыс после травмирования
ахиллова сухожилия и влияние на данный про-
цесс клеточной терапии на основе МСК жировой
ткани.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование выполнено на половозрелых бе-

лых крысах-самцах линии Wistar массой 230–
250 г. Моделирование травмы ахиллова сухожи-
лия осуществляли хирургическим путем в Инсти-
туте физиологии НАН Беларуси, как описано ра-
нее [26]. 

Животные были разделены на следующие
группы: группа I – крысы с травмой ахиллова су-
хожилия без лечения (n = 24); группа II – крысы с
травмой ахиллова сухожилия, которым провели
однократную трансплантацию МСК в область
травмы (n = 24); группа III – интактные живот-
ные (n = 6).

Выделение, культивирование и характеристи-
ку функционального состояния МСК из жировой
ткани крыс проводили согласно использованным
ранее методам [27]. Введение суспензии МСК
осуществляли в условиях седации животного ло-
кально в область травмы на первые сутки после
нанесения механической травмы ахиллова сухо-
жилия в дозе 250000 клеток на животное. 

Перекисное окисление липидов в крови жи-
вотных оценивали по образованию продуктов,
реагирующих с 2-тиобарбитуровой кислотой
(ТБК). Концентрацию ТБК-активных продуктов
оценивали спектрофотометрически, принимая
величину коэффициента молярной экстинкции
при λ = 535 нм равной 1.56·105 М–1см–1. 

Для измерения интенсивности автофлуорес-
ценции эритроцитов 5 мкл цельной крови разво-
дили в 3.5 мл изотонического фосфатно-солевого
буфера (рН 7.4). Суспензию клеток анализирова-
ли на проточном цитофлуориметре FACSCanto II
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(Becton Dickinson and Company, США), выделяли
гейт эритроцитов на диаграмме прямого/боково-
го рассеивания и определяли интенсивность флу-
оресценции эритроцитов в канале FITC. Сред-
нюю интенсивность автофлуоресценции оцени-
вали по результатам анализа 30000 клеток.

Общую антиоксидантную активность (ОАА)
плазмы крови определяли по обесцвечиванию ка-
тион-радикала 2,2'-азино-бис-(3-этилбензотиа-
золин-6-сульфоновой кислоты) (ABTS) [28]. Об-
разование радикала индуцировали инкубацией
данного соединения (7 мМ) в дистиллированной
воде в присутствии персульфата калия (2.45 мМ)
в течение 10 ч при комнатной температуре. Полу-
ченный препарат разводили в 0.02 М натрий-фос-
фатном буфере (рН 7.3) до получения рабочего
раствора с оптической плотностью при 734 нм,
равной 0.70 ± 0.01. К 1.5 мл рабочего раствора до-
бавляли 10 мкл плазмы крови и регистрировали
кинетику обесцвечивания радикала ABTS в тече-
ние 10 с [29] с использованием спектрофлуори-
метра СМ2203 (SOLAR, Беларусь). ОАА выража-
ли в единицах концентрации антиоксиданта тро-
локса.

Статистическую обработку данных выполняли
с использованием программы Microsoft Excel с
определением среднего арифметического значе-
ния и стандартной ошибки среднего. Cтатистиче-
скую значимость между отдельными экспери-
ментальными группами определяли с помощью
непарного t-критерия Стьюдента, принимая зна-
чение P < 0.05 как статистически достоверное
различие.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

Окислительный стресс в биологических систе-
мах индуцируется действием АФК, представляю-
щих собой высоко реакционноспособные соеди-
нения, вызывающих окислительные поврежде-
ния биологически важных молекул в клетках:
нуклеиновых кислот, белков и липидов. Вместе с
тем образование АФК в клетках необходимо для
реализации ряда важных физиологических про-
цессов и в условиях нормы происходит в опреде-
ленном диапазоне концентраций, что обеспечи-
вается функционированием антиоксидантной
системы. Сохранение баланса между скоростью
образования АФК, их нейтрализацией и восста-
новлением окисленных продуктов является важ-
нейшим условием для обеспечения функциони-
рования клеток. Нарушение окислительно-анти-
оксидантного баланса может существенно
увеличить содержание АФК в клетках, что ведет к
окислительным повреждениям клеточных ком-
понентов и, как следствие, к развитию окисли-
тельного стресса. 

В общем, окислительный стресс представляет
собой сложный, многофакторный процесс, а
адекватная его оценка является непростой зада-
чей. Ситуация осложняется тем, что в организме
неизбежно запускаются ответные реакции по
компенсации неблагоприятного воздействия
окислительного стресса. Для оценки развития
окислительного стресса регистрируют так назы-
ваемые маркеры данного процесса. В качестве та-
ких маркеров используют содержание в клетках и
тканях продуктов окислительной модификации
биомолекул, активность системы антиоксидант-
ной защиты или ее компонентов, оценку функ-
ционального состояния клеток и др. [30]. В нашей
работе для оценки протекания окислительного
стресса в организме экспериментальных живот-
ных использовались следующие маркеры: содер-
жание продуктов ПОЛ в крови, интенсивность
флуоресценции эритроцитов, общая антиокси-
дантная активность плазмы крови. Такой подход
позволяет охарактеризовать окислительный
стресс как на молекулярно-клеточном уровне,
так и оценить реакцию на него организма в це-
лом. 

Исследование содержания продуктов перекисного
окисления липидов в крови экспериментальных жи-
вотных. Определение содержания в крови продук-
тов ПОЛ, реагирующих с ТБК (ТБК-продукты), яв-
ляется одним из наиболее часто используемых под-
ходов к мониторингу развития окислительного
стресса в организме [30]. Проведенные нами иссле-
дования показали, что моделирование травмы ахил-
лова сухожилия приводит к увеличению содержания
в крови экспериментальных животных данных про-
дуктов. Как видно из рис. 1, количество ТБК-про-
дуктов увеличивается более чем в два раза через не-
делю после моделирования и составляет 0.28 ±
± 0.03 мкмоль/л крови, тогда как у контрольных
животных данный показатель равен
0.11 ± 0.02 мкмоль/л. Через две недели наблюдений
количество ТБК-продуктов возрастает до 0.33 ±
± 0.04 мкмоль/л и далее постепенно снижается,
приближаясь через четыре недели к значениям кон-
трольных животных (0.19 ± 0.02 мкмоль/л). Эти
данные указывают на увеличение окислительных
повреждений липидов и свидетельствуют в пользу
развития окислительного стресса в организме жи-
вотных в результате моделирования травмы ахилло-
ва сухожилия. Окислительная модификация липи-
дов имеет важнейшее значение в проявлении нега-
тивных последствий окислительного стресса.
Окисление липидов ведет к нарушению целостно-
сти мембран клеток и снижению их барьерных
свойств, изменению активности мембранно-ассо-
циированных белков, функционирования липопро-
теиновых комплексов. Сами продукты окисления
липидов (малоновый диальдегид) могут оказывать
токсическое действие на клетки.



БИОФИЗИКА  том 67  № 4  2022

ИЗМЕНЕНИЕ АНТИОКСИДАНТНЫХ СВОЙСТВ КРОВИ 779

Измерение содержания продуктов ПОЛ в кро-
ви животных с травмированным ахилловым сухо-
жилием и получивших инъекцию МСК в дозе
250000 клеток показало, что в течение первых
двух недель постравматического периода (время
интенсивного роста продуктов ПОЛ в крови трав-
мированных крыс без клеточной терапии) дан-
ный параметр практически не изменяется и соот-
ветствует значениям для контрольной группы
(рис. 1). Через три и четыре недели наблюдения
содержание продуктов ПОЛ несколько возраста-
ет, но остается ниже по сравнению с травмиро-
ванными животными без введения клеток. Эти
данные указывают на то, что в результате введе-
ния МСК окислительные повреждения липидов в
ответ на травму ахиллова сухожилия, которые на-
блюдаются у травмированных животных без инъ-
екции клеток, резко снижаются. 

Исследование интенсивности автофлуоресцен-
ции эритроцитов крови экспериментальных живот-
ных. Эритроциты представляют собой основную
клеточную фракцию крови, при этом данные
клетки проявляют высокую чувствительность к
окислительному воздействию. В частности, пока-
зано, что интенсивность автофлуоресценции
эритроцитов в зеленой области (530 нм), изме-
ренная методом проточной цитофлуориметрии
при использовании синего лазера (488 нм) для
возбуждения, увеличивается при развитии окис-
лительного стресса в клетках [31, 32]. В экспери-
ментах на мышах установлено, что популяция
молодых эритроцитов (до 40 дней) характеризует-
ся значительно более низкой (в полтора-два раза)
интенсивностью автофлуоресценции по сравне-
нию с популяцией старых эритроцитов [33]. Хро-

мофорами данной флуоресценции выступают
продукты окисления липидов и белков [32, 34].
Как видно из представленных на рис. 2 данных,
интенсивность автофлуоресценции эритроцитов
изменяется после моделирования травмы ахилло-
ва сухожилия. У контрольных животных данный
показатель составляет 104 ± 3 отн. ед. Через неде-
лю после моделирования интенсивность авто-
флуоресценции при том же режиме измерения
возрастает до 116 ± 4 отн. ед. Однако далее она
снижается и через три недели принимает мини-
мальное значение (88 ± 4 отн. ед.). К концу пери-
ода наблюдения интенсивность автофлуоресцен-
ции повышается. Рост интенсивности автофлуо-
ресценции через неделю после моделирования
указывает на увеличение в эритроцитах продук-
тов окислительной модификации белков и липи-
дов и свидетельствует в пользу развития окисли-
тельного стресса в данных клетках. Наблюдаемое
далее снижение интенсивности, очевидно, явля-
ется следствием изменения популяционного со-
става эритроцитов, отличающихся интенсивно-
стью флуоресценции. Можно полагать, что в ре-
зультате развития окислительного стресса в
период более одной недели после моделирования
травмы ахиллова сухожилия происходит ускоре-
ние элиминации старых эритроцитов из крови
из-за накопившихся до критического уровня
окислительных повреждений в данных клетках. В
пользу такого предположения свидетельствуют
данные о снижении содержания эритроцитов в
крови экспериментальных животных через две
недели после формирования травмы ахиллова су-
хожилия на 7.5% и восстановление к исходному
уровню к концу периода наблюдения. Очевидно,

Рис. 1. Содержание ТБК-продуктов в крови крыс в
разные сроки после травмы ахиллова сухожилия без
(светлые столбики) и с инъекцией МСК (темные
столбики). Период наблюдения после моделирования
травмы: 1 – 1 неделя, 2 – 2 недели, 3 – 3 недели, 4 –
4 недели; * – p < 0.05 относительно интактного
контроля.

Рис. 2. Средняя интенсивность автофлуоресценции в
канале FITC проточного цитофлуориметра эритроци-
тов крови крыс в разные сроки после травмы ахиллова
сухожилия без (светлые столбики) и с инъекцией МСК
(темные столбики). Период наблюдения после модели-
рования травмы: 1 – 1 неделя, 2 – 2 недели, 3 – 3 недели,
4 – 4 недели; * – p < 0.05 относительно интактного кон-
троля.
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что ускорение элиминации старых эритроцитов
приведет к росту в крови доли молодых и сниже-
нию средней интенсивности автофлуоресценции
в общем пуле клеток. Кроме этого, снижение
концентрации эритроцитов в крови может стиму-
лировать эритропоэз, что приведет к еще больше-
му росту доли молодых эритроцитов в крови и
еще большему снижению средней интенсивности
автофлуоресценции. Снижение оказалось макси-
мальным на третьей неделе посттравматических
наблюдений – средняя интенсивность автофлуо-
ресценции эритроцитов травмированных живот-
ных оказалась даже ниже, чем у интактных. 

Изменение интенсивности автофлуоресцен-
ции эритроцитов крови травмированных крыс
после введения МСК имеет похожую динамику с
изменениями данного параметра у эксперимен-
тальных животных без инъекции клеток, однако
величина данных изменений значительно ниже.
Как видно из рис. 2, через неделю после травми-
рования ахиллова сухожилия средняя интенсив-
ность автофлуоресценции эритроцитов имеет
лишь тенденцию к росту (107 ± 3 отн. ед.). Мини-
мальная интенсивность наблюдалась через две
недели после травмирования (100 ± 4 отн. ед.). В
более поздний посттравматический период ин-
тенсивность аутофлуоресценции практически
соответствовала значениям для контрольных жи-
вотных. Эти результаты показывают, что после
введения МСК в крови травмированных живот-
ных окислительные повреждения эритроцитов
менее выражены, а элиминация старых эритро-
цитов снижена.

Исследование ОАА плазмы крови эксперимен-
тальных животных. Важной характеристикой со-
стояния организма, особенно при протекании

патологических процессов, индуцирующих окис-
лительный стресс, является активность системы
антиоксидантной защиты, т.е. способность тка-
ней и органов противостоять повреждающему
действию АФК. Для характеристики антиокси-
дантной системы крови экспериментальных жи-
вотных проведено исследование по определению
ОАА плазмы крови по ее способности дезактиви-
ровать катион-радикал ABTS+. Данный радикал
можно получить в лабораторных условиях инку-
бацией ABTS в присутствии персульфата калия
[28]. Особенностью радикала является его отно-
сительно высокая стабильность в водных раство-
рах в отсутствие восстановителей, а также оп-
тическая активность в видимом диапазоне, что
позволяет определять его концентрацию, реги-
стрируя оптическую плотность стандартными
фотометрами. Наиболее часто измерение прово-
дят при длине волны 734 нм, при которой элемен-
ты крови оптически неактивны. При добавлении
в растворы ABTS+ плазмы крови или таких при-
сутствующих в крови и проявляющих антиокси-
дантную активность соединений, как токоферол,
аскорбат, восстановленный глутатион, билиру-
бин наблюдается обесцвечивание раствора, сви-
детельствующее о дезактивации радикала [35].
Проведенные нами измерения показали, что
ОАА плазмы крови контрольных животных со-
ставляет 1.27 ± 0.06 ммоль/л в эквиваленте кон-
центрации тролокса – водорастворимого аналога
антиоксиданта α-токоферола. Полученное значе-
ние коррелирует с ОАА плазмы крови человека,
измеренной с использованием данного метода
[35]. В крови животных с моделированной трав-
мой ОАА плазмы увеличивается: через неделю
после травмирования активность составляет
1.69 ± 0.05 ммоль/л и далее снижается до
1.55 ± 0.04 ммоль/л к концу периода наблюдения.
Увеличение ОАА в крови наблюдается и при дру-
гих патологических состояниях, сопровождаю-
щихся развитием окислительного стресса [36, 37].
Предполагается, что увеличение активности си-
стемы антиоксидантной защиты в крови или дру-
гих тканях при развитии окислительного стресса
является ответной реакцией организма, направ-
ленной на сдерживание интенсификации окис-
лительных повреждений [38]. Однако следует от-
метить, что направленность и масштаб измене-
ния активности антиоксидантной системы
зависит от вида патологии, интенсивности разви-
тия окислительного стресса, длительности его
протекания и других факторов.

Определение ОАА плазмы крови у травмиро-
ванных животных, получивших инъекцию МСК,
показало, что данный параметр, как и содержа-
ние продуктов ПОЛ в крови и интенсивность
флуоресценции эритроцитов, мало изменяется в
период наблюдения и остается близкой к ОАА
контрольных животных (рис. 3). Полученные ре-
зультаты указывают на то, что МСК оказывают

Рис. 3. Общая антиоксидантная активность в эквива-
ленте концентрации тролокса плазмы крови крыс в раз-
ные сроки после травмы ахиллова сухожилия без (свет-
лые столбики) и с инъекцией МСК (темные столбики).
Период наблюдения после моделирования травмы: 1 –
1 неделя, 2 – 2 недели, 3 – 3 недели, 4 – 4 недели; * –
p < 0.05 относительно интактного контроля. 
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защитное действие при развитии окислительного
стресса после травмы ахиллова сухожилия, что
позволяет сбалансировать ответ организма на
усиление окислительных повреждений. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Полученные результаты свидетельствуют о

развитии окислительного стресса в организме
животных после формирования травмы ахиллова
сухожилия. Это проявляется в увеличении содер-
жания в крови продуктов ПОЛ, изменении сред-
ней интенсивности автофлуоресценции эритро-
цитов в зеленой области спектра, увеличении об-
щей антиоксидантной активности в плазме крови
в посттравматический период. Применение МСК
при экспериментальной травме ахиллова сухожи-
лия в виде локальной инъекции в область повре-
ждения оказывает защитное действие от развития
окислительного стресса и позволяет оптимизиро-
вать реакцию организма в ответ на интенсифика-
цию окислительных процессов. Эффект проявля-
ется в снижении индуцированных травмировани-
ем накопления ТБК-активных продуктов ПОЛ в
крови, изменений интенсивности автофлуорес-
ценции эритроцитов и ОАА плазмы крови. В це-
лом полученные результаты расширяют имею-
щиеся сведения о механизмах терапевтического
действия стволовых клеток при лечении патоло-
гических состояний травматической этиологии.
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 Changes in Blood Antioxidant Parameters  in Rats with Achilles Tendon Injury Treated 
by Mesenchymal Stem Cell Therapy

 S.V. Pinchuk*, I.B. Vasilevich*, A.Y. Molchanova**, A.A. Basalai**, and I.D. Volotovski*

*Institute of Biophysics and Cellular Engineering, National Academy of Sciences of Belarus,
Akademicheskaya ul. 27, Minsk, 220072, Republic of Belarus

**Institute of Physiology, National Academy of Sciences of Belarus,
Akademicheskaya ul. 28, Minsk, 220072, Republic of Belarus

This study aimed to explore the dynamics of oxidative stress in rats after lesion induction (damage to the
Аchilles tendon) and elucidate the effects adipose-derived mesenchymal stem cells have on this process after
the local injection of these cells at the injury site. The results obtained confirm that oxidative stress is present
in animals in the post-traumatic period, as evidenced by elevated blood levels of lipid peroxidation products,
a change in the average intensity of autofluorescence of erythrocytes registered by flow cytometry, and an in-
crease in the total antioxidant activity in blood plasma. Our findings indicate that in the process of oxidative
stress, mesenchymal stem cells exert a protective effect, thus providing the possibility to balance the body’s
response to increased oxidative damages. Data collected expand the knowledge of therapeutic mechanisms
of action of stem cells in injury treatment.

Keywords: Achilles tendon injury, oxidative stress, mesenchymal stem cells, cell therapy
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Ишемически-реперфузионное поражение является причиной снижения жизнеспособности донор-
ских органов после длительной консервации. В настоящей работе для повышения устойчивости до-
норской почки к ишемически-реперфузионному поражению использовали фермент-антиоксидант
пероксиредоксин 6. Для определения эффективности применения пероксиредоксина 6 оценивали
морфофункциональные критерии изолированной почки, уровень экспрессии гена для маркера по-
ражения почек KИМ-1 и уровень малонового диальдегида в ткани. Было показано, что холодовая
консервация почки в растворе DMEM, неадаптированном под эти цели, приводит к гибели органа
при перфузии. Напротив, использование раствора «Кустодиола» позволяет почке пережить эпизод
длительной ишемии и перфузию. Комбинирование пероксиредоксина 6 с раствором «Кустодиола»
показало лучшие результаты при перфузии. На фоне снижения поражения структур нефрона отме-
чено падение уровня малонового диальдегида в 2.3 раза, что указывает на нейтрализацию гиперпро-
дукции активных форм кислорода. В четыре раза возрастает скорость выделения мочи, скорость
клубочковой фильтрации и количество мочевины в моче, что указывает на сохранение тубулярных
структур и подтверждается снижением уровня маркера поражения почек KИM-1 в полтора раза. Та-
ким образом, использование экзогенного белка-антиоксиданта пероксиредоксина 6 при перфузии
повышает устойчивость донорской почки к ишемически-реперфузионному поражению после про-
должительной холодовой консервации в растворе «Кустодиола». 

Ключевые слова: изолированная почка, пероксиредоксины, перфузия.
DOI: 10.31857/S0006302922040172,  EDN: IUYPNA

В современном мире наиболее оптимальным
методом заместительной почечной терапии явля-
ется трансплантация самой почки. Одной из важ-
ных задач трансплантологии является сохранение
органов и тканей вне организма физиологически
полноценными и пригодными для практического
применения в течение длительного срока. Для
уменьшения повреждений донорских почек в
клинической практике широко используют ста-
тическую холодовую консервацию и гипотерми-
ческую пульсационную аппаратную перфузию.
Стандартными консервирующими растворами,
которые сейчас применяют при взятии донор-
ских органов (в частности донорской почки) яв-
ляются Celsior, раствор Висконсинского универ-
ситета (UW) и «Кустодиол» [1]. Несмотря на кон-
сервацию, в любом эксплантированном органе

развивается целый каскад патобиологических
процессов, при этом отсутствие кровотока и де-
фицит кислорода в ткани играют ведущую роль.
Второй повреждающий компонент – реперфу-
зия, которая многократно усиливает ущерб, на-
несенный при ишемии. Ишемически-реперфу-
зионное (И-Р) поражение вызвано в первую оче-
редь гиперпродукцией активных форм
кислорода, ростом свободнорадикальных про-
цессов в донорских тканях и повреждением их
структуры. Это осложнение возникает практиче-
ски всегда и является основной причиной пер-
вичной дисфункции трансплантата и снижения
его жизнеспособности [2–5]. В связи с этим ос-
новным направлением в трансплантации может
стать применение высокоэффективных фермен-
тов-антиоксидантов, направленных на подавле-
ние гиперпродукции активных форм кислорода в
клетках/тканях. 

Сокращения: И-Р – ишемия-реперфузия, Prx6 – перокси-
редоксин 6, МДА – малоновый диальдегид.
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Среди множества ферментов антиоксидантно-
го действия наибольший интерес представляет
семейство пероксиредоксинов. Эти ферменты
широко распространены в организме, много-
функциональны и играют важную роль в гомео-
стазе редокс-статуса [6–9]. Среди представителей
семейства пероксиредоксин 6 (Prx6) обладает
идеальными антиоксидантными свойствами
(широкий спектр нейтрализуемых гидроперокси-
дов) и одновременно имеет высокую биодоступ-
ность благодаря способности проникать в клетки,
повышая их антиоксидантный статус [10]. Неод-
нократно было показано, что Prx6 – эффектив-
ный терапевтический агент при свободноради-
кальных патологиях [11–15], в том числе для пре-
кондиционирования трансплантата сердца у
крыс [16]. Целью данного исследования была
оценка возможности применения Prx6 в перфу-
зионных растворах для повышения устойчивости
донорской почки к И-Р-поражению.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
В экспериментах были использованы крысы-

самцы линии Вистар массой 230 г. 
Рекомбинантный Prx6 был получен в лабора-

тории механизмов рецепции Института биофи-
зики клетки РАН по ранее описанной методике.
Пероксидазная активность Prx6 составляет
200 нмоль/мг/мин по H2O2 и 100 нмоль/мг/мин
по трет-бутилпероксиду.

Перфузия изолированной почки. Модель пер-
фузии изолированной почки включала стадии
эксплантации почки, хранения почки в консер-
вационном растворе, этап перфузии изолирован-
ного органа.

Эксплантация почки. Перед началом операции
крысы были наркотизированы путем внутривен-
ного введения 0.5 мл 3.5%-го (3 мг/кг) золетила
100 (Virbac Sante Animale, Франция). Гепарин
(5000 ЕД/мл) использовали для предотвращения
тромбозов. После декапитации животного в тече-
ние 5 мин проводили изолирование правой почки
от общей сосудистой системы путем последова-
тельного наложения лигатур на сосуды и катете-
ризацию почечной артерии через брюшную аор-
ту. Проводили отсечение нижней полой вены.
Правый мочеточник был изолирован и катетери-
зирован [12, 17]. Удаляли кровь из сосудистого
русла изолированной почки путем ее перфузии
раствором «Кустодиола» (Dr. Franz Kohler Chemie
GMBH, Германия) (t0 = 5–8°С) в течение 5–
8 мин. Скорость перфузии 3 мл/мин, давление
90–110 мм рт. ст. (в месте ввода канюли в корень
почечной артерии). По окончании санации кро-
вяного русла почку эксплантировали и помещали
в стерильную емкость с раствором «Кустодиола».
Емкость обкладывали льдом и далее хранили поч-

ку в течение 6 ч, t0 = 4°С. Общее время ишемии
составляло 6 ч. 

Этап перфузии. После ишемии изолированная
почка была перфузирована перфузионным бу-
ферным раствором DMEM (GIBCO-Invitrogen,
США) с содержанием глюкозы 1.0 г/л. В DMEM
включали мочевину (5 мМ/л) и креатинин
(80 мкМ/л). Перед перфузией раствор оксигени-
ровали смесью О2/СО2 (95%/5%), рН 7.4, t0 = 35–
37°С.

Для определения эффектов Prx6 в 10 мл перфу-
зионного буфера DMEM добавляли Prx6 в кон-
центрации 0.2 мг/мл и перфузировали им изоли-
рованную почку на начальном этапе перфузии в
течение 5 мин. Скорость перфузии на данном эта-
пе – 3 мл/мин.

Общее время перфузии изолированной
почки – 50 мин. Скорость от 6 до 10 мл/мин, что
соответствовало перфузионному давлению 90–
100 мм рт. ст. В течение всего срока перфузии
каждые 10 мин осуществляли сбор мочи из моче-
точника. По окончании перфузии почечную
ткань использовали для дальнейшего исследо-
вания. 

Животные были разделены на три группы по
10 особей: 1) для холодовой статической консер-
вации изолированной почки использовали среду
DMEM; 2) использовали раствор «Кустодиола»;
3) использовали раствор «Кустодиола» и на на-
чальном этапе перфузии Prx6. В группах анализи-
ровали морфологические, функциональные и
биохимические показатели почки через 50 мин
перфузии.

Гистология и морфометрия. Гистологические
исследования проводили на парафиновых срезах
почечной ткани, окрашенных гематоксилин-
эозином (VITROSTAIN Biovitrum, Россия). Мик-
роскопический анализ проводили на микроскопе
Leica DM 6000 с цифровой камерой Leica DFC
490. Морфометрическое исследование паренхи-
матозных структур почки проводили с помощью
стандартной программы для анализа на микро-
скопе Leica DM 6000. 

Анализ критериев функционирования изолиро-
ванной почки. Определяли [18]: 1) перфузионное
давление, которое поддерживали на уровне 90–
100 мм. рт. ст и регулировали изменением скоро-
сти перфузии; 2) скорость выделения мочи;
3) скорость клубочковой фильтрации [12, 19]; 4)
потребление глюкозы [12, 18, 19]; 5) количество
мочевины в моче [12]. Концентрацию креатинина
и мочевины в исследуемых пробах мочи опреде-
ляли на приборе Reflotron Plus (Roche Diagnostics,
Швейцария), концентрацию глюкозы – на глю-
кометре Accu-Chek (Roche, Германия).

Определение уровня малонового диальдегида в
почечной ткани. Уровень малонового диальдегида
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(МДА), отражающий степень перекисного окис-
ления липидов в почечных тканях, определяли с
помощью 1-метил-2-фенилиндола (Sigma-Al-
drich, США) по методике, описанной в работе
[20].

Определение уровня мРНК гена КИМ-1 в по-
чечной ткани. Уровень экспрессии гена KИM-1
определяли методом полимеразной цепной реак-
ции в реальном времени с этапом обратной тран-
скрипции. Общую РНК из образцов почечной
ткани получали с помощью реактива ExtractRNA
(«Евроген», Россия). Для обратной транскрип-
ции использовали по 2 мкг общей РНК, обратную
транскриптазу MMLV («Евроген», Россия) и
стандартный олигонуклеотид dT15. Полученную
кДНК использовали для ПЦР с ген-специфиче-
скими олигонуклеотидами: 
rKIM1-F (5’- ATGGGCTCTCTGAGCTTTGT-3’), 
rKIM1-R (5’- GATGCACAATCGCTGCGTTC-3’). 

Для нормирования результатов использовали
housekeeping ген Rplp2 (60S acidic ribosomal pro-
tein P2) с соответствующими олигонуклеотидами: 
Rplp2-F (5’-CTCAACAAGGTCATCAGTGA-3’), 

Rplp2-R (5’-AGCAGAAACAGCCACAGCCCCAC-3’).
ПЦР в реальном времени проводили в ампли-

фикаторе «DTprime» («ДНК-Технология», Рос-
сия) c использованием HSTaq ДНК полимеразы и
интеркалирующего красителя SYBR GreenII
(«Евроген», Россия). Определение значений по-
рогового цикла Ct проводили с помощью про-
граммного обеспечения «ДНК-Технология»
(Россия). Расчет ΔΔCt проводили по формуле
ΔΔCt = ΔCt(Контроль) – ΔCt(опыт). Каждое зна-
чение ΔCt рассчитывали, как ΔCt = Ct(KIM-1) –
Ct(Rplp2) [21].

Электрофорез и иммуноблоттинг. Ткань почек
гомогенизировали, центрифугировали и супер-
натант использовали для электрофореза в полиа-
криламидном геле и последующего переноса на
нитроцеллюлозную мембрану Hybond-C (Amer-
sham, США). Пробы нормировали по концентра-
ции белка. Выявление KИM-1 проводили с помо-
щью первичных кроличьих антител к белку
KIM-1 (Cell Signaling Technology, США), вторич-
ные антитела – иммуноглобулины кролика
(«ИМТЭК», Россия), конъюгированные с перок-
сидазой хрена. Связавшиеся антитела детектиро-
вали с помощью набора для хемилюминесцент-
ной детекции Novex ECL (Invitrogen, США) на
установке iBright Imaging Systems (Thermo Fisher
Scientific, США).

Статистический анализ выполняли с исполь-
зованием программного обеспечения SigmaPlot
11.0 Sortware (Systat Software Inc., США). Резуль-
таты выражали как среднее значение ± стандарт-
ное отклонение. Значение P < 0.05 принимали
статистически достоверным.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Морфологические показатели. После шестича-
совой консервации и последующей перфузии
изолированной почки наблюдается повреждение
нефронов и изменение общей архитектуры по-
чечной паренхимы во всех экспериментальных
группах по сравнению с интактным контролем
(рис. 1). В морфометрическом аспекте отмечено
увеличение площади капсулы Боумена и площа-
ди ее просвета, а также изменение архитектуры
извитых каналов, особенно дистальных (рис. 2).
Наибольшее поражение в структуре нефронов от-
мечено при использовании DMEM в качестве
консервационного раствора (группа 1) (рис 1б). В
корковом слое почки к концу перфузии наблюда-
ется полное разрушение структуры 60% нефро-
нов. Для сохраненных нефронов отмечено увели-
чение площади капсулы Боумена и площади ее
просвета (рис. 2а). В извитых канальцах наблюда-
ется дистрофия эпителия и расширение каналь-
цев, особенно дистальных (рис. 2б). Просвет ка-
нальцев заполнен гомогенными массами и кле-
точным мусором. При использовании раствора
«Кустодиола» (группа 2) отмечено снижение по-
вреждения нефронов по сравнению с группой 1
(рис. 1в): уменьшение площади капсулы Боумена
и площади ее просвета в 1.3 раза (рис. 2а); умень-
шение очагов дистрофии и десквамация эпителия
в извитых канальцах (рис. 1в). Морфометрия со-
храненных извитых канальцев в группе 1 и 2 до-
стоверно не отличается (рис. 2б). В условиях ис-
пользования Prx6 морфология нефронов сходна с
группой 2 (рис. 1г), однако в морфометрическом
аспекте отмечается уменьшение площади капсу-
лы Боумена и площади ее просвета в 1.2 и 1.7 раза;
для дистальных каналов – уменьшение внутрен-
него диаметра в 1.3 раза (рис. 2). 

Функциональные показатели донорской почки.
Введение Prx6 в перфузионный раствор приводит
к улучшению функциональных показателей до-
норской почки по сравнению с другими группами
к концу перфузии. На фоне снижения в полтора
раза скорости перфузии в четыре раза возрастают
скорость клубочковой фильтрации, скорость вы-
деления мочи и количество мочевины в моче.
При консервации в растворе «Кустодиола» и
DMEM показатели не отличаются. При исполь-
зовании DMEM не отмечено потребления глюко-
зы изолированной почкой (рис. 3). 

Уровень МДА в тканях почек. Оценка уровня
перекисного окисления липидов в ренальной
ткани показала, что после шестичасовой консер-
вации изолированной почки в растворе DMEM
(группа 1) и последующей перфузии изолирован-
ной почки наблюдается двадцатикратный рост
уровня МДА относительно контроля. Использо-
вание для консервации почки раствора «Кусто-
диола» снижает уровень МДА в семь раз относи-
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тельно показателей в группе 1. Комбинирование
рекомбинантного Prx6 с раствором «Кустодиола»
снижает уровень МДА более чем в 15 раз относи-
тельно показателей в группе 1, что указывает на
мощное антиоксидантное действие экзогенного
Prx6 (рис. 4).

Экспрессия KИM-1. Оценка уровня мРНК ге-
на KИM-1 показала, что после шестичасовой
консервации изолированной почки в растворе
DMEM (группа 1) и последующей перфузии изо-
лированной почки наблюдается рост экспрессии
этого гена в 2.5 раза. При этом консервация изо-
лированной почки в растворе «Кустодиола» или
комбинирование рекомбинантного Prx6 с раство-
ром «Кустодиола» достоверно снижают экспрес-
сию гена KИM-1 до значений контрольной почки
(рис. 5). Иммуноблотинг почечной ткани показал
примерно двенадцатикратный рост уровня белка
KИM-1 после шестичасовой консервации изоли-
рованной почки в растворе DMEM. При этом
консервация изолированной почки в растворе
«Кустодиола» или комбинирование рекомби-
нантного Prx6 с раствором «Кустодиола» приво-

дила к значимому снижению уровня белка
KИM-1 (рис. 6), как и в случае с мРНК. 

ОБСУЖДЕНИЕ
Одна из важных задач трансплантологии – до-

нести почечный аллограф от донора к реципиен-
ту с минимальными повреждениями. Для реше-
ния этой задачи обычно используют консерваци-
онные растворы Celsior, раствор Висконсинского
университета (UW) или «Кустодиол», которые
должны обеспечивать защиту трансплантата от
отека, служить буфером для поддержания балан-
са pН, нести энергетические субстраты для жиз-
недеятельности клеток, а также обеспечивать за-
щиту от И-Р-поражения. Однако повреждение,
опосредованное консервацией, является основ-
ным фактором, способствующим ранней дис-
функции трансплантата. Исследователи называ-
ют И-Р-повреждение основной причиной ранней
дисфункции трансплантата [1–4]. 

В данной работе мощный фермент-антиокси-
дант Prx6 был использован для предотвращения

Рис 1. Ткань изолированной почки после шестичасовой консервации и последующей перфузии: (а) – контроль; (б) –
для консервации использовали среду DMEM; (в) – для консервации использовали раствор «Кустодиола»; (г) – для
консервации использовали раствор «Кустодиола» и Prx6 (0.2 мг/мл) на начальном этапе перфузии.
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Рис 2. (а) – Морфометрические показатели капсулы Боумена; (б) – морфометрические показатели извитых канальцев
почки после шестичасовой консервации и последующей перфузии. Контроль – почки здоровых животных; DMEM –
для консервации использовали среду DMEM; Кустодиол – для консервации использовали раствор «Кустодиола»;
Кустодиол + Prx6 – для консервации использовали раствор «Кустодиола» и Prx6 (0.2 мг/мл) на начальном этапе
перфузии; * – p < 0.05 относительно контроля, # – p < 0.05 относительно раствора «Кустодиола».
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Рис. 3. Показатели функционирования почки после шестичасовой консервации и последующей перфузии. Контроль –
почки здоровых животных; DMEM – для консервации использовали среду DMEM; Кустодиол – для консервации
использовали раствор «Кустодиола»; Кустодиол + Prx6 – для консервации использовали раствор «Кустодиола» и Prx6
(0.2 мг/мл) на начальном этапе перфузии; * – p < 0.05 относительно DMEM. 

свободнорадикального повреждения почечного
трансплантата при И-Р. Ранее было показано, что
экзогенный Prx6 эффективен в повышении анти-
оксидантного статуса в тканях при свободноради-
кальных патологиях [11–15]. Использование Prx6
для защиты изолированных органов от реперфу-
зионного поражения – новое направление. Экс-
периментальные исследования показали, что
Prx6 эффективен в предупреждении реперфузи-
онных поражений изолированного сердца и его
сохранении при трансплантации [16]; показана
эффективность Prx6 на коротких сроках тепловой
ишемии при перфузии изолированной почки
синтетическими средами [12]. 

В настоящей работе мы сравнивали состояние
изолированной почки при ее перфузии после хо-
лодовой шестичасовой консервации в различных
растворах. Использовали питательную среду

DMEM, которая не предназначена для целей
консервации, стандартный консервационный
раствор «Кустодиола», который продлевает
устойчивость органов к гипоксии, и стандартный
консервационный раствор «Кустодиола» в ком-
бинации с антиоксидантным белком-ферментом
Prx6.

Реперфузионное поражение было максималь-
ным после использования в качестве консерваци-
онного раствора среды DMEM. Это полное раз-
рушение структуры 60% нефронов на фоне гло-
бального окислительного стресса, на что
указывал двадцатикратный рост уровня МДА.
Напротив, использование раствора «Кустодиола»
существенно снижало уровень МДА, поражение
нефронов и в итоге уменьшало выраженность ре-
перфузионного поражения почечной паренхимы
на этом фоне.
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С другой стороны, после использования
DMEM и раствора «Кустодиола» функциональ-
ные и морфометрические показатели изолиро-
ванной почки не отличались. При использовании
DMEM такая ситуация может быть отражением
активного компенсаторно-приспособительного
процесса только для сохранившихся структур
нефронов. В пользу поражения тубулярных

структур нефронов указывает отсутствие потреб-
ления глюкозы почкой, увеличение как уровня
белка KИM-1 в ренальной ткани, так и уровня
экспрессии гена этого белка. Белок KИM-1 явля-
ется чувствительным маркером почечного повре-
ждения, а уровень его экспрессии возрастает
именно в проксимальном тубулярном эпителии
при поражении. По-видимому, индукция синтеза

Рис. 4. Уровень МДА в тканях почек после шестичасо-
вой консервации и последующей перфузии. Контроль –
почки здоровых животных; DMEM – для консервации
использовали среду DMEM; Кустодиол – для кон-
сервации использовали раствор «Кустодиола»; Кусто-
диол + Prx6 – для консервации использовали раствор
«Кустодиола» и Prx6 (0.2 мг/мл) на начальном этапе
перфузии; * – p < 0.01 относительно контроля, # – p <
< 0.05 относительно DMEM, & – p < 0.05 относительно
DMEM и «Кустодиола».

Рис. 5. Изменение уровня мРНК гена KИМ-1 в тканях
почек после шестичасовой консервации и последую-
щей перфузии. Контроль – почки здоровых животных;
DMEM – для консервации использовали среду
DMEM; Кустодиол – для консервации использовали
раствор «Кустодиола»; Кустодиол + Prx6 – для консер-
вации использовали раствор «Кустодиола» и Prx6
(0.2 мг/мл) на начальном этапе перфузии; * – p < 0.05
относительно контроля, # – p < 0.05 относительно
DMEM.

Рис. 6. Иммуноблоттинг почечных тканей на белок KИM-1 после шестичасовой консервации и последущей перфузии.
Контроль – почки здоровых животных; DMEM – для консервации использовали среду DMEM; Кустодиол – для консер-
вации использовали раствор «Кустодиола»; Кустодиол + Prx6 – для консервации использовали раствор «Кустодиола» и
Prx6 (0.2 мг/мл) на начальном этапе перфузии; * – p < 0.01 относительно контроля, # – p < 0.05 относительно DMEM, & –
p < 0.05 относительно DMEM и «Кустодиола».
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KИM-1 является адаптивным ответом на повре-
ждение почечных канальцев [22, 23].

Значительно большее улучшение состояния
изолированной почки было отмечено при ее кон-
сервации в растворе «Кустодиола» в комбинации
с антиоксидантным белком-ферментом Prx6, ко-
торый использовали на начальном этапе перфу-
зии. На это указывает уменьшение очагов пора-
жения структур нефрона, что приводит к росту
функциональных показателей изолированной
почки. Рост показателей скорости перфузии, ско-
рости клубочковой фильтрации и количества мо-
чевины в моче указывает на улучшение процессов
фильтрации, секреции и реабсорбции ультра-
фильтрата при использовании Prx6. Рост количе-
ства мочевины в моче напрямую указывает на на-
личие процессов транспорта этого метаболита че-
рез функциональные проксимальные и тонкие
канальцы. Сохранение морфологии и функцио-
нальности тубулярных структур подтверждается
снижением уровня экспрессии генов для маркера
повреждения почек KИM-1 и падением уровня
самого белка KИM-1 в ренальной ткани. Защит-
ный эффект Prx6 объясняется прежде всего его
мощными антиоксидантными свойствами – тор-
можение развития окислительного стресса в на-
чальный период перфузии, на что указывает зна-
чительное снижение уровня продуктов перекис-
ного окисления липидов в паренхиме
изолированной почки при его применении.
Именно с началом реперфузии наблюдается раз-
витие окислительного стресса, что приводит к
максимальному поражению ткани, в связи с этим
принципиально использование антиоксидантов
на данном этапе [24].

С антиоксидантными свойствами Prx6 прежде
всего связывают его пероксидазную активность,
которая позволяет нейтрализовать гиперпродук-
цию активных форм кислорода, образующихся
при И-Р-поражении органов [9, 11, 14]. Тем не
менее, Prx6 – полифункциональный белок, кото-
рый не только является антиоксидантом, но и
участвует во многих процессах в клетке [7, 8, 10].
В связи с этим можно предположить, что реализа-
ция Prx6 своих протекторных функций для повы-
шения устойчивости донорской почки к И-Р-по-
ражению связана не только с его антиоксидант-
ными свойствами. 
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 Peroxiredoxin 6 Prevents Reperfusion Injury to Isolated Rat Kidney
 A.E. Gordeeva, M.G. Sharapov, R.G. Goncharov, and V.I. Novoselov

Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Ischemia-reperfusion injury causes reduction in viability of donor organs following long-term conservation.
In the present study, peroxiredoxin 6 as an antioxidant enzyme was used to increase resistance of a donor kid-
ney to IR injury. To find out the efficiency of peroxiredoxin 6 application, morphological and functional ev-
idence of the isolated kidney, the expression level of kidney injury molecule-1 (KIM-1) as a marker of kidney
damage and malonic dialdehyde level in the tissue were evaluated. It was shown that cold storage of the kidney
in DMEM solution, that was not customized, resulted in organ death during perfusion. In contrast, the use
of Custodiol solution allowed the kidney to survive the episode of prolonged ischemia and perfusion.  The
combination of peroxiredoxin 6 with Custodiol solution led to better outcome over perfusion. Along with de-
creased damage to nephron structures, a 2.3-fold reduction of the malonic dialdehyde level was registered,
this finding suggests neutralization of reactive oxygen species hyperproduction. The urinary flow rate, glo-
merular filtration rate and the amount of urea in the urine increase fourfold, thereby indicating that tubular
structures are preserved, as confirmed by a 1.5-fold decrease in the level of KIM-1. Thus, the use of perox-
iredoxin 6, the exogenous antioxidant protein, during perfusion increases resistance of the donor kidney to
ischemia-reperfusion injury after prolonged cold storage in Custodiol solution.

Keywords: isolated kidney, peroxiredoxins, perfusion
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На основе современных знаний о влиянии никотинамида на метаболические процессы проведена
оценка потенциальных механизмов реализации его нейропротекторного действия в условиях
острой летальной кратковременной гипоксии. На фоне развития воспалительной реакции при
травме или ишемии головного мозга обращено внимание на роль митохондриальной дисфункции
и эксайтотоксичности с последующей дегенерацией аксонов и апоптозом нейроцитов и нейроглии.
Снижение в клетках уровня АТФ при воздействии гипоксии отражается на генерации митохондри-
ального мембранного потенциала, способствует повышению мембранной проницаемости, выходу
из митохондрий НАД, поступлению натрия в клетку и развитию внутриклеточного отека. Актива-
ция поли(АДФ-рибоза)-полимеразы 1, индуцируемая повреждениями ДНК при реоксигенации,
снижает в клетке уровень НАД как субстрата ее реакции и тем самым вызывает дисфункцию дыха-
тельного митохондриального комплекса. В больших дозах никотинамид обладает нейропротектор-
ными свойствами при травматических повреждениях головного мозга, ишемии и инсульте, а также
при нейродегенеративных заболеваниях – болезнях Альцгеймера, Паркинсона и Хантингтона.
Принято считать, что нейропротекторное действие никотинамида, во-первых, связано с тем, что
он, являясь субстратом для синтеза никотинамидмононуклеотида и далее НАД+, может поддержи-
вать и предотвращать его снижение в условиях острой гипоксии. Во-вторых, никотинамид, являясь
блокатором поли(АДФ-рибоза)-полимеразы 1, тем самым также может обеспечивать необходимый
уровень НАД+ в клетке, снижая его реализацию в реакциях с данной полимеразой. В-третьих, ни-
котинамид, будучи субстратом для синтеза НАД+, поддерживает НАД+/НАДН-комплекс, важный
для функционирования антиоксидантной системы дыхательной митохондриальной цепи в услови-
ях острой гипоксии. Высказывается сомнение, что отмеченные механизмы достаточны для реализа-
ции действия никотинамида по той причине, что не выявлено снижения уровня НАД в митохон-
дриях в условиях кратковременной летальной гипоксии во время гибели животных в течение ее
воздействия. Рассмотрен вариант реализации действия никотинамида через ГАМК/бензодиазепи-
новые рецепторы, вызывающие торможение активации глутаматных рецепторов нейроцитов при
острой гипоксии. При воздействии гипоксии происходит избыточная гиперактивация глутаматных
рецепторов и развитие острой клеточной гипоксии, влекущей за собой гибель клеток от перевоз-
буждения (эксайтотоксичности). Никотинамид снижает гибель нейроцитов от эксайтотоксично-
сти, воздействуя на бензодиазепиновые рецепторы. Таким путем ГАМК-агонисты препятствуют
реализации действия глутамата при реализации эксайтотоксичности. 

Ключевые слова: никотинамид, НАД, поли(АДФ-рибоза)-полимераза 1, ГАМК-агонисты, острая гипо-
ксия головного мозга, нейропротекторы.
DOI: 10.31857/S0006302922040184,  EDN: IUZABU

Никотинамид и никотиновая кислота отно-
сятся к группе витаминов В, важных для функци-

онирования центральной и периферической
нервной системы [1]. В больших дозах никотина-
мид обладает нейропротекторными свойствами
при травматических повреждениях головного
мозга, ишемии и инсульте, а также при нейроде-

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, PARP-1 –
поли(АДФ-рибоза)-полимераза 1.
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генеративных заболеваниях: болезни Альцгейме-
ра, Паркинсона и Хантингтона [2]. Как витамин
В3, он применяется в дозе 20 мг, в лечебных
целях – в больших дозах (0.5–5.0 г) [3]. Предло-
жены возможные косвенные пути реализации
действия никотинамида, снижающие проявле-
ния вторичного каскада эффектов тканевого по-
вреждения головного мозга (воспаление, генера-
ция свободных радикалов, гибель нейроцитов от
эксайтотоксичности и другие) [4]. Тем не менее,
при многовекторности эффекта никотинамида в
организме нет полной ясности по механизму его
нейропротекторных свойств с учетом конкрет-
ных сценариев патологии и его фармакодинами-
ки по тем или иным проявлениям фармакологи-
ческого действия препарата. Представленный
краткий обзор посвящен анализу возможных по-
тенциальных механизмов реализации нейропро-
текторных свойств никотинамида в условиях
острой кратковременной летальной гипоксии.

ЧЕРТЫ ПАТОФИЗИОЛОГИИ ОСТРОЙ 
ГИПОКСИИ ГОЛОВНОГО МОЗГА

Общая картина повреждения острой гипокси-
ей ткани головного мозга отличается ролью мито-
хондриальной дисфункции, перевозбуждением
нейроцитов (эксайтотоксичностью), генерацией
восстановительного и окислительного стресса с
последующим развитием воспалительной реак-
ции, дегенерации аксонов и гибелью клеток [5–
7]. Характерной чертой головного мозга является
его высокое энергопотребление, превышающее в
десятки раз энергопотребление других тканей.
При отсутствии поступления кислорода в мозг
человек теряет сознание в течение 15–45 с [5, 8].
По этой же причине может наступить смерть ор-
ганизма при различных заболеваниях вследствие
энергетической остановки функционирования
головного мозга. 

Первый основной признак проявления острой
тканевой гипоксии – резкое снижение в клетках
уровня АТФ, последующее снижение активности
K/Na-АТФазы в ближайшие несколько минут,
нарушение мембранного ионного градиента с из-
быточным поступлением в клетку натрия и выхо-
дом из нее ионов калия и глутамата. Повышение
мембранной проницаемости отражается на гене-
рации митохондриального мембранного потен-
циала, способствует выходу из митохондрий
НАД+ и калия, и, как итог, избыточному поступ-
лению в клетку и митохондрии кальция. Данные
процессы сопровождаются ускорением потока
электронов, ростом свободно-радикальной ак-
тивности и развитием цитотоксического отека [5,
9, 10]. 

Недостаток кислорода приводит к затруднени-
ям рециклизации в цикле Кребса в паре

НАДН/НАД+, без чего невозможна генерация
АТФ. В митохондриях увеличивается уровень
восстановленного НАДН и других восстанови-
тельных эквивалентов с развитием восстанови-
тельного стресса. Адаптивные процессы, поддер-
живающие перенос электронов через комплекс II
дыхательной цепи путем использования кетоглу-
таратдегидрогеназного комплекса с участием
сукцинил-СоА, могут обеспечивать окислитель-
ное фосфорилирование при умеренной степени
гипоксии [11–13]. Снижение окисления сульфи-
дов, участвующих в переносе электронов в дыха-
тельной цепи, приводит к аккумуляции сульфи-
дов. Избыток сульфидов при пролонгации гипо-
ксического состояния способствует активации
продукции NO и активных форм кислорода
(АФК), которые вместе с сульфидами вызывают
расщепление окислительного фосфорилирова-
ния и подавление клеточного дыхания [14]. Окис-
лительный стресс в процессе реоксигенации сни-
жает уровень основного в клетке антиоксиданта
восстановленного глутатиона и подавляет анти-
оксидантную систему митохондрий с последую-
щей гипероксидацией НАД+ и снижением ее со-
держания в ткани [15]. 

Образующиеся перекисные продукты вызыва-
ют в том числе повреждения ДНК. Деградация в
клетках ДНК приводит к активации ее репарации
посредством поли-АДФ-рибозилирования, что
влечет за собой снижение уровня НАД+ в клетке
как субстрата данной реакции и увеличение в
итоге содержания никотинамида как продукта
распада НАД+. Накопление в клетке никотина-
мида по механизму обратной связи может пре-
пятствовать течению реакции [8, 16–19]. Другой
механизм активации поли(АДФ-рибоза)-поли-
меразы 1 (PARP-1) осуществляется в организме
через инозитол(1,4,5)-трифосфат/кальциевый
путь альфа1-адреноагонистов прежде всего под
действием эндогенного норадреналина [20]. Та-
ким образом, проявление стресса при острой ги-
поксии головного мозга провоцирует процессы
поли-АДФ-рибозилирования.

НАДН и НАДФН являются ключевыми регу-
ляторами окислительно-восстановительных ре-
акций и состояния антиоксидантной системы
тканей. Поэтому снижение уровня НАД+ в мито-
хондриях приводит к дисбалансу в антиоксидант-
ной системе с последующим ростом в них про-
дукции АФК и деполяризации мембран, что за-
вершается апоптозом или некрозом клеток.
Снижение содержания НАД+ в цитозоле отража-
ется на активности семейства сиртуина, важного
для предотвращения эксайтотоксичности [21].

PARP-1 помимо большой роли в репарации
ДНК является кофактором в активации ядерного
фактора NF-kB и связанного с ним семейства
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провоспалительных цитокинов, т.е. усиливает
воспалительные процессы при ишемии
головного мозга и способствует дегенеративным
процессам при его инсульте [22]. Активация
PARP-1 в ответ на поломки ДНК влечет за собой
подавление митохондриальной функции, сниже-
ние содержания глутатиона и АТФ на фоне уси-
ления окислительного стресса. Активность PARP
в организме ограничивается поли(АДФ-рибоза)-
гликогидролазой, участвующей в ее метаболизме,
при подавлении которой в поврежденных клетках
процессы апоптоза усиливаются [20].

Как неотложная адаптивная реакция на сни-
жение в клетке АТФ и рост АФК при гипоксии
[23], предшествующая вовлечению HIF-1α, ядер-
ного фактора, запускающего геномную регуля-
цию данного процесса [24], происходит актива-
ция 5'-АМФ-активируемой протеинкиназы, ко-
торая подавляет анаболизм, снижая потребность
в АТФ, и усиливает катаболизм в клетке за счет
стимуляции бета-окисления жирных кислот че-
рез усиление митохондриального дыхания и био-
генеза, поставляя в клетку необходимую АТФ
[25]. Одновременно 5'-АМФ-активируемая про-
теинкиназа, повышая в клетке отношение
НАД+/НАДН, активирует через сиртуин-1 PGC-
1α-индуцируемый антиоксидантный ответ на
рост АФК при гипоксии [26, 27]. Сиртуин-1 пре-
вращает НАД в никотинамид, который по меха-
низму обратной связи подавляет активность сир-
туинов и усиливает синтез НАД [28].

ПОТЕНЦИАЛЬНЫЕ МЕХАНИЗМЫ 
НЕЙРОПРОТЕКТОРНОГО 

И ТЕРАПЕВТИЧЕСКОГО ЭФФЕКТА 
ЭКЗОГЕННОГО НИКОТИНАМИДА 

ПРИ ОСТРОЙ ГИПОКСИИ 
ГОЛОВНОГО МОЗГА

Нейропротекторный эффект никотинамида
на модели инсульта головного мозга был обнару-
жен на рубеже конца 1990-х и начала 2000-х годов
в ряде лабораторий мира независимо друг от дру-
га [29–36]. М.Р. Хоане с соавторами [37–40] вы-
явили и изучили временные параметры терапев-
тического действия никотинамида при инсульте,
в том числе при его повторном применении. По-
добным нейропротекторным и терапевтическим
действием обладает никотинамидмононуклеотид
[41–43]. 

Механизм нейропротекторного действия ни-
котинамида по настоящее время недостаточно
ясен. Принято считать, что его нейропротектор-
ное действие, во-первых, связано с тем, что, явля-
ясь субстратом для синтеза никотинамидмоно-
нуклеотида и далее НАД+, никотинамид может
регулировать его уровень в клетке, поддерживая и
предотвращая его снижение в гипоксических

условиях. Во-вторых, никотинамид, являясь бло-
катором PARP-1, тем самым также может обеспе-
чивать необходимый уровень НАД+ в клетке,
снижая его реализацию в реакциях с PARP. В-тре-
тьих, никотинамид, являясь субстратом для син-
теза НАД+, важен для функционирования дыха-
тельной митохондриальной цепи в условиях
острой гипоксии [43]. Никотинамид через НАД+

может подавлять генерацию АФК путем актива-
ции антиоксидантной системы через ядерный
эритроидный фактор 2, отвечающий за экс-
прессию антиоксидантных генов. Ядерный
эритроидный фактор 2 ограничивает по механиз-
му обратной связи окислительный стресс, вызы-
вая детоксикацию супероксида. Одновременно
этот фактор регулирует интенсивность воспали-
тельного процесса через блокаду NF-kB-пути и
продукции провоспалительных цитокинов. Уста-
новлено, что НАД+ увеличивает в клетках уро-
вень глутатиона через активацию регулятора ан-
тиоксидантной системы ядерного эритроидного
фактора 2 [44]. Это достигается также при стиму-
ляции сиртуинов, прежде всего, сиртуина-1, ко-
торый предотвращает митохондриальную депо-
ляризацию и фрагментацию, а также последую-
щую каспазную активацию. Подавление
апоптоза никотинамид может также осуществ-
лять через mTOR-путь. Никотинамид снижает
митохондриальный стресс через активацию
5'-АМФ-активируемой протеинкиназы и тем же
путем стимулирует биогенез митохондрий [43,
44]. Посредством данных механизмов путем сти-
муляции антиоксидантной системы клеток за
счет снижения генерации АФК никотинамид
поддерживает функционирование митохондрий
[43, 45–47]. В данном случае влияние никотина-
мида на антиоксидантную систему также осу-
ществляется через НАД+. 

Тем не менее, есть ряд фактов, требующих
разъяснения при устоявшейся логике обоснова-
ния механизма действия никотинамида. Во-пер-
вых, никотинамид способен увеличивать содер-
жание НАД+ в цитозоле клетки, но не в митохон-
дриях. Во-вторых, при кратковременной острой
гипоксии уровень НАД не снижается в клетке, и
далее только при последующей реоксигенации на
фоне активации PARP-1, необходимой для репа-
рации поврежденной ДНК, имеет место неизбеж-
ное его снижение, когда экзогенный никотина-
мид может реализовать свое действие по блоки-
ровке PARP-1 или синтезу НАД+ [8]. Поэтому
неясно, по какому механизму никотинамид мо-
жет снижать смертность животных в течение воз-
действия кратковременной острой гипоксии, ко-
гда имеет место проявление восстановительного
стресса и сохранение уровня НАД в клетке и еще
не успевают в полной мере проявиться отмечен-
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ные выше патофизиологические сдвиги при
реоксигенации, на которые мог влиять никотина-
мид через поддержку функции НАД [48].

Можно рассмотреть другой вариант реализации
прямого действия никотинамида через ГАМК/бен-
зодиазепиновые рецепторы, стимуляция которых
приводит к подавлению гиперактивации глутамат-
ных рецепторов нейроцитов, наблюдаемой при
острой гипоксии, со снижением эксайтотоксично-
сти и гибели клеток. Данное явление, специфиче-
ское для нервной ткани, обусловлено чрезмерным
высвобождением нейротрансмиттера глутамата из
нейроцитов и нейроглии в гипоксических условиях
с последующей гиперактивацией глутаматных ре-
цепторов, что усиливает вхождение в нейроциты
ионов кальция с чрезмерным усилением всех свя-
занных с кальцием процессов в клетке, включая
каскад дегенеративных ферментов и клеточную
аноксию, приводящих к гибели нейроцитов через
развитие апоптоза или некроза [49, 50]. При острой
гипоксии происходит также нарушение функцио-
нирования тормозной ГАМК-ергической системы,
что препятствует сохранению баланса возбужде-
ние/торможение в головном мозге и провоцирует
проявление эксайтотоксичности [51, 52]. Гибель жи-
вотных при воздействии острой гипоксии сопро-
вождается проявлением клонико-тонических судо-
рог, которые cвязаны с гиперактивацией CA3 пира-
мидальных нейронов в области гиппокампа [52, 53].
Никотинамид, действуя через бензодиазепиновые
рецепторы, тормозит перевозбуждение нейронов,
что влечет снижение гибели клеток от эксайтоток-
сичности [54–56]. ГАМК-агонисты, препятствуя
чрезмерной активации глутаматных рецепторов и
развитию эксайтотоксичности, таким путем осу-
ществляют часть своих нейропротекторных свойств
[57]. На второй фазе развития последствий воздей-
ствия острой гипоксии никотинамид препятствует
снижению НАД в клетке.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

На основе современных знаний о влиянии ни-
котинамида на метаболические процессы проведе-
на оценка возможных потенциальных механизмов
реализации его нейропротекторного действия в
условиях острой летальной кратковременной ги-
поксии. Рассмотрены патофизиологические зако-
номерности развития острой гипоксии головного
мозга. На фоне развития воспалительной реакции
при травме или ишемии головного мозга обращено
внимание на роль в патогенезе окислительного
стресса, митохондриальной дисфункции, эксайто-
токсичности с последующей дегенерацией аксонов
и апоптозом нейроцитов и нейроглии. Основным
признаком проявления тканевой гипоксии являет-
ся снижение в клетках уровня АТФ, что отражается
на генерации митохондриального мембранного
потенциала, способствует повышению мембран-

ной проницаемости, выходу из митохондрий
НАД+, поступлению натрия в клетку и развитию
внутриклеточного отека. Особое значение в пато-
физиологии острой гипоксии головного мозга
имеют процессы, связанные с развитием восстано-
вительного стресса и активацией поли-АДФ-рибо-
зилирования при реоксигенации ткани. PARP-1,
снижая уровень НАД в клетке, вызывает дисфунк-
цию дыхательного митохондриального комплекса;
являясь кофактором в активации ядерного факто-
ра NF-kB усиливает воспалительные процессы при
ишемии головного мозга и способствует дегенера-
тивным процессам при инсульте. В больших дозах
никотинамид обладает нейропротекторными
свойствами при травматических повреждениях го-
ловного мозга, ишемии и инсульте, а также при
нейродегенеративных заболеваниях: болезни
Альцгеймера, Паркинсона и Хантингтона. Отме-
чены первые пионерские работы по открытию
нейропротекторных свойств никотинамида. При-
нято считать, что нейропротекторное действие ни-
котинамида, во-первых, связано с тем, что, явля-
ясь субстратом для синтеза никотинамидмононук-
леотида и далее НАД+, может регулировать его
уровень в клетке, поддерживая и предотвращая его
снижение в гипоксических условиях. Во-вторых,
никотинамид, являясь блокатором PARP-1, тем са-
мым может также обеспечивать необходимый уро-
вень НАД+ в клетке, снижая его реализацию в ре-
акциях с PARP. В-третьих, никотинамид, являясь
субстратом для синтеза НАД+, важен для функци-
онирования антиоксидантной системы в дыха-
тельной митохондриальной цепи в условиях
острой гипоксии. Все отмеченные потенциальные
механизмы нейропротекторного действия никоти-
намида связаны с функционированием НАД, уро-
вень которого не снижается во время развития вос-
становительного стресса в условиях кратковремен-
ной летальной гипоксии. Это ставит под
определенное сомнение роль отмеченных выше
механизмов в реализации эффекта никотинамида.
Рассмотрен вариант реализации действия никоти-
намида через ГАМК/бензодиазепиновые рецепто-
ры, вызывающие блокировку активации глутамат-
ных рецепторов нейроцитов при острой гипоксии
путем стабилизации плазматического мембранно-
го потенциала, что влечет снижение гибели нейро-
цитов от эксайтотоксичности. Данное явление
обусловлено чрезмерным высвобождением глута-
мата при гипоксии и гиперактивацией под его воз-
действием тканевого дыхания нейроцитов с разви-
тием острой клеточной гипокситензии, влекущей
за собой гибель клетки. Это происходит на фоне
снижения эффективности тормозной ГАМК-ер-
гической системы головного мозга, отмечаемой
при его ишемии различного генеза. Гибель живот-
ных происходит при развитии клонико-тониче-
ских судорог, провоцируемых гиперактивностью
пирамидальних нейроцитов гиппокампа, где рас-
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положены ГАМК-ергические рецепторы, на фоне
проявления эксайтотоксичности под воздействи-
ем острой гипоксии. ГАМК-агонисты препятству-
ют чрезмерной активации глутаматных рецепторов
и развитию эксайтотоксичности, таким образом
осуществляя свои нейропротекторные свойства.
На второй фазе развития последствий воздействия
острой гипоксии никотинамид препятствует сни-
жению НАД в клетке.
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 Analysis of Exogenous Nicotinamide Effects on Bioenergy Processes 
in Brain during Acute Hypoxia Exposure
 M.V. Vasin*, L.A. Ilyin**, and I.B. Ushakov**

*Russian Medical Academy of Continuous Professional Education, Ministry of Health of the Russian Federation, 
ul. Barrikadnaya 2/1, Moscow, 123995 Russia

**State Research Center – Burnazyan Federal Medical Biophysical Center, Federal Medical Biological Agency of the Russian 
Federation, ul. Zhivopisnaya 46, Moscow, 123182 Russia

Based on modern knowledge about the effects of nicotinamide on metabolic processes, the current study
evaluated the potential mechanisms underlying its neuroprotective effect during short-term lethal acute hy-
poxia. When the inflammatory responses occurred in relation to trauma or cerebral ischemia, the study fo-
cused on the role of mitochondrial dysfunction and excitotoxicity followed by degeneration of axons and
apoptosis of neurocytes and neuroglia. A decrease in ATP level in cells when exposed to hypoxia affects the
generation of mitochondrial membrane potential, contributes to increased membrane permeability, promot-
ing the exit of NAD from mitochondria, the entry of sodium ions into the cell and the development of intra-
cellular edema. Activation of poly(ADP-ribose) polymerase 1, induced by DNA damage during reoxygen-
ation, reduces the level of NAD in the cell as a substrate of its reaction thereby causing dysfunction of the re-
spiratory mitochondrial complex. In large doses, nicotinamide has neuroprotective properties in traumatic
brain injuries, ischemia and stroke, as well as in neurodegenerative diseases such as Alzheimer's, Parkinson's
and Huntington's diseases. It is commonly believed that the neuroprotective effect of nicotinamide is firstly
due to the fact that, nicotinamide as a substrate for the synthesis of nicotinamide mononucleotide followed
by its amidation to NAD+ can maintain and prevent its decrease during acute hypoxia. Secondly, nicotin-
amide as an inhibitor of poly(ADP-ribose) polymerase 1can also provide the necessary level of NAD+ in the
cell, reducing its implementation in reactions with this polymerase. Thirdly, nicotinamide as a substrate for
the synthesis of NAD+ supports the NAD+/NADH complex, which is important for the functioning of the
antioxidant respiratory system. It is doubtful whether the said mechanisms are sufficient for the implemen-
tation of the action of nicotinamide, by reason of the fact that no decrease in the level of NAD in mitochon-
dria was observed in animals which were found dead in the course of exposure to short-term lethal hypoxia.
A mechanism of action for nicotinamide was also explored via GABA/benzodiazepine receptors that cause
inhibition of activation of glutamate receptors of neurocytes in acute hypoxia. Under these conditions, with
excessive release of glutamate and subsequent hyperactivation of glutamate receptors, there is the develop-
ment of acute cell hypoxia, which entails cell death from excitation (excitotoxicity). Nicotinamide reduces
neurocyte death from excitotoxicity by affecting benzodiazepine receptors. In this way, GABA agonists inhib-
it the effect of glutamate on excitotoxicity. 

Keywords: nicotinamide, NAD, poly(ADP-ribose) polymerase 1, GABA-agonists, acute brain hypoxia, neuropro-
tectors
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ПРОТИВООПУХОЛЕВАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ СОЧЕТАННОГО 
ПРИМЕНЕНИЯ ПОЛИАКРИЛАТА ЗОЛОТА (АУРУМАКРИЛ) 
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Изучена способность потенциального противоопухолевого препарата «Аурумакрил» (полиакрилат
золота) к повышению чувствительности опухоли (меланома В-16/F10) мышей к радиационному те-
рапевтическому воздействию. Установлено, что применение аурумакрила приводит к небольшому,
но достоверному повышению ростингибирующего эффекта облучения – с 81 до 90% торможения
роста опухоли по сравнению с контролем, регистрируемому через 32 сут после воздействия. Пока-
зано, что удельная скорость роста опухолей в результате проведенной комплексной терапии замед-
ляется в 2.5 раза по сравнению с контролем, а при воздействии только облучения – в 1.9 раза. Ком-
плексная терапия и облучение вызывают практически одинаковое увеличение продолжительности
жизни мышей – соответственно на 42 и 46% по сравнению с контролем.
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Одним из путей повышения эффективности
лучевой терапии злокачественных опухолей яв-
ляется использование различного рода соедине-
ний, обладающих способностью выступать в ка-
честве радиосенсибилизаторов. 

В последние десятилетия фиксируется возрас-
тающий интерес к возможностям применения
для биомедицинских целей наночастиц неорга-
нических материалов с высоким Z-числом (атом-
ным номером), обладающих рядом уникальных
химических, физических и биологических
свойств, которые определяются их размерами,
формой, особыми поверхностными свойствами.
Наибольшее внимание исследователей привлека-
ют наночастицы золота благодаря простоте их по-
лучения и высокой биосовместимости [1].

Исследования последних лет показали обос-
нованность экспериментального изучения воз-
можности применения металлических наноча-
стиц, в том числе наночастиц золота, в качестве
радиосенсибилизирующих агентов для повыше-
ния эффективности лучевой терапии опухолей.
Интерес к использованию для этих целей наноча-
стиц золота обусловлен их высокой способно-
стью к поглощению энергии рентгеновского из-
лучения и тем самым к усилению действия излу-
чения, что приводит к дополнительной гибели
клеток по механизму термоаблации.

Мультидисциплинарными эксперименталь-
ными исследованиями установлено, что приме-
нение наночастиц золота способно существенно
повышать эффективность лучевой терапии ряда
опухолей животных, при этом степень противо-
опухолевого эффекта определяется как физико-Сокращение: в/б – внутрибрюшинное введение. 

УДК 577.3

БИОФИЗИКА CЛОЖНЫX CИCТЕМ



БИОФИЗИКА  том 67  № 4  2022

ПРОТИВООПУХОЛЕВАЯ ЭФФЕКТИВНОСТЬ СОЧЕТАННОГО ПРИМЕНЕНИЯ 799

химическими свойствами используемых наноча-
стиц (размер, способность к агломерации), так и
такими факторами, как тип опухоли и характер
облучения [1–3]. 

Важным условием достижения хорошего ра-
диосенсибилизирующего эффекта любого радио-
сенсибилизатора, в том числе наночастиц золота,
является создание в опухоли достаточной кон-
центрации действующего вещества. Решение
этой задачи с помощью экзогенного введения в
организм металлических наночастиц осложняет-
ся тем, что циркулирующие в крови наночастицы
могут быстро захватываться гепатоцитами при
прохождении через печень и выводиться из орга-
низма с желчью, что препятствует аккумуляции
их в опухоли. Серьезным препятствием к исполь-
зованию наночастиц золота с точки зрения пер-
спектив клинического применения является так-
же достаточно высокая общая токсичность ме-
таллического золота [4].

В этой связи представляет интерес изучение
радиосенсибилизирующих свойств комплексных
золотосодержащих соединений, интенсивно ис-
следуемых в последние два десятилетия в каче-
стве потенциальных противоопухолевых препа-
ратов [5]. 

Одним из таких соединений является препарат
аурумакрил (полиакрилат золота), обладающий
значительной противоопухолевой и цитотокси-
ческой активностью, способный генерировать в
физиологических условиях наночастицы золота
путем восстановления находящегося в составе
полимера трехвалентного золота (Au+3) до нуль-
валентного металла в условиях in vivo [6, 7]. 

Представляется весьма вероятным, что ис-
пользование полиакрилата золота в качестве ра-
диосенсибилизирующего агента, обеспечиваю-
щего адресную доставку в ткани опухоли наноча-
стиц золота путем их образования in situ, может
оказаться более перспективным, чем экзогенное
введение наночастиц металлического золота, как
с точки зрения ожидаемого противоопухолевого
эффекта, так и снижения токсичности терапии. 

Приведенные соображения послужили осно-
ванием для проведения экспериментального ис-
следования целесообразности применения ауру-
макрила в качестве радиосенсибилизатора с це-
лью повышения эффективности лучевой терапии
опухолей. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Лабораторные животные. Эксперименты с

привлечением лабораторных животных выпол-
нялись в соответствии с общепринятыми этиче-
скими нормами обращения с животными, кото-
рые регламентированы специальными правила-
ми, принятыми Европейской Конвенцией по

защите позвоночных животных, используемых
для исследовательских и научных целей [8, 9].
Эксперименты проведены на 100 инбредных мы-
шах BDF1 – гибридах первого поколения
f1(C57Bl/6 x DBA2), самцах с массой тела 18–20 г
разведения питомника «Филиал «Столбовая»
НЦБМТ ФМБА России». Каждая группа живот-
ных, получавших терапевтическое воздействие,
состояла из 12 мышей при 16 животных в кон-
троле.

Экспериментальная модель. В качестве опухо-
левой тест-системы служила солидная опухоль –
меланома В-16/F10, полученная из банка опухо-
лей НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина. Пере-
вивку опухоли осуществляли в соответствии со
стандартной методикой путем введения под кожу
правой задней лапы мышей 2·105 опухолевых кле-
ток, содержавшихся в 0.05 мл раствора Хенкса [9].

Препарат. Исследуемый препарат – полиакри-
лат золота, имеющий условное название аурумак-
рил, представляет собой неполную металличе-
скую соль полиакриловой кислоты, содержащую
ионы трехвалентного золота. Способ получения
аурумакрила основан на взаимодействии водных
растворов полиакриловой кислоты и золотохло-
ристоводородной кислоты (HAuCl4). В качестве
исходного реагента для синтеза использован ком-
мерческий препарат полиакриловой кислоты
(Sigma Aldrich, США) со средней молекулярной
массой 140000 Да. К предварительно деионизиро-
ванному 10%-му раствору полиакриловой кисло-
ты по каплям добавляли 60 мкл водного раствора
золотохлористоводородной кислоты, содержа-
щего 28.4 мг HAuCl4. Концентрации компонен-
тов были подобраны таким образом, что соотно-
шение аниона AuCl4

– к звену полиакриловой
кислоты составляло 1 : 5. Реакция проводилась в
течение 24 ч при комнатной температуре при не-
прерывном перемешивании на магнитной ме-
шалке со скоростью 60 об/мин. Полученные об-
разцы золотосодержащего полимера очищали от
низкомолекулярных компонентов методом про-
точного диализа [10]. 

Препарат вводили животным однократно при
достижении опухолью пальпируемого размера
(масса ~ 200 мг) на одиннадцатые сутки после пе-
ревивки в дозе 60 мкМ/кг внутрибрюшинно (в/б)
в виде водного раствора, приготовленного на
апирогенной дистиллированной воде для инъек-
ций, в объеме 0.2 мл. 

Облучение. Облучение животных выполняли
однократно на рентгеновском аппарате Comet
MXR/225/22 при максимальном напряжении
225 кВ с использованием алюминиевого фильтра
толщиной 1 мм. Расстояние от источника излуче-
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ния до облучаемой опухоли составляло 26 см.
Мощность дозы при проведении облучения со-
ставляла 4.6 Гр/мин. Размер поля рентгеновского
излучения составлял 36×26 мм. Лапа с опухоле-
вым узлом при облучении располагалась таким
образом, чтобы в поле излучения находился уча-
сток от тазобедренного сустава до пятки.
Контроль позиционирования лапы мыши в поле
излучения осуществляли при помощи рентге-
новского плоскопанельного детектора. Сопрово-
дительную дозиметрию проводили при помощи
дозиметрических пленок Gafchromic EBT3 инди-
видуально для каждого животного. 

Перед проведением процедуры облучения осу-
ществляли общую анестезию мышей путем в/б
инъекции смеси препаратов фентанила
(0.05 мг/кг), мидазолама (5 мг/кг) и медетомиди-
на (0.5 мг/кг), содержащейся в 0.9%-м растворе
хлорида натрия. 

Животных, получавших воздействие только
лучевой терапии, подвергали облучению на три-
надцатые сутки развития опухоли. Животные,
подвергавшиеся сочетанному воздействию ауру-
макрила и облучения, получали сеанс лучевой те-
рапии через 24 ч после воздействия препарата –
на двенадцатые сутки после перевивки опухоли.

Оценка противоопухолевого эффекта. Показа-
телями ростингибирующего эффекта применен-
ных воздействий служили различия в кинетике
роста опухолей и средней продолжительности

жизни у леченых (Т) и контрольных (С) живот-
ных. Для изучения кинетики роста опухолей про-
водили измерение трех взаимно перпендикуляр-
ных размеров опухолевого узла на протяжении
всего периода развития опухолей. Объем опухоли
вычисляли в соответствии с формулой для эллип-
соида: V = abс/2, где а – длина, b – ширина, с –
высота опухолевого узла. Масса опухоли соответ-
ствует ее объему, поскольку плотность опухоле-
вой ткани принято считать равной 1 г/см3 [9].

Коэффициент торможения роста опухоли
(ТРО, %) вычисляли из соотношения ТРО =
= (РС – РТ)/РС, %, где РС и РТ – средняя масса
опухоли мышей в группах контрольных и лече-
ных животных соответственно. Изменение сред-
ней продолжительности жизни (СПЖ, Δτ, %) мы-
шей определялось как Δτ = (τТ - τС)/τС, %, где τТ
и τС – средняя продолжительность жизни мышей
в группах леченых и контрольных животных со-
ответственно.

Удельную скорость роста опухоли φ определя-
ляли из соотношения (lnРt2 – lnРt1)/t2- t1, где Рt1
и Рt2 – средняя масса опухоли в момент терапев-
тического воздействия t1 и в момент оценки эф-
фекта t2. Кинетический критерий эффективности
χ определялся из соотношения (φС – φТ)/φС, где
φС и φТ – удельные скорости роста опухоли в
группах контрольных и леченых животных соот-
ветственно [11].

Статистический анализ результатов. Статисти-
ческую обработку полученных результатов прово-
дили при вычислении стандартного квадратично-
го отклонения для средних значений с использова-
нием пакета компьютерных программ «Statistica
6.0» и «Statistica 8.0». Результаты представлены как
среднее из 12 индивидуальных измерений для каж-
дого экспериментального животного. Оценка до-
стоверности различий между сравниваемыми па-
раметрами проведена с помощью t-критерия
Стьюдента. Различия признаются достоверными
при условии, что вычисленные значения t превы-
шают значения критерия Стьюдента для опреде-
ленных уровней значимости (p < 0.01) при задан-
ном числе степеней свободы f [9]. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Влияние сочетанного применения аурумакри-

ла и облучения на кинетику развития меланомы
В-16/F10 охарактеризовано данными, представ-
ленными на рис. 1 и в табл. 1.

Как видно из представленных данных, при
оценке эффекта на 32-е сутки развития опухоли

Рис. 1. Влияние сочетанного применения аурумакрила
и облучения на развитие меланомы В-16/F10 мышей
BDF1: 1 – контроль; 2 – аурумакрил, 60 мкМ/кг, в/б,
однократно, одиннадцатые сутки после перевивки
опухоли; 3 – облучение, 20 Гр, однократно,
тринадцатые сутки после перевивки опухоли; 4 –
аурумакрил, 60 мкМ/кг, однократно, одиннадцатые
сутки + облучение, 20 Гр, однократно, двенадцатые
сутки после перевивки опухоли.
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раздельное применение аурумакрила и лучевой
терапии приводит к торможению роста опухоли
на 11 и 81% по сравнению с контролем соответ-
ственно. Совместное применение аурумакрила и
облучения с интервалом в 24 ч приводит к досто-
верному повышению ростингибирующего эф-
фекта до 90% торможения роста опухоли (рис. 1,
табл. 1 и 2).

Полученные данные свидетельствуют о том,
что меланома В-16/F10 проявляет достаточно вы-
раженную исходную чувствительность к прове-
денной лучевой терапии. Дополнительное при-
менение аурумакрила приводит к достоверному

повышению ростингибирующего эффекта облу-
чения – с 81 до 90% торможения роста опухоли по
сравнению с контролем, регистрируемому через
32 суток после воздействия (табл. 1 и 2).

При этом следует отметить, что масса опухоли
(0.2 г) у животных, подвергавшихся сочетанному
воздействию аурумакрила и облучения, увеличи-
лась в 3.3 раза с момента проведения терапии
(11-е – 12-е сутки) до момента оценки эффекта
(32-е сутки). В контроле масса опухоли за указан-
ный период наблюдения увеличилась в 25 раз
(рис. 1, табл. 1). 

Таблица 1. Противоопухолевый эффект аурумакрила, облучения и их сочетанного применения на модели
меланомы В-16/F10 мышей BDF1 

Группа

Время 
воздействия, 

сутки развития 
опухоли

Средняя масса 
опухоли в 

момент 
воздействия, г

Оценка 
противоопухолевого 
эффекта на 32 сутки 

развития опухоли

Удельная 
скорость 

роста 
опухоли, 

г/сутки (φ)

Кинетичес-
кий критерий 

эффектив-
ности (χ)Средняя масса 

опухоли, г
ТРО, %

Аурумакрил 
60 мкМ/кг, в/б

11 0.20 ± 0.02 6.25 ± 1.45 11 0.16 –0.06

Облучение 20 Гр 13 0.25 ± 0.03 1.32 ± 0.1 81 0.08 0.46

Аурумакрил 
60 мкМ/кг, в/б + 
облучение, 20 Гр

11

12

0.20 ± 0.02

0.22 ± 0.02

0.67 ± 0.13 90 0.06 0.6

Контроль 11 0.28 ± 0.04 7.06 ± 1.19 – 0.15 –

Таблица 2. Достоверность различий между средними значениями массы опухоли в сравниваемых группах мышей
(число степеней свободы f = 18)

Группа Аурумакрил Облучение Аурумакрил + 
Облучение

Контроль

Аурумакрил – t = 10.9 > t0.1 = 3.92
Различия значимы

t = 12.4 > t0.1 = 3.92
Различия значимы

t = 1.39 < t0.1 = 3.92
Различия незначимы

Облучение t = 10.9 > t0.1 = 3.92
Различия значимы

– t = 13.0 > t0.1 = 3.92
Различия значимы

t = 15.1 > t0.1 = 3.92
Различия значимы

Аурумакрил + 
облучение

t = 12.4 > t0.1 = 3.92
Различия значимы

t = 13.0 > t0.1 = 3.92
Различия значимы

– t = 16.8 > t0.1 = 3.92
Различия значимы

Контроль t = 1.39 < t0.1 = 3.92
Различия незначимы

t = 15.1 > t0.1 = 3.92
Различия значимы

t = 16.8 > t0.1 = 3.92
Различия значимы

–
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Значения удельных скоростей роста опухолей
составляют 0.06 г/сутки для мышей, получавших
комплексную терапию, и 0.08 г/сутки для живот-
ных, получавших только облучение, при удель-
ной скорости роста опухоли в контроле, равной
0.15 г/сутки. У мышей, получавших только ауру-
макрил, удельная скорость роста опухолей
примерно такая же, и даже чуть выше, чем в кон-
троле – 0.16 и 0.15 г/сутки соответственно
(табл. 1).

Сопоставление значений удельных скоростей
роста опухолей у леченых и контрольных живот-
ных свидетельствует о том, что в результате про-
веденной комплексной терапии удельная ско-
рость роста опухолей замедляется в 2.5 раза по
сравнению с контролем, а при воздействии толь-
ко облучения – в 1.9 раза.

Кинетический критерий эффективности χ,
позволяющий количественно сопоставить скоро-
сти развития опухолевого процесса у леченых и
контрольных животных, имеет значение 0.6 для
мышей, получавших облучение в сочетании с
аурумакрилом, что соответствует значительному
ингибированию роста опухоли под влиянием
комплексной терапии на протяжении всего пери-
ода наблюдения в течение 32 суток после воздей-
ствия (табл. 1). 

Средняя продолжительность жизни мышей,
подвергавшихся облучению и комплексному воз-
действию аурумакрила и облучения, увеличива-
ется на 46 и 42% по сравнению с контролем соот-
ветственно (табл. 3). 

ОБСУЖДЕНИЕ

Представленные в настоящей статье данные,
свидетельствующие о небольшом, но достовер-
ном увеличении противоопухолевого эффекта
облучения под влиянием аурумакрила, в опреде-

ленной мере подтверждают полученные ранее в
цитируемой работе результаты. 

Вместе с тем необходимо отметить, что ис-
пользованная экспериментальная модель опухо-
ли – меланома В-16/F10 – обладает весьма значи-
тельной исходной чувствительностью к радиаци-
онному воздействию, что делает затруднительной
оценку эффективности применения аурумакрила
в качестве радиосенсибилизатора. 

Очевидно, что для заключения о целесообраз-
ности продолжения изучения способности ауру-
макрила к повышению чувствительности опухо-
ли к лучевой терапии необходима эксперимен-
тальная оценка радиосенсибилизирующего
эффекта полиакрилата золота на радиорезистент-
ной модели опухоли и/или при использовании
облучения в существенно меньших дозах.

Следует также отметить, что наблюдающийся
в данном эксперименте весьма низкий эффект
аурумакрила связан с тем, что однократный ре-
жим применения не является оптимальным для
данного препарата, вызывающего при много-
кратном введении торможение развития солид-
ных опухолей (в том числе и меланомы В-16) на
70–90% по сравнению с контролем [6, 12–16].
Аурумакрил обладает также значительным цито-
токсическим эффектом в отношении ряда кле-
точных культур опухолей человека (рак молочной
железы, легких, толстой кишки), наиболее выра-
женным в отношении клеток меланомы [17].

В целом представляется, что применение в ка-
честве радиосенсибилизаторов соединений, об-
ладающих также и собственной противоопухоле-
вой активностью, может оказаться весьма пер-
спективным. При такой комплексной терапии
можно ожидать не только локального эффекта в
результате сенсибилизации опухоли к облучению
и одновременного действия на нее противоопу-

Таблица 3. Влияние аурумакрила, облучения и их сочетанного применения на среднюю продолжительность
жизни мышей BDF1 с меланомой В-16/F10 

Группа Средняя продолжительность 
жизни мышей, сутки

Увеличение средней 
продолжительности жизни мышей, %

Аурумакрил 60 мкМ/кг, в/б 34.8 ± 9.9 0

Облучение 20 Гр 50.4 ± 3.0 46

Аурумакрил 60 мкМ/кг, в/б + 
облучение, 20 Гр

49.17 ± 7.7 42

Контроль 34.5 ± 5.1 –
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холевого агента, но и от системного действия пре-
парата, приводящего к ингибированию процесса
метастазирования.

Известно, что одним из основных принципов
разработки комбинированных методов лечения
рака является сочетание агентов, воздействую-
щих на разные молекулярные мишени, имеющие
принципиальное значение для возникновения и
прогрессии опухолей.

Важным доводом в пользу изучения золотосо-
держащих соединений в качестве потенциальных
радиосенсибилизаторов могут служить данные,
свидетельствующие о различии мишеней, на ко-
торые направлено действие облучения и золото-
содержащих комплексных соединений. Основ-
ной внутриклеточной мишенью для действия
ионизирующего излучения является ДНК, сво-
бодно-радикальное поражение которой индуци-
рует гибель опухолевых клеток преимущественно
по р53-зависимому пути апоптоза. Основной ми-
шенью для действия золотосодержащих ком-
плексных соединений является селенсодержа-
щий интрацеллюлярный антиоксидантный фер-
мент тиоредоксинредуктаза, ингибирование
которого индуцирует оксидативное повреждение
митохондриальных мембран и гибель клеток по
митохондриальному пути апоптоза [18]. 

Сочетание облучения с золотосодержащими
комплексными соединениями, обладающими
противоопухолевой активностью, может положи-
тельно сказаться и на столь важном показателе
эффективности лечения злокачественных опухо-
лей, как продолжительность жизни (выживае-
мость) опухоленосителей.

При этом важную роль играет режим и схема
применения сочетаемых воздействий. Весьма ве-
роятно, что при совместном использовании облу-
чения и аурумакрила введение препарата не толь-
ко до облучения, но и в течение определенного
срока после лучевого воздействия, может поло-
жительно сказаться на конечном результате те-
рапии.

Очевидно, что все эти соображения требуют
проведения соответствующим образом организо-
ванных экспериментальных исследований.
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 Antitumor Efficacy of the Combined Use of Aurum Polyacrylate (Aurumacril) 
with Radiation Therapy in the Experiment

 L.A. Ostrovskaya*, D.B. Korman*, A.B. Shevelev**, A.V. Shibaeva*, A.A. Lipengolts***,
N.V. Bluhterova*, M.M. Fomina*, V.A. Rykova*, T.K. Lobganidze****, N.V. Pozdniakova***,
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**Vavilov Institute of General Genetics, Russian Academy of Sciences, ul. Gubkina 3, Moscow, 119991 Russia
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Kashirskoe Shosse 24, Moscow, 115478 Russia

**** Joint Stock Company "Research Institute of Technical Physics and Automation",
Varshavskoe Shosse 46, Moscow, 115230 Russia

*****Faculty of Chemistry, Lomonosov Moscow State University, Leninskie Gory 1/3, Moscow, 119991 Russia

The ability of aurum polyacrylate (aurumacril) to increase the sensitivity of murine tumor (В-16/F10 mela-
noma) to radiation treatment was explored. It was found that radiation therapy given in combination with au-
rumacril leads to a moderate but significant inhibition of tumor growth from 81% to 90%, compared to the
control (32 days after treatment). It was shown that the specific tumor growth rate decreased by 2.5 times after
combined treatment and by 1.9 times after radiation therapy given alone. The combined treatment and radi-
ation therapy extends lifespan in mice almost the same by 42% and 46%, respectively, as opposed to the con-
trol.

Keywords: aurum polyacrylate (aurumacril), radiation therapy, experimental antitumor chemotherapy, В-16/F10
melanoma
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Приведены современные представления о периферической микрогемодинамике, о подходах к ана-
лизу колебаний кожного кровотока и их диагностической значимости. Рассмотрены нарушения
кожной микрогемодинамики при сахарном диабете 2 типа и возможность их интерпретации с по-
зиций внешних и внутренних взаимосвязей между системами регуляции кожного кровотока, осно-
ванной на сравнении связей в норме и при патологиях, в том числе с использованием моделей па-
тологий на животных. Обсуждены факторы и механизмы вазомоторной регуляции, включая рецеп-
торы и сигнальные события в эндотелиальных и гладкомышечных клетках, рассматриваемых как
модели микрососудов. Обращено внимание на нарушение Ca2+-зависимой регуляции сопряжения
между клетками сосудов и NO-зависимой регуляции вазодилатации при сахарном диабете. Основ-
ными механизмами устойчивости к инсулину при сахарном диабете 2 типа считаются дефект числа
рецепторов инсулина и нарушение трансдукции сигнала от рецептора к фосфатидилинозит-3-ки-
назе и нижележащим мишеням. Важную роль в нарушении функций сосудов при гипергликемии
играют активные формы кислорода. Предполагается, что рассмотренные молекулярно-клеточные
механизмы регуляции микрогемодинамики вовлечены в формирование колебаний кожного крово-
тока. Параметры микроциркуляции крови в коже могут рассматриваться как диагностические и
прогностические маркеры для оценки состояния организма. 
Ключевые слова: микроциркуляция, сахарный диабет 2 типа, амплитудно-частотный анализ,
эндотелий, рецепторы вазоактивных факторов, сигнализация. 
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ИССЛЕДОВАНИЕ ПЕРИФЕРИЧЕСКОЙ 
ГЕМОДИНАМИКИ И АНАЛИЗ КОЛЕБАНИЙ 

КОЖНОГО КРОВОТОКА
Для исследования периферической гемодина-

мики человека существует большое число как ин-
вазивных, так и неинвазивных методик. Среди
неинвазивных методик широкое применение по-
лучили видеокапилляроскопия, фотоплетизмо-
графия, термография, оптическая когерентная
томография, лазерная допплеровская флоумет-
рия (ЛДФ), а также разработанные на ее основе
лазерная допплеровская визуализация и лазерная
контрастная визуализация спеклов [1–8]. Состо-
яние микроциркуляторного русла кожи и слизи-
стых оболочек отражает как органоспецифиче-
ские особенности кровотока, так и изменения,
происходящие в системе микроциркуляции всего

организма [9–12]. Изменения в системе микро-
циркуляции кожи коррелируют со сдвигами в
центральной гемодинамике, что позволяет ис-
пользовать параметры микроциркуляции крови в
коже в качестве диагностических и прогностиче-
ских маркеров оценки здоровья и общего физиче-
ского состояния организма [4, 11–14]. 

Известно, что кожный кровоток не является
стабильным, а подвержен временным и про-
странственным вариациям, которые отражают
важнейшие характерные особенности микроцир-
куляции: изменчивость и приспособляемость к
постоянно меняющимся условиям гемодинами-
ки и к потребности тканей в перфузии кровью [15,
16]. Поэтому в последние годы главным предме-
том исследования микроциркуляции становятся
механизмы ее лабильности, поскольку именно
ритмические флуктуации кровотока несут ин-
формацию о состоянии систем регуляции пери-
ферической микрогемодинамики. 

В полосе частот от 0.005 до 2 Гц выделяют не-
сколько неперекрывающихся частотных диапа-
зонов колебаний скорости кровотока в микро-
циркуляторном русле кожи человека [17]. Для

Сокpащения: ЛДФ – лазерная допплеровская флоуметрия,
СД – сахарный диабет, ФВК – фазовая вейвлет-когерент-
ность, АФК – активные формы кислорода, TRP – транзи-
торный рецепторный потенциал, SOC – депо-зависимый
кальциевый канал (Store Operated Channel), eNOS – эндоте-
лиальная NO синтаза (endothelial NO synthase), NOX –
NADPH-оксидаза.

УДК 57.056
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каждого из диапазонов характерны свои частот-
ные интервалы, колебания в которых отражают
влияние сердечных сокращений, движений груд-
ной клетки, миогенной активности гладкомы-
шечных клеток сосудов, нейрогенной регуляции
активности стенки сосудов и сосудодвигательной
активности эндотелия сосудов. Наибольший ин-
терес представляют низкочастотные колебания
кровотока (0.005–0.2 Гц), которые отражают вли-
яние локальных регуляторных процессов, связан-
ных с активностью гладкомышечных клеток сте-
нок сосудов (0.06–0.2 Гц – диапазон миогенного
ритма) [18, 19], нейрогенным контролем (0.02–
0.06 Гц – диапазон нейрогенного ритма) [20] и
эндотелиальной активностью (0.005–0.02 Гц –
диапазон эндотелиального ритма) [17, 21].

Регистрация колебаний кожного кровотока
методом ЛДФ с последующим амплитудно-ча-
стотным анализом полученных ЛДФ-грамм поз-
воляет исследовать миогенную, нейрогенную и
эндотелиальную системы регуляции микроцир-
куляторного русла кожи как в покое, так и при
проведении функциональных тестов (окклюзи-
онная, температурная и ионофоретическая про-
бы). Функциональные тесты используются для
оценки состояния систем регуляции перифери-
ческого кровотока и выявления их адаптацион-
ных резервов к условиям кратковременной ише-
мии [22–25], изменению температуры [4, 22, 26–
29], в ответ на действие вазоактивных веществ
(ацетилхолин, нитропруссид, кальциевые блока-
торы) [4, 11, 30–33] и для оценки патологических
изменений при социально-значимых заболева-
ниях, в том числе при сахарном диабете [34].

НАРУШЕНИЯ КОЖНОЙ 
МИКРОГЕМОДИНАМИКИ ПРИ САХАРНОМ 

ДИАБЕТЕ 2 ТИПА
Сахарный диабет 2 типа (СД 2 типа) — хрониче-

ское метаболическое заболевание, проявляющееся
нарушением углеводного обмена с развитием ги-
пергликемии вследствие инсулинорезистентности,
секреторной дисфункции бета-клеток, а также на-
рушением липидного обмена. Эта форма охватывает
лиц с относительной (а не абсолютной) недостаточ-
ностью инсулина и периферической резистентно-
стью к инсулину. Хотя конкретная этиология неиз-
вестна, автоиммунного разрушения бета-клеток не
происходит, и у пациентов нет никаких других из-
вестных причин диабета. Большинство пациентов с
диабетом 2 типа имеют избыточный вес или ожире-
ние [35]. Одной из основных причин осложнений и
смертности пациентов с СД 2 типа является разви-
тие макро- и микрососудистых нарушений [36, 37].
Диабет сопровождается развитием сердечно-сосу-
дистых заболеваний и макрососудистых осложне-
ний, таких как атеросклероз, ишемическая болезнь
сердца и заболевания периферических артерий, и
является фактором, отягощающим течение корона-
вирусной болезни (COVID-19) [38–44]. 

Наиболее часто диагностируемые осложнения у
больных СД связаны с нарушением микроциркуля-
ции, что ведет к язвам стоп, ретинопатии, нейропа-
тии, диабетической дермопатии и ослабленному за-
живлению ран [40, 41, 45]. Эти связанные с диабетом
микрососудистые дисфункции могут в конечном
итоге привести к более тяжелым осложнениям, что
указывает на необходимость выявления микрососу-
дистых нарушений как на ранней стадии заболева-
ния, когда патологические изменения еще обрати-
мы, так и на более поздних стадиях для предотвра-
щения усугубления тяжести заболевания и
адекватной коррекции лечения. Ранее была показа-
на роль микрососудистых изменений в патогенезе
СД в отношении метаболизма [46, 47], влияния ок-
сида азота (NO) [48], изменений периферической
микроваскуляризации [49], кожной нейроваскуляр-
ной дисфункции [50], микрососудистой дисфунк-
ции [51–54] и венозного растяжения [55]. Наруше-
ния микроциркуляции при диабете происходят в
различных органах, в том числе в почках, глазах и
коже. Наиболее доступным и удобным объектом не-
инвазивного исследования микрососудистых нару-
шений является кожа. С использованием метода
ЛДФ было показано нарушение кожной микроцир-
куляции уже на ранних стадиях заболевания [56]. У
предиабетических больных и больных СД выявлены
изменения кровотока и свойств сосудов [57–62].
Одним из наиболее часто используемых и удобных
функциональных тестов оценки реактивности мик-
рососудов кожи у больных СД 2 типа является теп-
ловая проба (локальный нагрев кожи), которая поз-
воляет оценить роль механизмов, участвующих в ре-
гуляции вазодилатации, и выявить изменение
адаптационных возможностей микрососудистого
русла [26, 40, 63–68]. Однако в большинстве иссле-
дований кожной микрогемодинамики методом
ЛДФ анализируются только интегральные парамет-
ры, характеризующие перфузию кожи кровью (по-
казатель микроциркуляции), и уделяется мало вни-
мания спектральному составу сигналов, который
позволяет оценивать регуляторные системы крово-
тока и его адаптационные возможности. Кроме то-
го, полученные разными авторами данные бывают
порой противоречивыми. Спектральный анализ
ЛДФ-грамм, зарегистрированных на ноге (лодыж-
ка), показал, что у больных СД относительная спек-
тральная мощность в частотных диапазонах эндоте-
лиальной, нейрогенной и миогенной активности
была значительно ниже соответствующего показа-
теля у здоровых испытуемых даже в покое [69]. В то
же время другие авторы обнаружили повышение
перфузии кожи кровью у больных СД 1 и 2 типов, а
также снижение амплитуд колебаний кровотока в
частотном диапазоне эндотелиальной и нейроген-
ной активности относительно здоровых доброволь-
цев в покое [34]. Локальный нагрев также приводил
к уменьшению вазодилататорного ответа и ампли-
туд спектральных компонент в частотных диапазо-
нах эндотелиальной и нейрогенной активности [34].
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В другом исследовании, наоборот, наблюдалась ис-
ходно более низкая микрососудистая перфузия и
больший сосудорасширяющий резерв при локаль-
ном нагреве у пациентов с СД по сравнению с ука-
занными параметрами в контрольной группе [29].
Несмотря на многообразие исследований микро-
циркуляции у больных СД, сложно сравнивать дан-
ные различных исследований между собой, а также
собственные данные с результатами, полученными
другими авторами. Причины могут быть в следую-
щем: 1) не всегда указывается тип СД, либо исследо-
вания проводятся в смешанной группе больных СД
1 и 2 типов, без разделения на типы; 2) в большин-
стве исследований методом ЛДФ оцениваются
только интегральные параметры кожного кровотока
без проведения спектрального анализа, что не поз-
воляет оценить изменения в функционировании ре-
гуляторных систем микрогемодинамики при пато-
логии; 3) регистрация параметров микроциркуля-
ции проводится на разных участках кожного
покрова; 4) часто анализ результатов является не-
корректным из-за формирования групп, когда в ка-
честве контроля выступают условно здоровые доб-
ровольцы молодого возраста (до 35 лет), тогда как
средний возраст больных СД 2 типа более 50 лет; 5)
при проведении тепловой пробы разными исследо-
вательскими группами температура, скорость и дли-
тельность локального нагрева сильно варьируют.
Указанные причины объясняют противоречивость
результатов исследований кожной микроциркуля-
ции у человека. Решением проблемы может быть
корректное планирование и стандартизация прото-
колов экспериментов с целью воспроизводимости и
возможности сравнения результатов, полученных
разными группами.

ВНЕШНИЕ И ВНУТРЕННИЕ 
ВЗАИМОСВЯЗИ МЕЖДУ СИСТЕМАМИ 
РЕГУЛЯЦИИ КОЖНОГО КРОВОТОКА

В НОРМЕ, ПРИ ГИПЕРГЛИКЕМИИ 
И САХАРНОМ ДИАБЕТЕ

В настоящее время ряд исследований направ-
лен на поиск и оценку внешних и внутренних вза-
имосвязей между системами регуляции кожного
кровотока. Оценка внешних взаимосвязей как
между регуляторными системами, так и между
процессами регуляции кожного кровотока на
различных участках микроциркуляторного русла
производится при помощи функции фазовой
вейвлет-когерентности (ФВК) [70, 71], групповой
ФВК [72], или нелинейного моделирования и
Байесовского метода [73, 74]. 

В низкочастотной области спектра в интерва-
лах нейрогенного и миогенного ритмов показано
изменение ФВК между колебаниями температу-
ры и кровотока кожи у здоровых добровольцев в
ответ на холодовой стресс [70, 75]. При оценке
ФВК кожного кровотока на предплечьях между
контрлатеральными участками у здоровых добро-
вольцев в покое нами выявлены высокие досто-

верные медианные значения в сердечном, респи-
раторном и миогенном интервалах [71]. Показано
изменение внешних взаимосвязей между процес-
сами регуляции кожной гемодинамики верхних и
нижних конечностей у условно здоровых добро-
вольцев при ортостазе [72]. У здоровых испытуе-
мых ортостаз увеличивал групповую ФВК между
колебаниями кожного кровотока на стопе и вари-
абельностью сердечного ритма или дыханием, а
также между колебаниями кожного кровотока на
предплечье и стопе на частоте дыхания (~0.3 Гц).

Изменение внешних взаимосвязей между про-
цессами регуляции периферической микроцирку-
ляции наблюдается с возрастом и при патологиях. У
больных СД 1 типа обнаружено ослабление фазовых
взаимосвязей между респираторной активностью и
периферическим пульсом, реконструированным
при помощи алгоритма мульти-гауссового модели-
рования из экспериментальных ЛДФ-сигналов [29].
При исследовании взаимосвязей между вариабель-
ностью сердечного ритма, дыхательным ритмом и
колебаниями микрогемодинамики кожи у здоровых
молодых и пожилых добровольцев и пожилых паци-
ентов с гипертонической болезнью показано разли-
чие ФВК между группами. Была выявлена направ-
ленность и функциональная зависимость силы свя-
зей от частоты спектральных компонент
измеряемых сигналов: с возрастом сила внешних
взаимосвязей между системами регуляции кожной
микрогемодинамики снижается, а у пациентов с ги-
пертонической болезнью практически исчезает на
частоте 0.1 Гц [76].

Активность сердца и дыхательные экскурсии
определяют центральный механизм регуляции кож-
ной микрогемодинамики, обуславливающий высо-
кочастотные колебания (кардио- и респираторный
ритмы). Они формируются за счет пассивного изме-
нения давления крови в микрососудах при дыхании
и сердечном выбросе, что приводит к эластичному
растяжению стенок сосудов, в том числе их мышеч-
ных компонент. Пассивное растяжение гладкомы-
шечных клеток способствует увеличению концен-
трации Ca2+ в цитозоле ([Ca2+]i) [77, 78]. Изменение
активности сердца характеризуется колебаниями
вариабельности сердечного ритма. Эти колебания
формируются вегетативной и центральной нервной
системой, активностью баро- и хеморецепторов, ре-
спираторной и эндокринной регуляцией [79, 80].
Известно, что барорефлекс и прямое взаимодей-
ствие между парасимпатической и симпатической
системами регуляции определяют доли низкоча-
стотных и высокочастотных компонент в спектре
колебаний вариабельности сердечного ритма, ха-
рактеризующих симпато-вагальный баланс [81]. На-
рушения симпато-вагального баланса могут проис-
ходить при патологиях: у пациентов с гипертониче-
ской болезнью за счет сниженной
барорефлекторной активности [82], у больных СД 2
типа вследствие автономной нейропатии [50, 83–
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85]. Эффекторами эндотелиального и нейрогенного
воздействий являются гладкомышечные клетки
микрососудов [6, 13, 86–89]. Существует также взаи-
модействие между эндотелиоцитами и перифериче-
скими нейронами при посредстве NO, кальцито-
нин-ген связанного пептида (CGRP) и других меди-
аторов [86, 87, 90]. Более того, гладкомышечные
клетки обладают собственной спонтанной активно-
стью, которая обуславливает миогенную регуляцию
микроциркуляторного кровотока. 

Анализ литературы показал, что внутренние свя-
зи не исследованы, тогда как внешние связи иссле-
дованы фрагментарно только у здоровых добро-
вольцев, у больных СД 2 типа они остаются неизу-
ченными. Нами впервые была проведена оценка
внутренних связей, характеризующих взаимодей-
ствие между регуляторными процессами, протекаю-
щими в одном участке микроциркуляторного русла
в малом объеме ткани [91]. Обнаружены перекрыва-
ющиеся области смежных частот со средними и
сильными внутренними связями, что характеризует
взаимосвязи между механизмами регуляции кожно-
го кровотока: центральными (респираторным и сер-
дечным) и локальными (эндотелиальным, нейро-
генным и миогенным). Выявлено, что с возрастом
происходит увеличение количества внутренних свя-
зей как между локальными, так и между локальны-
ми и центральными механизмами регуляции. Мы
предполагаем, что изменения в описанных выше
механизмах, вызванные патологическими наруше-
ниями, будут приводить к изменению количества и
силы внешних и внутренних связей между процес-
сами, регулирующими кожную перфузию. Форми-
рование представлений о внутренних и внешних
связях между процессами регуляции микроцирку-
ляторного кровотока может дать основание для их
рассмотрения в качестве надежных неинвазивных
биомаркеров функционального состояния сердеч-
но-сосудистой системы при патологических изме-
нениях в организме человека. 

ИССЛЕДОВАНИЕ НАРУШЕНИЙ 
МИКРОЦИРКУЛЯЦИИ У ЖИВОТНЫХ

НА МОДЕЛЯХ ПАТОЛОГИЙ (НА ПРИМЕРЕ 
САХАРНОГО ДИАБЕТА)

В настоящее время основная часть работ по ис-
следованию микроциркуляции методом ЛДФ про-
водится с участием добровольцев и пациентов с па-
тологиями. Однако такие исследования имеют ряд
этических и методических ограничений, поэтому
становится необходимым проведение исследований
с привлечением моделей патологий на животных.
Исследование кожного кровотока у лабораторных
животных по соответствующим этическим прото-
колам позволяет экспериментально подтверждать
гипотезы, проверка которых невозможна в исследо-
ваниях с участием добровольцев. Известны работы,
посвященные исследованию микроциркуляции ко-
жи у животных, преимущественно у крыс. В частно-
сти, исследованы особенности периферической

микрогемодинамики у крыс в различных условиях
(старение, стресс, острая и хроническая гипоксия,
переохлаждение, синдром ишемии/реперфузии) и
на модели СД 2 типа [92–104]. Значительное коли-
чество исследований направлено на изучение влия-
ния физиологически активных соединений и фар-
макологических препаратов на процессы, протека-
ющие в микроциркуляторном русле кожи животных
[105–110]. Следует отметить, что в большинстве ис-
следований на животных изменение микроцирку-
ляции под действием стимулов оценивается только
по общей перфузии кожи. Встречаются единичные
исследования ритмических компонент перифери-
ческой кожной микрогемодинамики [102, 111]. Ве-
роятно, это является следствием того, что необходи-
мость обездвиживания животного для измерений и
проведения функциональных проб с использовани-
ем традиционных методов анестезии может приво-
дить к изменениям в механизмах регуляции кожной
гемодинамики. Использование комбинированной
инъекционно-газовой анестезии «золетил–закись
азота» позволило адекватно оценить параметры
микроциркуляции животных в условиях, прибли-
женных к условиям нормального сна [112, 113]. В на-
стоящее время наблюдается значительный рост за-
болеваемости сахарным диабетом, преимуществен-
но 2-го типа, который опасен хроническими
осложнениями, что диктует необходимость прове-
дения широких исследований для поиска эффек-
тивных мер его профилактики и лечения [114]. Ча-
стично решить эту проблему позволят эксперимен-
тальные модели на животных, наиболее
чувствительных к развитию СД, с использованием
адекватных методов его индуцирования. Существу-
ет множество способов создания моделей диабета на
животных, например, с применением антиинсули-
новой сыворотки или антагонистов рецептора инсу-
лина, панкреатэктомии, инфузии глюкозы, цито-
токсических для бета-клеток агентов и вирусов, а
также вызванных диабетогенными питательными и
гормональными факторами [115–117]. Однако боль-
шинство используемых в настоящее время экспери-
ментальных моделей СД (хирургическая, химиче-
ская, эндокринная, иммунная, генетическая) не
подходят для изучения СД 2 типа, поскольку связа-
ны или вызывают значительную деструкцию бета-
клеток в островках Лангерганса поджелудочной же-
лезы, что характерно для СД 1 типа. 

Патофизиология СД 2 типа основана главным
образом на снижении чувствительности тканей к
инсулину, что в дальнейшем приводит к снижению
его секреции. Эти процессы вызывают гиперглике-
мию с последующим повреждением различных ор-
ганов. Создание и использование в исследованиях
модели СД 2 типа на животных, близкой по этиоло-
гии и течению к СД 2 типа у человека, сложно, но
очень важно, так как это поможет понять патофи-
зиологию заболевания, а также даст новые идеи для
научных работ, связанных с терапевтическими про-
цедурами [118]. Как показал анализ современной
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литературы, для моделирования СД 2 типа наиболее
подходящими животными являются грызуны (пре-
имущественно мыши), а также мини-свиньи. Ис-
пользуются следующие подходы: моно- или поли-
генное ожирение, диета с высоким содержанием
жиров, модель без ожирения и генетически индуци-
рованная модель [115, 116]. В большинстве моделей
провоцируется ожирение, что отражает состояние
людей, у которых ожирение является одной из ос-
новных причин развития СД 2 типа [119]. В экспе-
риментальных моделях СД 2 типа используются как
генетически модифицированные животные (мыши
С57BL/KsJYLeprdb/+, мыши db/db, мыши New
Zealand Obese, мыши TALLYHO/Jng, крысы Obese
Zucker Diabetic Fatty – OZDF), так инбредные и аут-
бредные линии грызунов (мыши C57BL/6 и
BALB/c, крысы Wistar) [115, 116, 120–126]. Так как у
человека в этиологии СД 2 типа (так же как и ожире-
ния) основное значение имеет избыточное по кало-
рийности питание, наиболее адекватными пред-
ставляются индуцированные диетой модели на раз-
личных видах животных. Рацион питания оказывает
существенное влияние на развитие патологии. Так,
для развития ожирения и СД 2 типа у мышей
C57BL/6 требуется высокожировой рацион пита-
ния, включающий до 60% жира, причем более быст-
рый и выраженный эффект достигается при добав-
лении в рацион большого количества сахарозы или
фруктозы [127, 128]. Рацион с высоким содержанием
фруктозы (35–60% ккал за счет фруктозы) был ис-
пользован для индукции инсулинорезистентности у
крыс линии Wistar [124, 129]. Для индукции СД 2 ти-
па у мини-свиней также рекомендовалось исполь-
зовать высокожировой рацион с добавлением боль-
шего количества сахарозы [130]. 

Таким образом, наиболее близкими по этио-
логии и механизмам развития к СД 2 типа у чело-
века являются модели, индуцированные диетами,
среди которых наиболее эффективны высокожи-
ровые и высокоуглеводные рационы. Некоторые
авторы для ускорения развития диет-индуциро-
ванного СД 2 типа рекомендуют использовать не-
большие, индивидуально рассчитанные дозы
стрептозотоцина, позволяющие не разрушать
полностью бета-клетки поджелудочной железы,
как это имеет место при СД 1 типа [104, 116, 131].
Однако инъекция стрептозотоцина является до-
полнительным стрессовым фактором и может
привести к усилению тяжести и развитию более
поздних прогрессирующих стадий заболевания
[132]. Кроме того, такие модели чрезвычайно тру-
доемки и требуют постоянного мониторинга ме-
таболических параметров. 

Основными критериями развития СД и эффек-
тивности используемых лечебно-профилактиче-
ских мероприятий являются содержание глюкозы,
инсулина и гликозилированного гемоглобина в
плазме крови, количество бета-клеток в островках
поджелудочной железы, результат глюкозотоле-
рантного теста, индекс инсулинорезистентности, а

также результаты гистологии и гистохимии подже-
лудочной железы и других органов [35].

ФАКТОРЫ И МЕХАНИЗМЫ 
ВАЗОМОТОРНОЙ РЕГУЛЯЦИИ

Эндогенные и экзогенные вазоактивные факто-
ры действуют на кровеносные сосуды, вызывая ва-
зоконстрикцию или вазодилатацию. Вазоактивны-
ми являются гормоны, пептиды, продукты липид-
ного обмена, протеазы, внеклеточные везикулы,
низкомолекулярные вещества (например, оксид
азота – NO, пероксид водорода – H2O2), факторы
внешней и внутренней среды (температура, сдвиго-
вый стресс, давление, рН, парциальное давление
кислорода или CO2). Их действие опосредовано ак-
тивацией определенных рецепторов, сигнальных
путей или действием на внутриклеточные компо-
ненты в эндотелиальных и гладкомышечных клет-
ках [4, 13, 133–139]. 

В регуляции вазоактивности участвуют мембран-
ные рецепторы и ионные каналы: Ca2+-активируе-
мый K+-канал высокой проводимости, потенциало-
зависимый K+-канал, механочувствительные ион-
ные каналы, рецепторы – ионные каналы (пурино-
вые, изоформы транзиторного рецепторного потен-
циала (TRP), никотиновые рецепторы ацетилхоли-
на); рецепторы, сопряженные с гетеротримерными
ГТФ-связывающими белками (адренорецепторы, ре-
цепторы аденозина, серотонина, вазопрессина, эндо-
телина и другие), рецепторы – тирозиновые киназы
(инсулиновый рецептор, Tie1-2, рецепторы факторов
роста) [140–142], протеин-тирозиновые фосфатазы
рецепторного типа [143–145]. Примерами принци-
пиальных схем активации компонентов внутри- и
межклеточной коммуникации при действии вазоак-
тивных факторов могут служить следующие последо-
вательности передачи сигнала: 1) фосфолипаза А2 →
→ 828цитохром Р450 → эйкозаноиды → Ca2+-активи-
руемый K+-канал высокой проводимости, активация
которого приводит к гиперполяризации мембраны
гладкомышечных клеток и последующей релаксации
сосуда (например, при сдвиговом стрессе); 2) эндоте-
лиальная NO-синтаза → выброс NO → гладкомышеч-
ные клетки – растворимая гуанилатциклаза →
→ цГМФ → протеинкиназа G → изменение концентра-
ции Са2+ в цитозоле → Ca2+-активируемый K+-канал
высокой проводимости; 3) оксидазы (NADPH-окси-
даза, ксантиноксидаза и другие) → активные формы
кислорода (АФК) → понижение уровня NO и/или по-
вышение уровня H2O2. Приведенные схемы могут
быть детализированы трансдукцией сигналов от
определенных рецепторов вазоактивных агентов,
участвующих в формировании внешних или внут-
ренних связей до внутриклеточных эффекторных мо-
лекул. Каждая из приведенных схем активации не яв-
ляется полной и в определенной степени условна, так
как представляет собой обобщение результатов ис-
следований сосудов разных органов человека и жи-
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вотных, тогда как известно, что регуляция кровотока
в микрососудистом русле является видо- и тканеспе-
цифичной [146–148]. В некоторых случаях ингибито-
ры и активаторы определенных сигнальных компо-
нентов вводились ионофоретическим способом, при
котором возможно влияние агентов на окружающие
ткани [13, 149]. Кроме того, схемы построены с вклю-
чением результатов, полученных на крупных сосудах,
поэтому их приложение к микрососудистому руслу
требует дальнейших исследований. Следует обратить
внимание, что изложенные представления фактиче-
ски не объясняют механизмы формирования колеба-
ний периферического кровотока, которые характери-
зуют более полно состояние микрососудистого русла
и значительно изменяются при патологиях, в том чис-
ле при СД 2 типа [150–153]. 

ИЗМЕНЕНИЕ Ca2+-ЗАВИСИМОЙ 
РЕГУЛЯЦИИ СОПРЯЖЕНИЯ МЕЖДУ 

ЭНДОТЕЛИАЛЬНЫМИ И МЫШЕЧНЫМИ 
КЛЕТКАМИ СОСУДОВ ПРИ САХАРНОМ 

ДИАБЕТЕ
Основными механизмами регуляции сократимо-

сти гладкомышечных клеток считаются изменения
мембранного потенциала и Са2+-метаболизм. Среди
регуляторных факторов следует особо отметить NO,
Ca2+, метаболиты арахидоновой кислоты, АФК, а
также редокс- и потенциало-чувствительность регу-
ляторных партнеров. Вопрос о Са2+-сигнализации в
эндотелиоцитах и гладкомышечных клетках микро-
сосудов в норме и при СД 2 типа требует уточнения.
Упомянутый выше Ca2+-активируемый K+-канал
высокой проводимости, включенный в эндотели-
ально-мышечную коммуникацию, исследован в ос-
новном на крупных сосудах человека или животных
[135, 154, 155]. В кальциевом метаболизме в эндоте-
лиальных клетках разных тканей участвуют: рецеп-
торы инозитол-1,4,5-трифосфата, ответственные за
выброс Са2+ из эндоплазматического ретикулума,
изоформы катионного канала транзиторного рецеп-
торного потенциала (TRP), члены ORAI семейства
кальциевых каналов, депо-зависимые кальциевые
каналы (SOC), эндотелиальный T-тип потенциало-
зависимых кальциевых каналов, Ca2+-АТФаза 2a
эндоплазматического ретикулума (SERCA2a), Ca2+-
АТФазы плазматической мембраны (PMCA1 и PM-
CA4), Na+/Ca2+-обменник [156–161]. В гладкомы-
шечных и эндотелиальных клетках, а также в пери-
цитах микрососудов ионные каналы вносят важный
вклад в регуляцию взаимодействия клеток и функ-
ций микрососудов путем генерации сигналов внут-
риклеточного Са2+ и мембранного потенциала [162–
164]. При СД Ca2+-гомеостаз и механизмы регуля-
ции концентрации Ca2+ в цитозоле эндотелиоцитов
кровеносных сосудов могут быть изменены. Так, в
эндотелии аоpты крыс линии OZDF (тучные диабе-
тические крысы – Obese Zucker Diabetic Fatty rat)
выявлено понижение SOC-зависимого входа Ca2+,
тогда как различия в пуле Са2+, высвобождаемого

под действием инозитол-1,4,5-трифосфата из эндо-
плазматического ретикулума, не обнаружены [165].
Было показано, что каналы с транзиторным рецеп-
торным потенциалом (каналы семейства TRP:
TRPC – канонические, TRPV – ванилоидные,
TRPM – меластатиновые, TRPML – муколипино-
вые) вовлечены в изменения и дисфункцию сосудов
при диабете и ожирении или потенциально связаны
с сосудистой дисфункцией [166]. Гипергликемия и
диабет приводили к уменьшению экспрессии кана-
лов TRPV4 и его функциональной активности в эн-
дотелиальных клетках микрососудов сетчатки глаза
[167]. Показано уменьшение экспрессии Ca2+-чув-
ствительного рецептора на эндотелиальных и глад-
комышечных клетках аорты у мышей с ожирением и
СД 2 типа, что может вовлекаться в развитие диабе-
тической васкулопатии [168]. Изменение активно-
сти потенциало-зависимых каналов кардиомиоци-
тов, наблюдаемое при диабетической кардиомиопа-
тии, сопровождающей СД 2 типа, приводит к
изменению сердечного ритма и сократительной
функции сердца [169]. Предполагается, что
следствием этого будет изменение профиля вариа-
бельности сердечного ритма, которое повлияет на
спектральные характеристики и отразится на внеш-
них и внутренних связях. Также при СД 2 типа нару-
шены Са2+-зависимые механизмы активации NA-
DPH-оксидазы, связанные с нарушением полиме-
ризации актина и Са2+-транспорта [170, 171]. В
нейтрофилах больных СД 2 типа наблюдается повы-
шение базового уровня [Са2+]i и снижение пика
Са2+-ответов на стимулы [172]. Предполагается, что
это связано с нарушениями либо входа Са2+, либо
его высвобождения из внутриклеточных депо или
обоих процессов. Перечисленные нарушения Са2+

регуляции в сосудах при СД 2 типа исследованы
главным образом на клетках крупных сосудов. Оста-
ется неизвестным, как Са2+-регуляция участвует в
формировании ритмических процессов в микро-
циркуляторном русле.

NO-ЗАВИСИМАЯ РЕГУЛЯЦИЯ 
ВАЗОДИЛАТАЦИИ И ЕЕ НАРУШЕНИЯ 

ПРИ САХАРНОМ ДИАБЕТЕ
Одним из универсальных трансмиттеров,

участвующих в вазодилатации, является NO. Он
продуцируется из L-аргинина с помощью NO
синтаз в присутствии кофакторов, включая тетра-
гидробиоптерин, ФАД, СаМК и другие [173]. Ак-
тивность эндотелиальной NO-синтазы (eNOS)
регулируется на транскрипционном, посттран-
скрипционном и посттрансляционном уровнях
[90, 174]. Одним из основных механизмов пост-
трансляционной модификации eNOS является
фосфорилирование, которое может осуществ-
ляться протеинкиназой C, протеинкиназой B,
Ca2+/кальмодулин-зависимой протеинкиназой,
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протеинкиназой A, PI3K/протеинкиназой B,
АМФ-активируемой протеинкиназой, активиру-
емыми через рецепторы – тирозиновые киназы,
G-белок-сопряженные рецепторы или сдвиго-
вым стрессом [135, 174]. Активация eNOS может
происходить Са2+-зависимым или Са2+-незави-
симым образом, например, Ca2+/кальмодулин-
зависимой протеинкиназой и сдвиговым стрес-
сом соответственно [173]. На культуре эндотели-
альных клеток микрососудов головного мозга че-
ловека показан Са2+-зависимый выброc NO,
инициированный арахидоновой кислотой [175]. 

Роль перечисленных сигнальных компонентов
исследована фрагментарно в колебательных про-
цессах в микроциркуляторном русле. Так,
спектральный анализ с применением вейвлет-
преобразования выявил значительное снижение
амплитуд колебаний микроциркуляции поджелу-
дочной железы у спонтанно гипертензивных
крыс в эндотелиальном диапазоне при развитии
от 8- до 18-недельного возраста, что частично мо-
жет быть объяснено увеличением уровней нитри-
та/нитрата в плазме, эндотелина-1, малонового
диальдегида и интерлейкина-6 и снижением
уровня супероксиддисмутазы в крови [176]. В
комплексном исследовании спектральных харак-
теристик осцилляций кожной микрогемодина-
мики мыши и колебаний концентраций Ca2+ и
NO в цитоплазме культивируемых эндотелиоци-
тов микрососудов мыши показано наличие низ-
кочастотных осцилляций концентраций как
Ca2+, так и NO в частотном интервале, совпадаю-
щем с интервалом NO-независимой эндотели-
альной активности кожной микроциркуляции
[177]. В гладкомышечных клетках NO вызывает
цГМФ-зависимое уменьшение частоты агонист-
индуцированных колебаний Са2+ за счет сниже-
ния мобилизации Са2+ из внутриклеточных запа-
сов [178]. Таким образом, колебательные межкле-
точные сигналы, исходящие из эндотелиальных
клеток, могут взаимодействовать с колебаниями
в гладкомышечных клетках. Предполагается, что
такое взаимодействие осцилляторов может отра-
жаться на изменении силы внешних и внутрен-
них связей в микроциркуляторном русле.

При СД 2 типа происходит нарушение регуляции
eNOS в связи, как минимум, с двумя факторами:
инсулинорезистентностью и гипергликемией. Ин-
сулин играет важную роль в функционировании
микрососудов, повышая экспрессию генов eNOS и
фактора роста эндотелия сосудов VGEF в эндотели-
альных клетках, увеличивая плотность капиллярной
сети и усиливая NO-опосредованную вазодилата-
цию [4]. Резистентность к инсулину обычно опреде-
ляется как снижение чувствительности к инсулину
или скорости реагирования на метаболическое дей-
ствие инсулина. В различных клетках здорового ор-
ганизма связывание инсулина с рецептором вызы-

вает его автофосфорилирование по тирозиновым
остаткам и последующее фосфорилирование суб-
страта инсулинового рецептора-1 (IRS-1), активи-
рующего затем Са2+-независимый сигнальный путь
фосфатидилинозитол-3-киназа/фосфоинозитид-
зависимая киназа-1/протеинкиназа B. Дальнейши-
ми событиями являются активация eNOS в эндоте-
лиальных клетках, транслокация транспортера глю-
козы GLUT4 в плазматическую мембрану, регуля-
ция синтеза гликогена, белков, липидов и
потребления глюкозы [179–181]. В клетках разных
тканей существуют особенности действия инсули-
на, регуляции транспорта глюкозы и метаболизма.
Следует отметить, что в эндотелии сигнальный путь
фосфатидилинозитол-3-киназа/протеинкиназа B
обеспечивает вазодилатацию и плейотропное дей-
ствие инсулина на метаболизм. Инсулин через сиг-
нальный путь Sos/Ras/Raf/MAPK (Sos – адаптер-
ный белок (Son of sevenless), Ras – малая ГТФаза се-
мейства протоонкогенов Ras (Retrovirus associated
DNA sequences), Raf – серин/треониновая протеин-
киназа семейства протоонкогенов Raf (Rapidly accel-
erated fibrosarcoma), MAPK – митогенактивируемая
протеинкиназа (mitogen activated protein kinase)) ак-
тивирует продукцию эндотелина-1, молекул адгезии
(VCAM-1 и E-селектина), что ведет к вазоконстрик-
ции, регулирует экспрессию генов, пролиферацию и
рост клеток [179–181]. У мышей, находящихся на
высокожировом рационе, наблюдались гипертензия
и сосудистая дисфункция не в результате дефектной
передачи сигналов с рецептора инсулина через
ПКВ, а из-за опосредованного свободными жирны-
ми кислотами уменьшения уровня фосфорилирова-
ния eNOS.

Устойчивость эндотелия к инсулину обычно
сопровождается подавлением фосфатидилинози-
тол-3-киназа/NO-сигнального пути и усилением
или сохранением интактного состояния сигнали-
зации MAPK/эндотелин-1 [182, 183]. Так, в эндо-
телиальных клетках подкожных микрососудов,
полученных из малых биопсий больных СД 2 ти-
па, выявлено увеличение фосфорилирования
ERK1/2 и повышение уровня экспрессии мРНК
эндотелина-1, действием которого можно объяс-
нить избыточную активацию MAPK (ERK1/2),
наблюдаемую у больных [184]. 

ПАТОФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ ФАКТОРЫ 
РАЗВИТИЯ УСТОЙЧИВОСТИ К ИНСУЛИНУ

Считается, что причинами развития устойчиво-
сти к инсулину являются липотоксичность, глюко-
зотоксичность, воспалительный статус, дисфунк-
ция митохондрий, стресс эндоплазматического ре-
тикулума, гиперинсулинемия на ранних стадиях СД
2 типа, а в некоторых случаях – понижение экспрес-
сии рецептора инсулина или мутации [185–188]. К
основным механизмам устойчивости к инсулину в
разных тканях относят дефект числа рецепторов ин-
сулина и нарушение трансдукции сигнала от рецеп-
тора к PI3K и нижележащим мишеням [189]. Кроме
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того, причиной может быть нарушение фосфорили-
рования рецептора инсулина и сигнальных компо-
нентов вследствие активации Ser/Thr протеинкиназ
[190]. «Диабетогенные» факторы, особенно свобод-
ные жирные кислоты, воспалительные цитокины,
АФК, гиперинсулинемия, чрезмерно увеличивают
активность различных сериновых протеинкиназ,
регулирующих гомеостаз глюкозы, в том числе
N-концевой киназы c-Jun, изоформ протеинкина-
зы C, Rho-ассоциированной киназы [188, 191, 192].
Однако устойчивость к инсулину, как показано, яв-
ляется гетерогенным патологическим признаком,
возникающим по разным причинам в различных
тканях, но первичный механизм этого эффекта
включает единый путь инсулинорезистентности
[193]. Этот механизм остается малоисследованным в
микрососудах, и его роль в установлении внешних и
внутренних взаимосвязей между системами регуля-
ции кожного кровотока не изучена. В то же время
сосудистые осложнения – основная причина забо-
леваемости и смертности у больных СД, при этом
микрососудистые осложнения, такие как невропа-
тия, нефропатия и ретинопатия, способствуют зна-
чительному снижению качества жизни при СД 2 ти-
па [183]. Кровеносные сосуды страдают как от про-
грессирующего повреждения симпатических и
парасимпатических ганглиев, так и от прямого по-
вреждения эндотелиальных клеток. Последнее яв-
ляется результатом уменьшения биодоступности
NO вследствие повреждающего действия гипергли-
кемии на eNOS или на кальциевые каналы типа
TRPV-4, либо уменьшения биодоступности L-арги-
нина, субстрата eNOS. В качестве причины также
рассматривается окислительный стресс, возникаю-
щий вследствие избыточной продукции АФК как
эндотелиальными, так и циркулирующими иммун-
ными клетками. Образующийся при этом перокси-
нитрит служит дополнительным фактором повре-
ждения.

РОЛЬ АКТИВНЫХ ФОРМ КИСЛОРОДА 
В НАРУШЕНИИ ФУНКЦИЙ СОСУДОВ 

ПРИ ГИПЕРГЛИКЕМИИ
Источниками АФК в эндотелиальных клетках

считаются NADPH-оксидазы, дыхательная цепь
митохондрий, NOS, ксантиноксидазы, перокси-
дазы, циклооксигеназы и липоксигеназы [194–
196]. Центральная роль при этом принадлежит
NADPH-оксидазе, катализирующей образование
супероксид-анион-радикала, предшественника
других АФК. В нормальных условиях суперок-
сид-анион-радикал и продукт его дисмутации пе-
роксид водорода регулируют эндотелий-зависи-
мую релаксацию и сократимость гладких мышц
сосудов. При патологиях повышенная экспрес-
сия и активность NADPH-оксидазы приводит к
понижению уровня NO, ослаблению функций
эндотелия, значительному повышению сократи-
мости [196]. Включение в сигнальные схемы
обобщенного образа NADPH-оксидазы (NOX)

требует уточнения, так как в настоящее время в
эндотелии определено присутствие изоформ
NOX1, NOX2, NOX4 и NOX5 (имеет сайты связы-
вания Cа2+) с высокой степенью гомологии, ко-
торые отличаются по активационным механиз-
мам [196–201]. Например, в активации NOX4 не
участвуют цитоплазматические компоненты, она
имеет высокую конститутивную активность и
обеспечивает в сосудах базовую продукцию АФК,
а NOX5 отсутствует у грызунов. Активный ком-
плекс NADPH-оксидазы на основе NOX2 вклю-
чает мембранную субъединицу p22phox, цито-
плазматические субъединицы p47phox, p67phox,
p40phox и малый ГТФ-связывающий белок Rac1.
Наиболее интенсивно супероксидные радикалы
при активации NOX2 продуцируют полиморфно-
ядерные нейтрофильные гранулоциты (нейтро-
филы), к тому же они генерируют вторичные
окислители за счет активности миелопероксида-
зы. При сахарном диабете нейтрофилы, самая
многочисленная и крайне реактивная популяция
клеток крови, играют значительную роль в нару-
шении окислительно-восстановительного балан-
са, ведущего к окислительному стрессу [202]. 

В развитии CД 2 типа окислительный стресс иг-
рает важную роль: повышенный уровень АФК в
крови является важным патогенетическим факто-
ром, способствующим дисфункции эндотелия сосу-
дов и гладких мышечных клеток [42]. Образование
АФК, модифицирующих состояние сосудов в раз-
личных органах, является результатом активности
множества ферментов и биохимических путей как в
самих клетках, так и в клетках крови. Основные ис-
точники образования АФК при гипергликемии и
диабете – автоокисление глюкозы, полиольный
путь метаболизма глюкозы, образование конечных
продуктов гликирования, NADPH оксидазы, мито-
хондриальная электронная транспортная цепь, не-
сопряженная активность eNOS, ксантиноксидаза
[203–205]. Потенцирование эндогенной антиокси-
дантной системы и применение терапевтических
препаратов, понижающих уровень АФК, может
улучшать состояние сосудистой системы в условиях
гипергликемии [206]. В частности, бетаин, способ-
ствующий выработке глутатиона, ингибирует пато-
логическую неоваскуляризацию роговицы глаза
[207]. Благоприятное действие на состояние сосудов
оказывает также метформин, имеющий множе-
ственное терапевтическое действие при СД 2 типа, в
том числе в качестве антиоксиданта, осуществляя
прямой захват гидроксильного радикала, усиливая
активность глутатион редуктазы, каталазы и су-
пероксиддисмутазы и подавляя активность NA-
DPH-оксидазы [208]. NADPH-оксидаза является
мишенью гипергликемии, которая вызывает нару-
шения в механизмах активации фермента, связан-
ные с фагоцитозом и состоянием внутриклеточных
сигнальных систем, в том числе зависимых от Ca2+

[171]. Прямое окисление сульфгидрильных боковых
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цепей является основным механизмом модифика-
ции белков при действии АФК. Мишенями стано-
вятся каналы, рецепторные белки, малые G-белки,
ферменты. Так, H2O2 активирует TRP каналы в
культуре эндотелиальных клеток легочных микро-
сосудов человека и мыши [209]. Кроме того, в усло-
виях гипергликемии при СД 2 типа на фоне увели-
ченного уровня АФК и метаболического истощения
запасов антиоксидантов наблюдается повреждение
ДНК и изменение транскрипции генов. Сложная
взаимосвязь между метаболизмом и эпигенетиче-
скими изменениями может обеспечить концепту-
альную основу для понимания того, как патологиче-
ские стимулы управляют развитием осложнений
при СД 2 типа [210]. Исследования роли АФК в
этиологии СД 2 типа перспективны в значительной
степени для разработки фармацевтических препара-
тов на основе ингибиторов NOX [211]. Взаимодей-
ствие сигнальных путей, включающих активацию
кальциевого обмена и образование АФК, может ре-
ализоваться в виде синергизма кальциевых ответов
эндотелиальных клеток на вазоактивные агенты
[212]. Кроме того, АФК, генерируемые в гладкомы-
шечных клетках сосудов с участием NOX4 и NOX5,
могут создавать обратную связь [196, 213, 214]. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Сахарный диабет 2 типа сопровождается раз-

витием макро- и микрососудистых осложнений
[36, 37]. Гипергликемия, ключевая особенность
диабета, считается основным механизмом, созда-
ющим условия для возникновения микрососуди-
стых нарушений, являющихся основной причи-
ной развития ретинопатии, нефропатии, диабе-
тической кардиомиопатии и периферической
невропатии. Механизмы, способствующие раз-
витию диабетической микроангиопатии, включа-
ют окислительный стресс, нарушение регуляции
регенерации сосудов и функций клеток сосудов
(эндотелиальных, гладкомышечных и стромаль-
ных клеток, перицитов), а также иммунных кле-
ток, взаимодействующих с эндотелием. Эндоте-
лиальная дисфункция при СД характеризуется
ослаблением эндотелий-зависимой вазодилата-
ции и относительным преобладанием вазокон-
стрикции, гиперкоагуляцией и увеличением про-
ницаемости сосудистой стенки. Все это приводит
к нарушению кровотока в микрососудистой си-
стеме и развитию диабетических осложнений.
Поэтому в настоящее время актуален поиск эф-
фективных маркеров функционального состоя-
ния микрососудов для ранней диагностики со-
судистых нарушений. Анализ характерных
частотных режимов осцилляций кожного микро-
циркуляторного кровотока, формируемых под
влиянием нервной системы, легких, сердца и эн-
дотелия сосудов (рис. 1), может внести значи-
тельный вклад в решение этой проблемы. Симпа-
то-вагальный баланс с участием эндогенных ва-
зоактивных агентов обуславливает центральный

и локальный механизмы регуляции кожного кро-
вотока и влияет на взаимосвязи регуляторных си-
стем. Однако связи между интегральными харак-
теристиками микроциркуляторного кровотока и
процессами их регуляции, включающими харак-
терные режимы осцилляций концентраций вне-
и внутриклеточных сигнальных посредников
(Ca2+, NO, АФК и другие), остаются малоиссле-
дованными как в норме, так и при патологиях. В
изменение баланса внешних и внутренних связей
между процессами регуляции кожной микроге-
модинамики в норме и при СД 2 типа вносят
вклад компоненты основных сигнальных путей в
эндотелиальных клетках при регуляторном воз-
действии лейкоцитов крови. Хотя сигнализация в
самих эндотелиальных клетках и при их взаимо-
действии с гладкомышечными клетками изучена
довольно подробно, обращает на себя внимание
то, что схемы сигнальных событий построены с
включением результатов, полученных преимуще-
ственно на крупных сосудах. Однако требуется
большая осторожность при экстраполяции зако-
номерностей, полученных на эндотелиальных
клетках макрососудов, на микрососуды разнооб-
разных тканей и органов. Ограничение наклады-
вает то, что, несмотря на общее мезодермальное
происхождение, они имеют фенотипическую,
структурную и функциональную гетерогенность
[215–218], а экспрессия генов и их продуктов в
клетках, адаптированных к условиям культиви-
рования, и в нативных эндотелиальных клетках
может различаться вследствие различного ло-
кального микроокружения и эпигенетической
модификации [159, 217, 218]. Кроме того, нет од-
нозначного понимания соответствия молекуляр-
но-клеточных механизмов интегральным пара-
метрам микроциркуляторного кровотока. Необ-
ходимы комплексные исследования на целом
организме и на культивируемых клетках, чтобы
создать основу для понимания молекулярно-кле-
точных механизмов регуляции ритмических про-
цессов кровотока в микроциркуляторном русле
кожи человека, а также оценить роль внутрикле-
точных мишеней вазоактивных воздействий в
формировании колебаний периферического кро-
вотока и его модуляции при СД 2 типа. Развитие
представлений о внутренних и внешних связях
между процессами регуляции микроциркулятор-
ного кровотока может дать основание для их рас-
смотрения в качестве надежных неинвазивных
биомаркеров функционального состояния сер-
дечно-сосудистой системы при патологических
изменениях в организме человека.
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Рис. 1. Схема взаимосвязей в регуляции колебаний кожного кровотока у человека и животных. Белые стрелки
указывают на изменения активности ферментов или количества метаболитов при сахарном диабете 2 типа; черные
стрелки показывают направление передачи регуляторного сигнала.
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 Skin Microhemodynamics and Its Regulatory Mechanisms in Type 2 Diabetes Mellitus

 I.V. Tikhonova, A.A. Grinevich, A.V. Tankanag, and V.G. Safronova

Institute of Cell Biophysics, Russian Academy of Sciences, Institutskaya ul. 3, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

The paper presents modern concepts of peripheral microhemodynamics, approaches to the analysis of skin
blood f low oscillations and their diagnostic significance. This study includes analysis of the disturbances in
skin microhemodynamics in type 2 diabetes mellitus and proposes an algorithm to understand the occurrence
of these disturbances in terms of relationships between external and internal factors that control skin blood
flow, based on a comparison of relationships in normal and pathological conditions, as well as creating
models of pathologies using animals. The factors and mechanisms of vasomotor regulation, including recep-
tors and signaling events in endothelial and smooth muscle cells considered as model of microvessels, are dis-
cussed. Attention is drawn to the disorders of Ca2+-dependent regulation of coupling between vascular cells
and NO-dependent regulation of vasodilation in diabetes mellitus. The main mechanisms of insulin resis-
tance in type 2 diabetes mellitus may occur due to defects in insulin binding caused by reduced receptor num-
ber and impaired signal transduction from the receptor to PI3K and downstream targets. Reactive oxygen
species play an important role in vascular dysfunction in hyperglycemia. It is supposed that the studied mo-
lecular-cellular mechanisms that regulate microhemodynamics are involved in the formation of skin blood
flow oscillations. The parameters of skin microcirculation can be used as diagnostic and prognostic markers
for assessing the state of the organism.

Keywords: microcirculation, type 2 diabetes mellitus, amplitude-frequency analysis, endothelium receptors, vaso-
active factors, signaling
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Электрохимическим методом мультисенсорной инверсионной вольтамперометрии изучена воз-
можность определения в слезной жидкости ряда противоглаукомных препаратов (арутимола, пило-
карпина, трусопта и др.). Показано, что метод эффективен для определения указанных препаратов.
Рассмотрена динамика изменения их концентрации во времени. Таким образом, расширен список
органических веществ, которые могут определяться методом мультисенсорной инверсионной
вольтамперометрии.
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Глаукома – одна из наиболее тяжелых форм
офтальмопатологии, занимающая лидирующее
место после катаракты среди причин слепоты и
слабовидения населения Земли. До сих пор не су-
ществует эффективных методов лечения глауко-
мы, можно говорить только о более или менее
удовлетворяющих методиках, как минимум при-
останавливающих дальнейшее развитие заболе-
вания.

В Российской Федерации в нозологической
структуре слепоты и слабовидения доля глаукомы
составляет 29%. Распространенность глаукомы
среди населения России за последние годы вы-
росла в 2,8 раза [1]. Глаукома занимает первое ме-
сто в структуре первичной инвалидности по зре-
нию в большинстве регионов Российской Феде-
рации. 

На практике используется большое число про-
тивоглаукомных препаратов местного примене-
ния, различающихся по механизму действия. При

этом большинство из них ориентированы на сни-
жение уровня внутриглазного давления, как за
счет подавления продукции водянистой влаги,
так и за счет активизации оттока внутриглазной
жидкости из глаза. Для определения фармакоки-
нетики и эффективного использования исполь-
зующихся противоглаукомных препаратов суще-
ственна оценка динамики изменения их концен-
трации во времени после применения. С этой
целью вполне успешно может быть задействован
разработанный в Институте физической химии и
электрохимии им. А.Н. Фрумкина РАН (Москва)
метод мультисенсорной инверсионной вольтам-
перометрии [2, 3]. Этим методом определяется
изменение электрохимической активности кати-
онов металлов в растворе в результате их взаимо-
действия с органическими веществами. Метод
позволяет осуществлять идентификацию различ-
ных веществ на основании анализа характерных
изменений вольтамперных кривых, происходя-
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щих в результате введения различных веществ в
исходную тест-систему. На получаемых вольтам-
перограммах при этом фиксируются изменения
пиков токов растворения металлов, которые
можно определить для каждого металла тест-си-
стемы по отдельности или оценить изменение
всей вольтамперограммы интегрально. Измере-
ния проводят на одном индикаторном электроде,
что имеет большое преимущество по сравнению с
мультисенсорными методами, использующими
набор измерительных электродов.

Работоспособноcть и эффективность метода
экспресс-диагностики биологических объектов с
использованием мультисенсорной инверсион-
ной вольтамперометрии ранее была продемон-
стрирована нами пpи опpеделении некоторых
применяемых в офтальмологии анестетиков –
наропина, хирокаина и лидокаина [4], ропивака-
ина [5], а также ряда других офтальмологичеcких
пpепаpатов – визомитина [9], ланостерола и фен-
танила [10], в том числе противоглаукомного пре-
парата бетоптика и некоторых его дженериков
[11, 12].

В данной работе оценены возможности метода
мультисенсорной инверсионной вольтамперо-
метрии при анализе ряда широко применяемых
противоглаукомных препаратов (арутимола,
азопта, трусопта и др., см. табл. 1) по оценке
их содержания в слезной жидкости после инстил-
ляции.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Получение фоновой вольтамперограммы. На

планарные электроды производства ООО НПП
«Автоком» (Москва) наносили 50 мкл тест-систе-
мы, состоящей из 0.05 М КС1 и катионов метал-
лов (Zn2+, Cd2+, Рb2+, Со2+ и Hg2+, каждый в
концентрации 5∙10–5 М), затем снимали инверси-
онную вольтамперограмму при потенциале ка-
тодного осаждения металлов –1.55 В относитель-
но хлорсеребряного электрода с последующей
разверткой в анодную сторону до потенциала до
0.3 В. Полученная вольтамперограмма являлась
фоновой (рис. 1, кривая 1). 

Влияние слезной жидкости здоровых людей на
тест-систему. Для изучения влияния на тест-си-
стему слезной жидкости в конъюнктивальный
мешок глаза помещали диск диаметром 8 мм из
предварительно обработанного пористого мате-
риала (фильтровальной бумаги, которую предва-
рительно тщательно промывали в спирте и ди-
стиллированной воде и сушили при температуре
80ºС в течение трех часов). Через определенное
время (1 мин) этот бумажный диск извлекали из
конъюнктивального мешка, помещали на элек-
трод с нанесенной на него тест-системой и сни-
мали вольтамперограмму при тех же условиях, в
которых получали фоновую вольтамперограмму.

На рис. 1 (кривая 2) показано влияние слезной
жидкости на усредненную вольтамперограмму,
полученную у десяти здоровых людей. Разброс
(ошибка) результатов для слезной жидкости со-
ставляет 12%.

Влияние исследуемых препаратов на тест-систе-
му. На планарные электроды фирмы «Автоком»
наносили 50 мкл тест-системы, снимали инвер-
сионную вольтамперограмму при потенциале ка-
тодного осаждения металлов минус 1.55 В отно-
сительно хлорсеребряного электрода с последую-
щей разверткой в анодную сторону потенциала до
0.3 В. Полученная вольтамперограмма  являлась
фоновой. Затем на электрод помещали 50 мкл
свежего раствора тест-системы и исследуемые
препараты в различной концентрации, после чего
снова регистрировали вольтамперограммы. 

Влияние исследуемых препаратов на слезную
жидкость. Исследуемые препараты по одной кап-
ле вносили в конъюктивальный мешок глаза и ту-
да же помещали диск диаметром 8 мм из предва-
рительно обработанного пористого материала
(фильтровальная бумага). Через определенное
время бумажный диск извлекали из конъюнкти-
вального мешка и помещали на электрод с нане-
сенной на него тест-системой (50 мкл). Измере-
ния проводили через 3 мин, 1 ч, далее через каж-
дый час в течение шести часов после
инстилляции препаратов.

РЕЗУЛЬТАТЫ

Взаимодействие исследуемых препаратов с тест-
системой. На рис. 1 (кривые 3–6) показаны вольт-
амперограммы, полученные для трусопта в раз-
личных концентрациях in vitro. Можно видеть,
что в присутствии трусопта токи ионов металлов,
входящих в тест-систему, изменяются в разной
степени в зависимости от концентрации трусоп-
та: с ростом концентрации ток иона ртути возрас-
тает, а у остальных металлов – уменьшается. 

На рис. 2 и 3 приведены аналогичные данные
соответственно для арутимола и пилокарпина. 

Так как в препарате дорзопт основное действу-
ющее вещество является тем же, что и в трусопте,
влияние дорзопта на тест-систему аналогично
влиянию трусопта и на отдельном рисунке не
приводится. Также не приводится соответствую-
щий рисунок для азопта, поскольку его действую-
щее вещество– бринзоламид – влияет на тест-си-
стему аналогично дорзоламиду.

Результаты по влиянию всех исследованных
противоглаукомных препаратов на тест-систему
приведены в табл. 1. 

Видно, что с увеличением концентрации пре-
паратов заметно уменьшаются токи свинца, кад-
мия и кобальта. Токи цинка, меди и ртути изме-
няются менее существенно.
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Таким образом, метод мультисенсорной ин-
версионной вольтамперометрии может быть эф-
фективным при определении в тест-системе ис-
следованных противоглаукомных препаратов.

Поведение исследуемых препаратов в слезной
жидкости в зависимости от времени после их ин-
стилляции. Влияние слезной жидкости на тест-
систему через 6 ч после инстилляции исследован-
ных противоглаукомных препаратов показано в
табл. 3. Так, при воздействии как арутимола, так
и трусопта токи растворения металлов изменяют-
ся несущественно, откуда следует, что концен-
трации арутимола и трусопта в слезной жидкости
в течение 6 ч также не меняются. Следовательно,

все перечисленные препараты через 6 ч после ин-
стилляции продолжают оказывать действие на
слезную жидкость. Что касается пилокарпина, то
из рис. 4а (кривая 2) следует, что через 6 ч после
инстилляции его действие на тест-систему осла-
бевает, в отличие от арутимола и трусопта
(рис. 4б,в).

Данные о влиянии слезной жидкости на тест-
систему через 12 ч после инстилляции препаратов
приведены в табл. 4. Видно, что влияние препара-
тов трусопта, дорзопта, азопта, арутимола и фо-
тила на тест-систему даже через 12 ч после ин-
стилляции все еще достаточно велико. Следова-
тельно, препараты достаточно устойчивы во

Рис. 1. Инверсионные вольтамперограммы тест-системы с трусоптом в различной концентрации: 1 – тест-система,
2 – слезная жидкость здоровых людей, 3 – 10%, 4 – 12%, 5 – 25%, 6 – 30%.

Таблица 1. Исследованные противоглаукомные препараты
№ Препарат Активное вещество
1 Арутимол 

(Франция)
Тимолола гидромалеат 

2 Тимолол 
(Московский эндокринный завод)

Тимолола малеат

3 Трусопт
(Франция)

Дорзоламида гидрохлорид 

4 Азопт
(Бельгия)

Бринзоламид

5 Дорзопт
(Румыния)

Дорзоламида гидрохлорид 

6 Пилокарпин (Россия) Пилокарпина гидрохлорид 

7 Фотил
(Россия)

Пилокарпина гидрохлорид, тимолола малеат, 
бензалкония хлорид 
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времени и через 12 ч после инстилляции продол-
жают оказывать действие на слезную жидкость и
глазную поверхность.

Как видно из табл. 3 и 4, разные группы препа-
ратов оказывают неодинаковое влияние на раз-
ные металлы, входящие в состав тест-системы.
Например, препараты арутимол и тимолол ока-
зывают достаточно сильное влияние на такие ме-
таллы как кобальт, медь и кадмий. Препараты
трусопт, дорзопт и азопт увеличивают пик тока
ртути, но уменьшают пики токов цинка. Поэтому
говорить о более сильном влиянии одной из

групп препаратов на тест-систему по сравнению с
другой группой препаратов нельзя, так как это
требует дополнительных исследований. Действие
препарата фотил обусловлено, вероятно, наличи-
ем двух активных компонентов – пилокарпина
гидрохлорида и тимолола малеата.

ВЫВОДЫ

1. Метод мультисенсорной инверсионной
вольт-амперометрии позволяет анализировать в
формате «Электронный язык» влияние

Рис. 2. Инверсионные вольтамперограммы тест-системы с арутимолом в различной концентрации: 1 – тест-система, 2 –
слезная жидкость здоровых людей, 3 – 10%, 4 – 12%, 5 – 25%.

Рис. 3. Инверсионные вольтамперограммы тест-системы с пилокарпином в различной концентрации: 1 – тест-система,
2 – слезная жидкость здоровых людей, 3 – 10%, 4 – 12%, 5 – 25%.
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Рис. 4. (а) – Влияние слезной жидкости на тест-систему после инстилляции пилокарпина: 1 – тест-система, 2 – через 3 мин
после инстилляции, 3 – через 6 ч после инстилляции. (б) –Влияние слезной жидкости на тест-систему после инстилляции
арутимола: 1 – тест-система, 2 – через 6 ч после инстилляции. (в) – Влияние слезной жидкости на тест-систему после
инстилляции трусопта: 1 – тест-система, 2 – через 6 ч после инстилляции.



824

БИОФИЗИКА  том 67  № 4  2022

БАЛАШОВА и др.

Таблица 2. Влияние исследованных противоглаукомных препаратов на тест-систему 

Препарат Концентрация, % 
Пики токов растворения металлов, мкА

Zn Cd Pb Cu Co Hg
Фон – 16 45 58 32 40 80

Арутимол

10 20 48 60 20 30 80
12 15 40 45 15 25 75
25 15 25 30 10 15 85
30 15 15 20 5 7 85

Тимолол

10 19 49 60 20 30 77
12 16 42 44 15 23 78
25 15 26 30 10 15 84
30 15 15 22 5 7 85

Трусопт

10 20 40 50 15 20 75
12 20 43 55 12 15 80
25 21 50 60 10 15 85
30 22 50 63 10 13 90

Азопт

10 15 35 40 15 20 65
12 10 33 35 10 15 60
25 9 25 30 10 12 55
30 6 20 23 10 10 60

Дорзопт

10 20 40 50 15 20 75
12 20 43 55 12 15 80
25 21 50 60 10 15 85
30 22 50 63 10 13 90

Пилокарпин

10 3 34 48 20 28 56

12 15 60 62 36 38 85

25 20 65 70 30 35 90

30 25 65 72 25 30 95

Таблица 3. Влияние слезной жидкости на тест-систему через 6 ч после инстилляции исследованных
противоглаукомных препаратов 

Слезная жидкость
Пики токов растворения металлов, мкА

Zn Cd Pb Cu Co Hg

Тест-система 16 45 58.0 32 40.0 80.8

Здоровые люди 12 34.6 50.4 23.2 36 74.6

Больные глаукомой после инстилляции 
пилокарпина 22 40 50 20.3 30.1 75.5

Больные глаукомой после инстилляции 
трусопта 13 35.5 40.5 20.4 18.0 68.2

Больные глаукомой после инстилляции 
азопта 12 34 30 15 16 60

Больные глаукомой после инстилляции 
дорзопта 13 35 39 20 19 70

Больные глаукомой после инстилляции 
арутимола 12 31 42 19.5 20.0 65
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исследованных противоглаукомных препаратов
на слезную жидкость во времени.

2. Показано, что влияние препаратов трусопта,
дорзопта, азопта, арутимола и фотила на тест-
систему даже через 12 ч после инстилляции все
еще достаточно велико. Следовательно,
препараты достаточно устойчивы во времени и
через 12 ч после инстилляции продолжают
оказывать действие на слезную жидкость и
глазную поверхность.

3. Показано, что пилокарпин менее устойчив
во времени и через 6 часов после инстилляции его
влияние на слезную жидкость уменьшается.
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противоглаукомных препаратов 

Слезная жидкость
Пики токов растворения металлов, мкА

Zn Cd Pb Cu Co Hg

Тест-система 16 45 58.0 32 40.0 80.8

Здоровые люди 12 34.6 50.4 23.2 36 74.6

Больные глаукомой после инстилляции 
пилокарпина 22 40 50 20.3 30.1 75.5

Больные глаукомой после инстилляции 
трусопта 13 36 41 21 19 68

Больные глаукомой после инстилляции 
фотила 14 40 39 22 20 70

Больные глаукомой после инстилляции 
азопта 12 37 34 18 19 60
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дорзопта 13 36 39 20 19 70

Больные глаукомой после инстилляции 
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An electrochemical method for multisensory stripping voltammetry was used to explore whether it is appro-
priate for determination of anti-glaucoma drugs (arutimol, pilocarpine, trusopt, etc.) in tear f luid. It is shown
that this method is effective for determination of above drugs. The dynamics of changes in drug concentra-
tions over time was studied. As a result, the list of organic substances, that can be determined by the method
of multisensory stripping voltammetry, is expanded. 
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Одним из основных методов лечения сердечно-сосудистой патологии является хирургическая ре-
конструкция сосудов, в том числе с использованием протезов на основе полимерных материалов;
ведется разработка клинически приемлемого протеза малого диаметра. В данной работе протезы
кровеносных сосудов диаметром 1.2 мм были получены методом электроформования из ароматиче-
ского полиимида. Механические характеристики полученных протезов сравнимы с параметрами
нативных сосудов крыс и человека. Протезы были имплантированы в брюшную часть аорты крыс
на 1, 3 и 6 месяцев. В ходе эксперимента протезы проходимы, признаков образования аневризм и
гиперплазии интимы не наблюдается, случаи тромбоза не зафиксированы. Морфологическое ис-
следование показало образование на внутренней поверхности протеза неоинтимы, представленной
эндотелием и тонким субэндотелиальным слоем, и заключение протеза в соединительнотканную
капсулу. Протезы на основе нановолокон полиимида продемонстрировали высокую биосовмести-
мость и тромборезистентность, что позволяет рекомендовать дальнейшее их исследование в каче-
стве тканеинженерных сосудистых имплантатов.

Ключевые слова: тканевая инженерия, тканеинженерный сосудистый имплантат, полиимид, ПМ-
ДАДФЭ, электроформование.
DOI: 10.31857/S0006302922040226,  EDN: IVWSHU

По данным Всемирной организации здраво-
охранения заболевания сердечно-сосудистой си-
стемы занимают ведущую позицию среди причин
смерти в мире [1]. Одним из основных методов
лечения данной патологии, после медикаментоз-
ной терапии, является хирургическая рекон-
струкция сосудов – протезирование или шунти-
рование.

В качестве материала, замещающего нативный
сосуд, используют аутотрансплантаты или синте-
тические протезы. Забор аутоматериала сосуда
приводит к нарушениям кровоснабжения в тка-
ни-доноре и дополнительной травматизации па-
циента; также на отдаленных сроках наблюдается
дегенерация стенок аутотрансплантата. К тому же
в случае проведения повторных или множествен-
ных операций и наличия сопутствующих заболе-
ваний количество аутологичного оперативного

материала естественным образом ограничивается
[2].

Одной из главных проблем при пластике сосу-
дов с использованием синтетических протезов
остается протезирование артерий малого диамет-
ра: 6 мм и менее. Ввиду раннего тромбообразова-
ния, гиперплазии неоинтимы в районе анастомо-
зов и других факторов до настоящего времени не
разработан клинически приемлемый протез ма-
лого диаметра, ведется активный поиск новых
полимерных материалов и разработка методов
получения протезов [3, 4].

Протезы кровеносных сосудов из полимерных
материалов имеют ряд существенных преиму-
ществ перед аутологичными: позволяют исполь-
зовать все разнообразие искусственных и при-
родных материалов биомедицинского назначе-

УДК 57.089:616.1:677.494
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ния, варьировать механические характеристики и
функционализировать поверхность. В частности,
для задач тканевой инженерии сосудов применя-
ют протезы на основе биорезорбируемых и нере-
зорбируемых трубчатых нетканых полимерных
матриц.

При использовании протезов из биорезорби-
руемых полимеров необходима сопряженность во
времени процессов биорезорбции и ремоделиро-
вания вновь формируемого сосуда, так как ухуд-
шение механических свойств протеза в процессе
резорбции приводит к гиперплазии неоинтимы,
возникновению аневризм, а также иммунному
ответу организма при высокой концентрации
продуктов резорбции. Протезы из нерезорбируе-
мых полимеров лишены части этих недостатков,
что в перспективе способствует быстрому и
эффективному восстановлению кровеносного
русла.

Одним из перспективных полимеров для полу-
чения матриц для протезирования кровеносных
сосудов является полиимид. Благодаря своим
механическим свойствам и биосовместимости
полиимидные материалы получили широкое
распространение в биомедицине в качестве ком-
понентов имплантируемых микроэлектронных
устройств, легочных мембран-оксигенаторов, си-
стем хранения клеток, пакетов для низкотемпе-
ратурного хранения крови [5, 6]. В эксперименте
in vitro было показано отсутствие цитотоксично-
сти ароматических полиимидов, что подтвержда-
ет перспективность использования этих материа-
лов в сосудистой хирургии [7].

Одним из перспективных методов получения
полимерных матриц, в том числе для сосудистых
протезов, является метод электроформования
(электроспиннинга), при котором из раствора
или расплава полимера в электрическом поле вы-
сокого напряжения получают нетканый матери-
ал, состоящий из микро- и нановолокон. В про-
цессе электроформования струя полимера с по-
мощью инжекторного насоса подается через
электрод-фильеру (иглу) в поле высокого напря-
жения, где в результате поляризации происходит
деление на микроструи, отвердевающие в про-
цессе дрейфа до принимающего электрода (кол-
лектора). Волокна, осаждающиеся на коллектор,
образуют волокнистый нетканый материал.
Матрицы, полученные этим методом из биосов-
местимых полимеров, обладают пористой струк-
турой, способствующей интеграции полученных
на их основе протезов в организм реципиента, и
стабильными деформационно-механическими
свойствами в течение длительного времени [8].

Целью данной работы является исследование
биосовместимости in vivo нетканой матрицы, по-
лученной методом электроформования из арома-
тического полиимида, для оценки возможности

ее использования в качестве тканеинженерного
сосудистого протеза.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Традиционный способ получения пленочных
и волокнистых полиимидных материалов из рас-
творов полиамидокислоты обладает рядом недо-
статков, среди которых необходимость использо-
вания токсичных растворителей, нестабильность
растворов во времени и высокая температура
имидизации – реакции циклизации полиамидо-
кислоты до химически инертного полиимида [7].
В данной работе использованы более стабильные
водорастворимые соли полиамидокислоты с по-
ниженной температурой имидизации [9].

Получение материала. Для получения трубча-
тых пористых матриц использовали триэтилам-
монийную соль полиамидокислоты на основе пи-
ромеллитового диангидрида и 4,4'-диаминодифе-
нилового эфира (Sigma-Aldrich, Германия),
растворенную в смеси этилового спирта и воды в
соотношении 70/30 масс. %. Растворы соли поли-
амидокислоты с весовой концентрацией 10% пе-
ремешивали в течение 24 ч при комнатной темпе-
ратуре.

Матрицы получали методом электроформова-
ния на установке Nanon-01A (Mecc Co., Япония).
Раствор полимера подавали через электрод-фи-
льеру в электрическое поле высокого напряже-
ния (25–30 кВ) с объемным расходом 0.5–
1.0 мл/ч. Осаждение волокон происходило на ци-
линдрическом металлическом электроде диамет-
ром 1.2 мм, вращающемся со скоростью
2500 об/мин на расстоянии 150 мм от фильеры.
Матрицы далее подвергали термической имиди-
зации в фиксированном на электроде состоянии
в воздушной среде (нагрев до 250°C в течение 3 ч,
выдерживание при 250°C в течение 30 мин). Пол-
ноту прохождения реакции циклизации поли-
амидокислоты и удаления триэтиламина (рис. 1)
контролировали методом инфракрасной спек-
троскопии.

Микроструктуру полученных протезов изуча-
ли методом сканирующей электронной микро-
скопии в режиме регистрации вторичных элек-
тронов (Supra 55VP, Carl Zeiss, Германия) с
предварительным нанесением платинового про-
водящего слоя. По микрофотографиям оценива-
ли средний диаметр полученных волокон и по-
верхностную пористость материала.

Механические характеристики трубчатых про-
тезов длиной 20 мм исследовали с помощью уни-
версальной испытательной машины Instron 5943
(Instron, Великобритания). Регистрировали зави-
симость механического напряжения от деформа-
ции при растяжении матриц со скоростью



БИОФИЗИКА  том 67  № 4  2022

НЕТКАНЫЕ СОСУДИСТЫЕ ПРОТЕЗЫ МАЛОГО ДИАМЕТРА 829

10 мм/мин, вычисляли модуль упругости, проч-
ность на разрыв и удлинение до разрыва.

Эксперименты на животных. В эксперименте
in vivo использовали девять трехмесячных самцов
крыс Wistar массой 200–250 г (питомник «Раппо-
лово», Ленинградская обл.). Животных опериро-
вали под общей анестезией: 0.1 мл Zoletil 100 (рас-
творенного в 20 мл физиологического раствора) и
0.0125 мл Rometar (20 мг/мл) на 0.1 кг массы тела
интраперитонеально, однократно. Выполняли
Y-образную лапаротомию, проводили мобилиза-
цию инфраренального отдела аорты и ее протези-
рование матрицей с наложением восьми швов на
каждый анастомоз. Использовали атравматиче-
ские иглы с нитью Prolen 9-0. Антикоагулянты и
дезагреганты не использовали. Проходимость со-
судов оценивали классической методикой [10].
Операционную рану брюшной стенки послойно
ушивали атравматическими иглами с нитью Pro-
len 4-0. В динамике оценивали общее состояние
животных, цвет и температуру кожных покровов
задних конечностей, двигательную активность.

Морфологическое исследование. Животных
выводили из опыта через один, три и шесть меся-
цев. Оценивали проходимость аорты, состояние
протеза и его морфологию. Для этого протезы с
фрагментами нативной аорты иссекали и фикси-
ровали в 10%-м нейтральном формалине на фос-
фатном буфере (рН 7.4) не менее 24 ч, далее об-
разцы обезвоживали в серии растворов этанола
возрастающей концентрации и заключали в пара-
финовые блоки по стандартной гистологической
методике. Парафиновые срезы толщиной 5 мкм
готовили с помощью микротома Accu-Cut SRT
200 (Sakura, Япония), окрашивали гематоксили-

ном Майера и эозином («Биовитрум», Россия).
Для визуализации коллагена соединительной
ткани использовали окраску по методу Маллори
(реактивы от «Биовитрум», Россия). Микроско-
пический анализ препаратов с поперечным сече-
нием протеза проводили на световом микроскопе
Leica DM750 (Leica, Германия), используя окуляр
с увеличением 10× и объективы с увеличением 4,
10 и 40×. Запись цифровых изображений выпол-
няли с помощью фотокамеры ICC50 (Leica, Гер-
мания).

РЕЗУЛЬТАТЫ
Физико-механические параметры трубчатых

протезов зависят от условий процесса электро-
формования (продолжительности, рабочего на-
пряжения, расстояния между электродами и др.).
В данной работе использовали матрицы с толщи-
ной стенки от 250 до 350 мкм. По данным, полу-
ченным с помощью сканирующей электронной
микроскопии (рис. 2), средний диаметр волокон
и средний размер пор в поверхностном слое мате-
риала составляют соответственно 0.6 ± 0.2 мкм и
5.5 ± 1.5 мкм, что сравнимо с линейными разме-
рами клеток, следовательно, возможна миграция
клеток вглубь материала матрицы.

Прочность и модуль упругости полученных
трубчатых протезов сравнимы с параметрами на-
тивных сосудов крыс [11] и превосходят их для че-
ловека [12]. Модуль упругости составляет 14–
19 МПа (против 17 МПа для крыс и 1.0 МПа для
человека), а прочность на разрыв — 1.8–2.2 МПа
(против 2.3 МПа для крыс и 0.7 МПа для челове-
ка). Удлинение до разрыва для полиимидных
протезов также сравнимо с удлинением нативных

Рис. 1. Схема термической имидизации триэтиламмонийной соли полиамидокислоты с образованием полиимида. 
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Рис. 2. Микрофотографии поперечного среза полиимидного протеза. 

человеческих сосудов — 34% против 42% соответ-
ственно. Следует отметить, что протезы на основе
полиимидов демонстрируют меньшую проч-
ность, чем биорезорбируемые протезы сосудов
аналогичного строения [11, 13]. Это можно объяс-
нить необходимостью для биорезорбируемых
протезов иметь значительный запас прочности,
чтобы не допустить преждевременного разруше-
ния, так как в процессе резорбции механические
характеристики матрицы неизбежно ухудшаются.

Общее состояние и двигательная активность
крыс-реципиентов описанных протезов вплоть
до выведения из опыта не отличались от таковых
интактных животных.

Через месяц после имплантации все протезы
проходимы, аневризм не выявлено. Микроско-
пически в местах анастомозов наблюдается плав-
ный переход интимы нативного сосуда на протез
(рис. 3а–г). Большая часть неоинтимы представ-
лена эндотелием и тонким субэндотелиальным
слоем. Однако в одном из трех случаев определя-
ется участок с выраженным субэндотелиальным
слоем, представленным сформированными кол-
лагеновыми волокнами. На данном участке меж-
ду протезом и неоинтимой наблюдаются обшир-
ные кальцинаты. Между волокнами протеза вы-
является незначительное число клеток, в
основном макрофаги и фибробласты. Снаружи
протез покрыт соединительнотканной капсулой,
в которой расположены полнокровные сосуды.

Через три месяца после имплантации два из
трех протезов проходимы, аневризмы не выявле-
ны. На данном сроке эксперимента вся внутрен-
няя поверхность протеза выстлана неоинтимой,
представленной эндотелием и тонким субэндоте-
лиальным слоем. Весь объем стенки протеза засе-
лен умеренным числом фибробластов и макрофа-
гов. Между волокнами протеза определяются
тонкие коллагеновые волокна. Снаружи протезы
покрыты соединительнотканной капсулой с со-
судами. Среди клеток соединительнотканной

капсулы, помимо фибробластов, выявляются ги-
гантские многоядерные клетки инородных тел.

Через шесть месяцев после имплантации все
протезы проходимы, аневризмы не выявлены.
Микроскопически выраженная неоинтима пред-
ставлена в основном коллагеновыми волокнами
(рис. 3д,и). На границе между неоинтимой и мат-
рицей в двух из трех случаев располагаются выра-
женные кальцинаты. Весь объем стенки протеза
умеренно заселен фибробластами и макрофага-
ми. Соединительнотканная капсула, окружаю-
щая протезы, представлена зрелыми коллагено-
выми волокнами, в ней определяются полно-
кровные сосуды. На границе с внешней
поверхностью наблюдаются гигантские много-
ядерные клетки инородных тел.

ОБСУЖДЕНИЕ
Во всех экспериментах имплантация не сопро-

вождалась значимым кровотечением сквозь стен-
ку протеза или по линии анастомозов. На внут-
ренней поверхности протезов в короткие сроки
образуется сплошной монослой эндотелиальных
клеток, уменьшающий риск тромбообразования.
Гиперплазии интимы, сопутствующей развитию
ишемии, не наблюдается даже в районе анасто-
мозов, что является позитивным прогностиче-
ским признаком. Присутствие макрофагов и ги-
гантских многоядерных клеток инородных тел в
умеренном количестве говорит о средневыражен-
ной реакции макроорганизма на инородное тело,
что является проявлением типичной иммунной
реакции. Однако обращает на себя внимание по-
явление в ряде случаев кальцинатов на границе
между формирующейся неоинтимой и протезом в
районе анастомозов, возможной причиной кото-
рых может являться низкая скорость интеграции
(врастания) тканей нативного сосуда в стенку
протеза. Во всех экспериментах стенка сохраняла
целостность, признаки появления аневризм не
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выявлены, что свидетельствует о стабильности
упругих свойств материала.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Биосовместимость протезов на основе микро-
волокон ароматического полиимида обусловли-
вается не только химической инертностью по-
лимера, но и заключением протеза в соедини-

тельнотканную капсулу и формированием
неоинтимы на внутренней поверхности. Сохра-
нение проходимости сосуда в течение длительно-
го времени подтверждает тромборезистентность
обсуждаемых протезов.

Полученные результаты дают основание реко-
мендовать сосудистые протезы, полученные ме-
тодом электроформования из ароматического
полиимида, для дальнейшего их исследования в

Рис. 3. Гистологические срезы полиимидных протезов: (а), (б), (в), (г) – через месяц после имплантации; (д), (е) – через
шесть месяцев после имплантации. (а), (б), (д), (е) – Окраска гематоксилином и эозином; (в), (г) – окраска по методу
Маллори. Увеличение общее: (а), (б), (д) – 4×; (в) – 10×; (г), (е) – 40×.
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качестве тканеинженерного сосудистого имплан-
тата.

ФИНАНСИРОВАНИЕ РАБОТЫ

Работа выполнена при финансовой поддержке
Российского научного фонда (проект № 19-
73-30003).

КОНФЛИКТ ИНТЕРЕСОВ

Авторы заявляют об отсутствии конфликта
интересов.

СОБЛЮДЕНИЕ ЭТИЧЕСКИХ СТАНДАРТОВ

Работа с животными выполнена в соответ-
ствии с правилами использования эксперимен-
тальных животных (согласно принципам Евро-
пейской конвенции, Страсбург, 1986 г. и Хель-
синской декларации Всемирной медицинской
ассоциации о гуманном обращении с животны-
ми, 1996 г.).

СПИСОК ЛИТЕРАТУРЫ

1. World Health Organization. Global Health Estimates
2016: Deaths by Cause, Age, Sex, by Country and by Re-

gion, 2000–2016 (2018). URL: https://www.who.int/
healthinfo/global_burden_disease/estimates/en/

2. Г. И. Попов, П. В. Попрядухин, Г. Ю. Юкина и др.,
Цитология, 62 (1), 38 (2020).

3. P. C. Begovac, R. C. Thomson, J. L. Fisher, et al., Eur.
J. Vasc. Endovasc. Surg., 25 (5), 432 (2003).

4. N. K. Awad, H. Niu, U. Ali, et al., Membranes (Basel),
8 (1), 1 (2018).

5. R. D. Rusu, M. D. Damaceanu, and P. C. Constantin,
Intelligent Polymers for Nanomedicine and Biotechnolo-
gies, Ed. by M. Aflori (Taylor & Francis, Boca Raton,
2018).

6. D. Serbezeanu, T. Vlad-Bubulac, D. Rusu, et al., Ma-
terials (Basel), 12 (19), 1 (2019).

7. P. Starr, C. M. Agrawal, and S. Bailey, J. Biomed. Ma-
ter. Res. Part A, 104 (2), 406 (2016).

8. W. Lu, J. Sun, and X. Jiang, J. Mater. Chem. B, 2 (17),
2369 (2014).

9. V. M. Svetlichnyi, G. V. Vaganov, L. A. Myagkova,
et al., Russ. J. Appl. Chem., 93 (1), 35 (2020).

10. R. Acland, Surgery, 72 (5), 744 (1972).
11. P. V Popryadukhin, G. I. Popov, G. Y. Yukina, et al.,

Int. J. Biomater., 2017, 1 (2017).
12. П. И. Бегун и П. Н. Афонин, Моделирование в био-

механике, под ред. Л. А. Савина (Высшая школа,
М., 2004).

13. В. Н. Александров, А. В. Кривенцов, Е. В. Михай-
лова и др., Вестн. Рос. воен.-мед. академии, 2 (58),
120 (2017).

 Small Diameter Nonwoven Vascular Prostheses 
Based on Aromatic Polyimide Nanofibers

 A.E. Chiriateva*, N.A. Zavrazhnykh*, P.V. Popryadukhin*, **, G.Yu. Yukina*, ***, 
A.V. Kriventsov****, E.M. Ivankova**, and V.E. Yudin*, **

*Peter the Great St. Petersburg State Polytechnic University, Polytechnicheskaya ul. 29, Saint Petersburg, 195251 Russia

**Institute of Macromolecular Compounds, Russian Academy of Sciences, Bolshoy prosp. 31, Saint Petersburg, 199004 Russia

***Pavlov First St. Petersburg State Medical University, ul. L'va Tolstogo 6-8, Saint Petersburg, 197022 Russia

****Kirov Military Medical Academy, ul. Akademika Lebedeva 6, Saint Petersburg, 194044 Russia

One of the main methods of treating cardiovascular pathology is surgical reconstruction of blood vessels, in-
cluding the use of polymer-based prostheses; a clinically acceptable small diameter prosthesis is under devel-
opment. In this work, vascular prostheses with a diameter of 1.2 mm were fabricated by electrospinning of
aromatic polyimide. The mechanical characteristics of new prostheses were comparable to the parameters of
native vessels in rats and humans. The prostheses were implanted into the abdominal aorta of rats for 1, 3 and
6 months. During the experiment, the prostheses were permeable; no signs of aneurysm or intimal hyperpla-
sia were observed, there were no symptoms of thrombosis. Morphological analysis showed the formation of
neointima with endothelium and thin subendothelial layer on the inner surface of the prostheses, and the for-
mation of connective tissue encapsulating the prostheses. Prostheses based on polyimide nanofibers have
demonstrated high biocompatibility and thromboresistance, thereby prompting further research exploring
polyimide nanofibers-based prostheses as tissue-engineered vascular implants.

Keywords: tissue engineering, tissue-engineered vascular implants, polyimide, PM-ODA, electrospinning


