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КОНФОРМАЦИОННЫЕ АСПЕКТЫ ФОРМИРОВАНИЯ СТРУКТУР 
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СВЯЗЬ КОНФОРМАЦИОННОЙ СТАБИЛЬНОСТИ/ЛАБИЛЬНОСТИ 
С ТИПОМ β-ИЗГИБОВ
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Для оценки характера связи между интегральной конформационной стабильностью тетрапептидов
и главными типами β-изгибов (также являющихся тетрапептидами) рассчитаны спектр-диаграм-
мы, асимметрия распределения конформационно-стабильных и конформационно-нестабильных
тетрапептидов. Показано, что β-изгибы типов I', II и II' состоят, в основном, конформационно-ла-
бильных пептидов, что согласуется с контекстно-предопределенным характером их структуры. По-
скольку, как мы показали ранее, в этом случае конформация навязывается внешними условиями
(конкретно, замыканием цикла), превалирование конформационно-лабильных пептидов облегча-
ет формирование структуры за счет внешних факторов. Тип I β-изгиба представляет собой исклю-
чение: в нем пептиды с разной конформационной лабильностью распределены достаточно равно-
мерно. Можно предположить, что формирование β-изгиба I-го типа не является контекстно-обу-
словленным.

Ключевые слова: конформационно стабильные/лабильные сегменты белка, локальная структура белка,
конформационный анализ, β-изгибы, статистический анализ, молекулярная динамика.

DOI: 10.31857/S0006302923010015, EDN: NYMYUD

Общие представления о β-изгибах сводятся к
тому, что это – типовой структурный элемент
белка, представляющий интерес как сам по себе,
так и в качестве составной части определенного
уровня иерархии структуры белка. Эта иерархия,
вообще говоря, не может не отражать процесса
складывания белка в глобулу (так называемый
фолдинг) и комплексы глобул. Значение пробле-
мы β-изгибов подчеркивается тем обстоятель-
ством, что в некоторых белках их доля достигает
80%, т.е. они встречаются чаще α-спиралей и β-тя-
жей. По оценке, сделанной в работе [1], каждый
четвертый остаток входит в состав β-изгиба. Зача-
стую β-изгибы являются компонентом более
сложного структурного элемента, прежде всего
так называемых β-шпилек [2, 3]. 

Для β-изгиба характерна четко очерченная ло-
кальная структура (иначе говоря, определенный
тип вторичной структуры), причем определенно-
го размера. В отличие от α-спирали, β-структуры
или левой спирали PPII (при исследовании кото-
рых встает вопрос об их длине и о критериях, ис-
пользуемых для определения длины), длина β-из-
гиба – строго четыре аминокислотных остатка.
Важно и то, что β-изгиб – небольшой структур-
ный мотив, конформация которого определяется
малым числом степеней свободы, что делает воз-
можным применение переборных алгоритмов.
Среди структурных функций β-изгиба самая оче-
видная связана с изменением хода полипептид-
ной цепи на обратный, что отражено в альтерна-
тивном названии β-изгиба – «обратный поворот»
(reverse turn). Такого рода изменение хода поли-
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ТОPШИН и др.

пептидной цепи способствует ее компактизации
и формированию белковой глобулы. 

Таким образом, доля β-изгибов в белках доста-
точно велика, их структурное и функциональное
значение вполне очевидно. Между тем в имею-
щихся представлениях о β-изгибах до сих пор
присутствуют существенные пробелы и противо-
речия. В частности, аннотация этих типов
локальной структуры и способы их прогнозиро-
вания, исходя из аминокислотной последова-
тельности, нуждаются в дальнейшем совершен-
ствовании. Действительно, хотя в прогнозирова-
нии β-изгибов наметился заметный прогресс, он
связан не с углублением наших представлений об
этом типе структуры, а с применением более эф-
фективных методов интеллектуального анализа
данных и так называемого машинного обучения
(метод поддерживающих векторов, сверточные
нейронные сети и др. [4, 5]). Дальнейший рост ка-
чества прогнозирования ограничен не только
трудностями в исходной аннотации β-изгибов, но
и тем, что фактически приходится решать две раз-
личные задачи: нахождение места β-изгиба в по-
липептидной цепи и определение типа изгиба.
Следует добавить, что чисто биоинформацион-
ный подход, при котором исследуется схожесть
аминокислотных последовательностей, имеет
ограниченную область применения. Дальнейшее
углубление понимания проблемы β-изгибов сле-
дует искать на пути анализа физико-химических
свойств этих локальных структур. 

Как для всего белка, так и для β-изгибов одной
из важнейших проблем является поиск взаимо-
связей между структурой изгибов, аминокислот-
ными последовательностями собственно β-изги-
бов («текст») и последовательностями фланкиру-
ющих областей, играющих роль «контекста». В
настоящей работе поставлена и получила посиль-
ное решение оригинальная задача о взаимосвязи
основных структурных черт конкретного типа β-
изгиба и конформационной подвижности/ла-
бильности составляющих его сегментов. Такая
взаимосвязь может дать возможность прогнози-
рования β-изгибов посредством оценки конфор-
мационной стабильности/лабильности его сег-
ментов. 

О КОНТЕКСТЕ β-ИЗГИБОВ 
В СТРУКТУРАХ БЕЛКОВ

Проблемы взаимосвязи структуры и последо-
вательности аминокислот, стабилизации струк-
туры, роли «текста» и «контекста» в случае β-из-
гибов сводятся к решению конкретных задач оп-
тимизации по геометрическим и энергетическим
критериям. Подчеркнем, что формирование всех
типов β-изгибов (а не только изгибов II' типа) со-
пряжено с преодолением стереохимических пре-
пятствий. Наличие таких стереохимических труд-

ностей становится очевидным, в частности, из
рассмотрения карт Рамачандрана для β-изгибов:
точки на картах для остатков i+1 и/или i+2 в изги-
бах сконцентрированы в запрещенных областях
карты Рамачандрана (см., например, работу [6]).
Более или менее «свободной» конформационной
картой характеризуется только β-изгиб типа I.
Возникает вопрос: каким образом β-изгиб приоб-
ретает конформацию, которая представляется
энергетически «напряженной»? Второй вопрос:
коль скоро энергетически «напряженная» струк-
тура уже образовалась, как компенсируется «не-
благоприятная» энергия, свойственная этой
структуре?

Ответ на первый вопрос был исследован на-
шим коллективом путем привлечения геометри-
ческих представлений об уменьшении числа не-
зависимых конформационных параметров в цик-
ле, образованном олигопептидом [7]. Вследствие
замыкания цикла (через водородную cвязь между
первым и последним остатками β-изгиба) число
независимых конформационных параметров
уменьшается наcтолько, что определение кон-
формации может быть сведено к чисто геометри-
ческому расчету. Такой геометрический анализ
был проведен в работе [8] для основных типов
β-изгибов c использованием независимых мето-
дов – оригинальной процедуры геометрии рас-
стояний (distance geometry) и процедуры перебо-
ра конформаций. Было продемонстрировано, что
число геометрически возможных конформаций в
этом случае сводится к двум: первое из найден-
ных решений совпадает с данными рентгено-
структурного анализа, а второе хотя и геометри-
чески корректно, но приходится на абсолютно за-
прещенные области карты Рамачандрана (т.е.
соответствует крайне выраженным стерическим
затруднениям). Таким образом, вследствие замы-
кания водородной связи образуется своеобраз-
ный «топологический замок» и этот фактор кон-
текста приводит к формированию конформации
β-изгиба.

Что касается ответа на второй вопрос, то оче-
видно, что даже при фиксированной геометрии
β-изгиба энергия соответствующей локальной
структуры не может быть слишком «неблагопри-
ятной», иначе произойдет кардинальная пере-
стройка и реализуется существенно иная структу-
ра. Наличие конформационно нестабильных сег-
ментов позволило бы неблагоприятной энергии
«рассосаться» по многим степеням свободы, и,
тем самым, «лишнее» напряжение было бы снято.
Включение конформационно лабильных сегмен-
тов увеличивает число степеней свободы и эф-
фекта цикла не наблюдается. Итак, сегменты с
вынужденной (навязанной) конформацией, взя-
тые сами по себе, a priori должны были бы быть
конформационно лабильными. 
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КОНФОРМАЦИОННАЯ СТАБИЛЬНОСТЬ
β-ИЗГИБОВ И КОНФИГУРАЦИИ 

ТЕТРАПЕПТИДОВ
В связи с изложенным мы пришли к необходи-

мости оценить конформационную стабильность
тетрапептидов, образующих β-изгибы, с помо-
щью разработанных нами ранее оценок конфор-
мационной лабильности/стабильности тетрапеп-
тидов (см. работу [9]). Напомним, что интерес к
β-изгибам как к особым фрагментам вторичной
структуры связан с тем, что, с одной стороны,
конформация β-изгиба может быть навязана кон-
текстом в структуре белка. С другой стороны,
имеющиеся алгоритмы прогнозирования β-изги-
бов позволяют успешно проводить такое прогно-
зирование (с аккуратностью распознавания 75–
82%) при рассмотрении достаточно небольшого
контекста в последовательностях вокруг β-изги-
бов (5–7 остатков). Поэтому представляет инте-
рес изучить, как именно соотносится наличие
структуры β-изгибов с конформационной ста-
бильностью/лабильностью составляющих их тет-
рапептидов («текстов») и фланкирующих обла-
стей («контекстов») и есть ли вообще такое соот-
ношение.

Как показано в нашей предыдущей работе по
мерам конформационной стабильности/лабиль-
ности s1-s5 [9], в файлах из банка данных PDB
найдено 122100 различных тетрапептидов, кото-
рые встречались не менее пяти раз в различных
структурах. При более редкой встречаемости пеп-
тидов (менее пяти случаев по всему банку данных
PDB) использование разработанных мер конфор-
мационной лабильности s1-s5, основанных на
сборе статистики конформаций, не вполне обос-
новано статистически. 

Нахождение в PDB всего 122100 из ~160000
комбинаторно возможных тетрапептидов указы-
вает, скорее всего, на особенности аминокислот-
ных последовательностей кристаллизуемых бел-
ков, которые составляют 90% от объема данных в
PDB (остальные 10% структур определены с при-
менением методов ЯМР или электронной микро-
скопии). В подтверждение этому можно отме-
тить, что частоты встречаемости одних и тех же
три- и тетрапептидов существенно разнятся в ба-
зах данных PDB и UNIPROT [10].

Для каждого из тетрапептидов, найденных в
файлах PDB, были вычислены меры конформа-
ционной лабильности s1-s5 [9]. Затем, для каждо-
го i-го тетрапептида была вычислена интеграль-
ная оценка конформационной стабильности bi по

формуле  где веса ωk для каждой

из мер конформационной лабильности sk опреде-
лялись так, чтобы значение bi произвольного тет-
рапептида лежало в диапазоне значений от 1 до 5

=
= ω

1,5
5- ( ),i k k

k

b s i

(1 – минимальная конформационная стабиль-
ность, 5 – максимальная конформационная ста-
бильность). 

В общем списке из 122100 тетрапептидов были
выделены тетрапептиды, для второго и третьего
остатков которых преимущественной конформа-
цией (т.е. конформацией, встречавшейся чаще
любой другой) являлся β-изгиб одного из четырех
типов (I, I', II, II'). Определения β-изгибов соот-
ветствовали критериям из работы [6]. Далее пред-
ставлены результаты анализа тетрапептидов, пре-
имущественной конформацией которых (более
50% конформаций из найденных в PDB для дан-
ного пептида) являлся один из четырех типов из-
гибов (I, I', II, II'). Таких тетрапетидов было най-
дено всего 64769.

Среди этих тетрапептидов с преимуществен-
ной конформацией в виде одного из типов β-из-
гибов наиболее часто встречались пептиды с β-
изгибом типа I, соответствующие (в большинстве
случаев) α-спиралям (в широком смысле, вклю-
чая спирали 3/10) или их «кэпирующим» фраг-
ментам (63770 тетрапептидов). Тетрапептиды,
наиболее частой конформацией которых являет-
ся β-изгиб других трех типов, встречались гораздо
реже: тип I' – 331 тетрапептид, тип II – 41 тетра-
пептид, тип II' – 627 тетрапептидов. Обращает на
себя внимание, что изгибу II', самому напряжен-
ному со стереохимической точки зрения, соот-
ветствует большее количество различных амино-
кислотных последовательностей тетрапептидов. 

Следует подчеркнуть, что приведенные выше
данные являются новыми, уникальными и не
имеющими мировых аналогов, так как относятся
не к частоте встречаемости конформаций (кото-
рая обычно представлена в имеющейся литерату-
ре), а к тетрапептидам (сегментам длиной четыре
аминокислоты с определенной последовательно-
стью), конформации которых преимущественно
ассоциированы с указанными выше типами изги-
бов, т.е. эти данные имеют отношение собствен-
но к «тексту», а не к «контексту» β-изгиба. 

Для анализа взаимоотношений между кон-
формационной стабильностью тетрапептидов и
β-изгибами четырех типов (I, I', II, II') использо-
вали: 1) – спектр-диаграммы значений bi; 2) – эм-
пирические функции распределения значений
интегральной оценки конформационной ста-
бильности bi: 3) – анализ распределения тетра-
пептидов, преимущественно соответствующих
β-изгибам между верхней и нижней частью обще-
го списка из 122100 тетрапептидов, упорядочен-
ного по убыванию значений bi. Все три независи-
мых метода анализа показали схожие результаты.

Спектр-диаграммы позволяют наглядно оце-
нить различия в частоте встречаемости пептидов
заданного типа (тип β-изгиба) при различных
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значениях bi. По оси абсцисс спектр-диаграммы
отложен ранк стабильности тетрапептида, вычис-
ляемый как порядковый номер значения bi в
списке тетрапептидов, упорядоченных по убыва-
нию значений bi. Визуальный анализ спектр-диа-
грамм значений bi показал, что конформационно
лабильные пептиды встречаются гораздо чаще
для трех типов изгибов – I', II, и особенно II'
(рис. 1).

Рассмотрим статистические оценки распреде-
ления пептидов с преимущественной конформа-
цией в виде β-изгибов по значениям bi. Анализ
конформационно-лабильных пептидов, которые
встречались гораздо чаще для трех типов изгибов
(I', II и II'), показал, что данные пептиды отли-

чались выраженным избытком глицина и сни-
женной встречаемостью аланина, глутамата,
фенилаланина, изолейцина, лизина, лейцина, ар-
гинина, валина (таблица). По сравнению с встре-
чаемостью аминокислот в среднем по банку
данных PDB, достоверными по критерию χ2 были
только различия для глицина, аланина, изолей-
цина, лейцина и валина. Конформационно
стабильные пептиды в этой подвыборке не пока-
зали достоверных различий в аминокислотном
составе.

Анализ эмпирических функций распределе-
ния значений bi (рис. 2) показал очевидные сме-
щения кривых эмпирических функций распреде-
ления. β-изгибов типов I', II и II' в сторону более

Рис. 1. Спектр-диаграммы значений bi β-изгибов. По оси абсцисс отложен ранк стабильности тетрапептида, вычисля-
емый как порядковый номер значения bi в списке тетрапептидов, упорядоченных по убыванию значений bi. Очевидна
большая частота встречаемости (более высокая плотность линий) конформационно лабильных пептидов для трех ти-
пов изгибов (I', II, II'). Спектр-диаграмма для изгиба типа I, очевидно, представляет собой равномерное распределе-
ние линий по всем значениям ранков. 
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низких значений bi, т.е. в сторону более конфор-
мационно-лабильных пептидов. Например, сред-
нее значение bi для изгиба типа I составило
2.4 ± 0.2 (среднее ± стандартное отклонение), а
для изгиба типа I', II' и II – 2.22 ± 0.2, 2.1 ± 0.15 и
2.05 ± 0.12 соответственно. 

Анализ распределения соответствующих β-из-
гибам тетрапептидов между верхней и нижней ча-
стью общего списка из 122100 тетрапептидов,
упорядоченного по убыванию значений bi, под-
твердил описанные выше результаты. Так, для из-
гибов типа I частота встречаемости в верхней и в
нижней половинах списка была практически
одинаковой (32955 пептидов в верхней части,
30785 – в нижней, т.е. частоты равны 0.548 и 0.512
соответственно). В случае трех других типов β-из-
гибов были отмечены статистически достоверные
различия в частотах встречаемости с преоблада-
нием конформационно лабильных пептидов: для
типа I' – 74 и 256 тетрапептидов, т.е. частоты от-
личались более чем в три раза (0.0012 и 0.0043);
для типа II – 3 и 37, частоты отличались на поря-
док (5∙10–5 и 6∙10–4); для типа II' – 65 и 555, часто-
ты отличались почти на порядок (0.0011 и 0.0092).
Эти различия для β-изгибов типов I', II и II' были

достоверны по критерию χ2 (P < 0.008 во всех трех
случаях).

Таким образом, результаты проведенного ана-
лиза показали, что среди β-изгибов типов I', II и
II' достоверно чаще встречаются конформацион-
но лабильные пептиды. Очевидно, что предлагае-
мые показатели конформационной лабильности
пептидов могут быть использованы в качестве до-
полнительной независимой информации в вы-
числительных схемах для распознавания β-изги-
бов этих типов по аминокислотным последова-
тельностям белков. Полученные данные
свидетельствуют о принципиальном различии в
структурообразовании типа I и остальных типов
β-изгибов. В отличие от трех остальных типов
β-изгибы I-го типа, по-видимому, не являются
конформационно зависимыми.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Основной результат работы заключается в
установлении уникальных свойств β-изгибов ти-
пов I', II и II' в аспекте аминокислотного «текста»
этих локальных структур белков. В отличие от них
β-изгиб типа I не проявляет выраженных особен-

Рис. 2. Эмпирические функции распределения значений интегральной оценки конформационной стабильности bi.

Таблица 1. Частоты встречаемости (в %) различных аминокислот в конформационно-лабильных мотивах

Выборка A C D E F G H I K L M N P Q R S T V W Y

Конформа-
ционно-ла-
бильные для 
типов I', II
и II’

3.1 3.4 6.9 3.8 3.6 24.5 4.6 2.5 3.9 2.5 3.3 6.2 4.9 4.1 3.8 5.3 4.2 2.5 3.1 4.0

Среднее по 
выборке из 
PDB

5.9 2.8 5.6 5.7 5.0 5.9 4.1 5.5 5.4 6.0 3.3 5.1 5.2 4.9 5.4 5.6 5.5 5.8 2.8 4.8
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ностей аминокислотного состава, в том числе в
смысле обогащенности конформационно-ла-
бильными последовательностями. Повышенная
конформационная лабильность тетрапептидов,
формирующих β-изгибы типов I', II и II', способ-
ствует смягчению стереохимических затрудне-
ний, характерных для наблюдаемых в экспери-
менте конформаций этих локальных структур. 
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 Conformational Aspects in the Formation of Structures of the Backbone of Polypeptide 
Chains in Proteins. Relationship between Conformational Stability/Lability and β-Turns 

 I.Yu. Torshin*, I.V. Filatov**, A.V. Batyanovskii***, K.V. Smirnov****, A.A. Anashkina****,
N.G. Esipova****, and V.G. Tumanyan**** 

*Dorodnicyn Computing Centre, Russian Academy of Sciences, ul. Vavilova 40, Moscow, 119333 Russia
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***Institute of Biophysics and Cell Engineering, National Academy of Sciences of Belarus,
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To assess the nature of the relationship between the integral conformational stability of tetrapeptides and the
main types of β-turns (which are also tetrapeptides), calculations were performed using spectrum diagrams
and asymmetry in the distribution of conformationally stable and unstable tetrapeptides. It was shown that
type I', II, and II' β-turns are comprised of predominantly conformationally labile peptides, that is  consistent
with the predetermined nature of their structure as described earlier. As previously shown in our study, in this
case the conformation is imposed by external conditions (namely the cycle closuring) and the prevalence of
conformationally labile peptides facilitates the formation of the structure by virtue of external factors. Type I
β-turn is an exception: peptides with different conformational lability are fairly evenly distributed. Most like-
ly, this indicates that the formation of the type I β-turn is not predetermined.

Keywords: conformational stable/labile segments of protein, local protein structure, conformational analysis,
β-turns, statistical analysis, molecular dynamics
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Изучена способность полиакрилата золота (аурумакрила) вызывать изменения в структуре ДНК
опухолевых клеток (на примере культуры клеток карциномы молочной железы человека MCF-7).
Установлено, что молекулярный механизм действия аурумакрила на опухолевые клетки связан с
индукцией однонитевых разрывов и сшивок в молекуле ДНК. Наряду с этим показана способность
аурумакрила снижать число спонтанных либо индуцированных облучением двухнитевых разрывов
ДНК в опухолевых клетках MCF-7. 

Ключевые слова: полиакрилат золота (аурумакрил), культура клеток MCF-7, однонитевые разрывы
ДНК, двухнитевые разрывы ДНК, сшивки ДНК. 
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Современные подходы к разработке и изуче-
нию новых противоопухолевых препаратов
включают в себя обязательное установление ми-
шеней, на которые направлено действие изучае-
мого соединения, а также механизмов этого дей-
ствия.

В последние годы внимание исследователей,
разрабатывающих инновационные подходы к ле-
карственному лечению злокачественных опухо-
лей, привлекают комплексные соединения благо-
родных металлов, в первую очередь, золотосодер-
жащие соединения, для многих из которых
установлена существенная цитотоксичность и
противоопухолевая активность, свидетельствую-
щие о перспективности изучения такого рода ве-
ществ в качестве лекарственных средств для лече-
ния злокачественных опухолей. В то же время
сведения о мишенях и механизмах действия этих
препаратов пока достаточно противоречивы, что
указывает на необходимость проведения иссле-
дований в данном направлении [1, 2]. 

Ранее нами было установлено, что, оригиналь-
ное золотосодержащее соединение – полиакри-
лат золота (аурумакрил) – представляющее собой
золотосодержащий полимер, оказывает выра-
женное цитотоксическое действие на культуры
клеток ряда опухолей человека in vitro и обладает
противоопухолевой активностью, зарегистриро-
ванной на нескольких штаммах перевиваемых
опухолей мышей in vivo [3–6]. 

Полученные результаты указывают на необхо-
димость исследования механизмов действия ау-
румакрила и установление мишеней, взаимодей-
ствие с которыми включает эти механизмы.

Одной из ключевых внутриклеточных мише-
ней, воздействие на которую может приводить к
гибели опухолевых клеток, является ДНК, что
подтверждает многолетний клинический опыт
использования алкилирующих противоопухоле-
вых препаратов, до сих пор входящих в арсенал
основных лекарственных средств, применяемых
для лечения разнообразных опухолей [7]. 

Известно, что в результате структурных повре-
ждений ДНК, могут возникать одно- и двухните-
вые разрывы ДНК, а также ДНК-сшивки, кото-
рые в случае отсутствия или дефектности репара-
ции этих повреждений ведут к гибели клетки. 

Целью настоящего исследования было изуче-
ние способности аурумакрила индуцировать раз-
рывы ДНК и образование ДНК-сшивок в опухо-
левых клетках (культура клеток карциномы мо-
лочной железы человека MCF-7).

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Препарат. Исследовавшийся препарат ауру-

макрила представляет собой неполную
золотую соль полиакриловой кислоты, содержа-
щую 8 массовых процентов (8 масс. %) ионов ме-
талла, отвечает общей формуле (–CH2–CH-

УДК 577.3
МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОФИЗИКА
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COOH–)n(–CH2CHCOOAuCl3H–)m, где n =
= 12000–35000, m = 1650–6650. Молекулярная
масса полимера составляет 100–300 кДа. ИК-
спектры препарата содержат полосы поглощения
карбоксильной и карбоксилатной групп при 1720
и 1570 см–1 соответственно. Субстанция препара-
та представляет собой стекловидные пластинки
золотистого цвета, хорошо растворимые в воде.
Оценка эффектов препарата in vitro проведена
при его применении в концентрациях, изменяю-
щихся в диапазоне от 1 до 1000 мкг/мл. 

Культура клеток. Эксперименты проведены с
использованием культуры клеток рецептор-по-
ложительной карциномы молочной железы чело-
века MCF-7, полученной из банка опухолей ФГ-
БУ НМИЦ онкологии им. Н.Н. Блохина.

Культивирование клеток проводили в стан-
дартной культуральной среде DMEM/F12 (Life
Technologies Thermo Fisher Scientific, США) с до-
бавлением 2 мM L-глутамина («ПанЭко», Рос-
сия), 100 ед/мл пенициллина, 100 мг/мл стрепто-
мицина («ПанЭко», Россия) и 10% FBS (Life
Technologies Thermo Fisher Scientific, США) пу-
тем термостатирования при 37°C в 5% CO2 (MCO-
18AC, Sanyo, Япония). В дальнейшем клетки сни-
мали с поверхности флаконов 0.25%-м раствором
трипсина-ЭДТА («ПанЭко», Россия) и пассиро-
вали с плотностью 200 кл/см2 в той же культу-
ральной среде. Пассирование клеток проводили
при достижении культурой 80–90% монослоя.
Замену среды осуществляли каждые четверо
суток. 

Экспериментальное изучение аурумакрила
проведено на клетках, находящихся в фазе экспо-
ненциального роста (плотность клеточной попу-
ляции ~70–80%). Клетки снимали с пластика
раствором трипсина-ЭДТА с последующей инак-
тивацией трипсина и отмывкой клеток в полной
среде. Клетки пассировали в 35 мм чашки Петри,
содержащие покровные стекла (SPL Lifesciences,
Южная Корея). Действие аурумакрила в различ-
ных концентрациях (1, 10, 100 и 1000 мкг/мл) изу-
чено при инкубации клеток с препаратом при
37°С в течение 1, 6 и 24 ч при параллельном инку-
бировании интактных клеток в качестве контроля
[8]. 

Анализ однонитевых разрывов ДНК. Для анали-
за однонитевых разрывов ДНК, индуцированных
аурумакрилом, использовали метод электрофо-
реза единичных клеток в щелочных условиях (ме-
тод ДНК-комет). Суспензию контрольных или
обработанных аурумакрилом клеток MCF-7 сме-
шивали с 1%-м раствором легкоплавкой агарозы
при 37.5°С (1:1) и наносили по 70 мкл на предмет-
ные стекла, предварительно покрытые 1%-м рас-
твором нормоплавкой агарозы, после чего на-
крывали покровным стеклом и выдерживали при

4°С в течение 10 мин. Затем в течение 60 мин
клетки подвергали лизису при 4°С (лизирующий
буфер: 2.5 моль/л NaCl, 20 ммоль/л трис-HCl,
100 ммоль/л Na2ЭДТА, 10% диметилсульфокси-
да, 1% Triton X100) и щелочному электрофорезу
(раствор для электрофореза: 300 ммоль/л NaOH,
1 ммоль/л Na2ЭДТА, рН >13; стабилизация по
напряжению – 0.75 В/см; 20 мин при 4°С) с даль-
нейшей нейтрализацией в течение 3–5 мин в
0.4 моль/л трис-HCl-буфере при 4°С. Для окрас-
ки ДНК использовали краситель акридиновый
оранжевый (2 мкг/мл в фосфатно-солевом буфе-
ре, рН 7.4). Визуализацию и документирование
ДНК-комет проводили на люминесцентном мик-
роскопе Eclipse Ni-U (Nikon, Япония), оснащен-
ном видеокамерой ProgRes CFcool (Jenoptik AG,
Германия). Для анализа и обработки микрофото-
изображений ДНК-комет использовали програм-
му CASP 1.2.2 (СASPlab, Польша).

Образование однонитевых разрывов в струк-
туре ДНК определяли по уровню миграции ДНК
в геле агарозы, используя показатель «процент
ДНК в хвосте ДНК-комет». Влияние аурумакри-
ла на образование однонитевых разрывов ДНК
оценивали, сравнивая показатель «процент ДНК
в хвосте ДНК-комет» в обработанных препаратом
золота клетках с аналогичным показателем в кон-
трольных клетках. Превышение этого показателя
в клетках, инкубированных с арумакрилом, по
сравнению с контрольными клетками свидетель-
ствует о том, что аурумакрил в исследуемой кон-
центрации индуцирует однонитевые разрывы.

Анализ двухнитевых разрывов ДНК. Для выяс-
нения способности аурумакрила индуцировать
двухнитевые разрывы ДНК использовали имму-
ноцитохимический метод определения в клетках
фокусов фосфорилированного гистона H2AX
(γН2АХ), детектирующего двухнитевой разрыв
ДНК. Полагают, что один фокус Н2АХ соответ-
ствует сайту репарации одного двухнитевого раз-
рыва ДНК.

Количественный анализ фокусов γH2AX в на-
стоящее время широко используется для изуче-
ния радиационно-индуцированных двухнитевых
разрывов ДНК, образующихся в большом коли-
честве в клетках после облучения. 

В ряде экспериментов по изучению способно-
сти аурумакрила влиять на двухнитевые разрывы
ДНК нами было использовано облучение клеток
в качестве фактора, индуцирующего образование
большого числа двухнитевых разрывов ДНК.

Для этого клетки, находящиеся в фазе экспо-
ненциального роста, предварительно инкубиро-
ванные с аурумакрилом в концентрациях 10, 50,
100, 500 и 1000 мкг/мл при 37°С в течение 24 ч, об-
лучали на рентгеновской биологической установ-
ке «РУСТ-М1» (ООО «Диагностика–М», Рос-
сия), оснащенной двумя рентгеновскими излуча-
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телями, в дозе 5 Гр (мощность дозы 0.85 Гр/мин,
напряжение 100 кВ, ток 0.8 мА, фильтр 1.5 мм Al)
при температуре 4°C (для охлаждения использо-
вались термогранулы «LAB ARMOR BEADS»,
Life Technologies Thermo Fisher Scientific, США).
Погрешность отпускаемой дозы не превышала
15%. Облученные клетки инкубировали в стан-
дартных условиях в СO2-инкубаторе (37°C, 5%
CO2) в течение 24 ч с параллельной инкубацией
интактных клеток в качестве контроля, после че-
го определяли уровень фокусов γН2АХ в соответ-
ствии с приводимой ниже методикой. 

Интактные и облученные клетки МСF-7 фик-
сировали на покровных стеклах параформальде-
гидом (4% в фосфатно-солевом буфере, рН 7.4) в
течение 15 мин при комнатной температуре, по-
сле чего дважды промывали фосфатно-солевым
буфером (рН 7.4) и пермеабилизировали 0.3%-м
Тритон X100 в фосфатно-солевом буфере
(рН 7.4), содержащем 2% бычьего сывороточного
альбумина для блокирования неспецифического
связывания.

При проведении иммуноцитохимического
окрашивания слайды инкубировали в течение ча-
са при комнатной температуре с первичными ан-
тителами к белку γН2АХ (разведение 1/200, клон
EP854(2)Y, Merck-Millipore, США) в фосфатно-
солевом буфере (рН 7.4), содержащем 1% бычьего
сывороточного альбумина. Затем промывали
фосфатно-солевым буфером (рН 7.4) и инкубиро-
вали при комнатной температуре в течение часа с
вторичными антителами IgG (H + L), конъюги-
рованными с флуорохромами (антитела козы к
белкам кролика, конъюгированные с Rhodamine
(Merck-Millipore, США), в разведении 1/400) в
фосфатно-солевом буфере (рН 7.4), содержащем
1% бычьего сывороточного альбумина. Для
окраски ДНК и предотвращения фотовыцвета-
ния использовали содержащую DAPI заключаю-
щую среду ProLong Gold (Life Technologies,
США). 

Визуализацию, документирование и обработ-
ку иммунноцитохимических микроизображений
осуществляли на люминесцентном микроскопе
Eclipse Ni-U (Nikon, Япония), оснащенном ви-
деокамерой высокого разрешения ProgRes MF-
cool (Jenoptik AG, Германия) с использованием
наборов светофильтров UV-2E/C (340–380 нм –
возбуждение и 435–485 нм – эмиссия), B-2E/C
(465–495 нм – возбуждение и 515–555 нм – эмис-
сия) и Y-2E/C (540–580 нм – возбуждение и 600–
660 нм – эмиссия).

Анализировали не менее 200 клеток на точку.
Для подсчета количества фокусов γH2AX исполь-
зовали программу DARFI. 

Анализ ДНК-сшивок. Изучение влияния ауру-
макрила на ДНК опухолевых клеток MCF-7 про-
водили путем детектирования сшивок ДНК с ис-

пользованием метода ДНК-комет в щелочных
условиях. 

Клетки инкубировали с аурумакрилом в диа-
пазоне концентраций от 1 до 500 мкг/мл в течение
часа при 37°С. Затем клетки дважды отмывали от
среды фосфатно-солевым буфером (рН 7.4), сни-
мали с чашек раствором трипсина-ЭДТА и пере-
водили в суспензию, содержащую 1·106 клеток в
1 мл. Суспензию контрольных или обработанных
полиакрилатом золота клеток смешивали с 1%-м
раствором легкоплавкой агарозы при 37.5°С (1 : 1)
и наносили по 70 мкл на предметные стекла,
предварительно покрытые 1%-м раствором нор-
моплавкой агарозы, после чего накрывали по-
кровным стеклом и выдерживали 10 мин при 4°С.
Затем в течение часа клетки подвергали лизису
при 4°С (лизирующий буфер: 2.5 моль/л NaCl,
20 ммоль/л трис-HCl, 100 ммоль/л Na2ЭДТА,
10% диметилсульфоксида, 1% Triton X100) и ще-
лочной денатурации с последующим проведени-
ем электрофореза (раствор для щелочной денату-
рации и электрофореза: 100 ммоль/л NaOH,
1 ммоль/л Na2ЭДТА, рН 12.5; стабилизация по
напряжению – 2 В/см, 20 мин при 4°С) и с даль-
нейшей нейтрализацией в течение 3–5 мин в
0.4 моль/л трис-HCl-буфере при 4°С. Для окрас-
ки ДНК использовали краситель акридиновый
оранжевый (2 мкг/мл в фосфатно-солевом буфе-
ре, рН 7.4). Визуализацию и документирование
ДНК-комет проводили на люминесцентном мик-
роскопе Eclipse Ni-U (Nikon, Япония), оснащен-
ном видеокамерой ProgRes CFcool (Jenoptik AG,
Германия). Для анализа и обработки микрофото-
изображений ДНК-комет использовали програм-
му CASP 1.2.2 (СASPlab, Польша).

Статистическую обработку полученных ре-
зультатов проводили с помощью программы Sta-
tistica 8.0. Результаты представлены как среднее
из пяти независимых результатов ± стандартная
ошибка.

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Проведенное экспериментальное исследова-

ние влияния аурумакрила на структуру ДНК кле-
ток рака молочной железы человека MCF-7
включает в себя оценку способности препарата
индуцировать одно- и двухнитевые разрывы, а
также сшивки ДНК. 

Однонитевые разрывы ДНК. Влияние ауру-
макрила на образование однонитевых разрывов
ДНК в клетках MCF-7 характеризуют данные,
представленные на рис. 1. 

Как видно, аурумакрил индуцирует образова-
ние однонитевых разрывов ДНК при примене-
нии только в наибольшей из изученных концен-
траций (1000 мкг/мл), причем этот эффект прак-
тически не зависит от сроков инкубирования
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клеток с препаратом. Так, доля ДНК в хвосте ко-
мет через 1, 6 и 24 ч инкубации клеток с препара-
том составляет 22, 24 и 26% соответственно, уве-
личиваясь в 2.4, 4.7 и 4.5 раза по сравнению с кон-
тролем (рис. 1).

Этот эффект также наглядно иллюстрируют
данные диаграммы распределения клеток MCF-7
в соответствии с долей ДНК, содержащейся в
хвосте ДНК-комет, в контроле и при воздействии
аурумакрила (рис. 2). Как видно из представлен-
ных на диаграмме данных, количество клеток с

долей ДНК в хвосте ДНК-комет более 20% увели-
чилось после 6 ч культивирования с аурумакри-
лом с ~ 3% в контроле до 47%. Примерно такое же
соотношение между числом клеток в хвосте
ДНК-комет для интактных и обработанных ауру-
макрилом клеток зарегистрировано и после ин-
кубирования в течение 24 ч – 6% и 47% соответ-
ственно (рис. 2). 

Таким образом, очевидно, что аурумакрил в
концентрации 1000 мкг/мл индуцирует образова-
ние в опухолевых клетках линии MCF-7 однони-
тевых разрывов ДНК, число которых возрастает в
3.0–4.5 раза по сравнению со спонтанным уров-
нем разрывов ДНК, наблюдаемых в контроле,
уже через 1 ч инкубации и сохраняется на протя-
жении 24 ч культивирования клеток. 

Двухнитевые разрывы ДНК. Способность ауру-
макрила вызывать двухнитевые разрывы
ДНК охарактеризована в соответствии с показа-
телем уровня фокусов фосфорилированного ги-
стона H2AX (γН2АХ), регистрируемого в клетках
MCF-7, подвергавшихся воздействию препарата,
по сравнению с контролем. 

Изменение уровня фокусов γН2АХ в ДНК
опухолевых клеток после инкубации с различны-
ми концентрациями аурумакрила в течение 24 и
48 ч показано на рис. 3. 

Как видно, культивирование клеток MCF-7 в
течение 24 и 48 ч приводит к спонтанному образо-
ванию двухнитевых разрывов ДНК, при котором
уровень фокусов γН2АХ имеет значения, равные
1.92 и 2.17 соответственно (рис. 3). 

Влияние аурумакрила на уровень фокусов
γН2АХ (двухнитевые разрывы ДНК), имеет дозо-

Рис. 1. Влияние аурумакрила на образование одноните-
вых разрывов ДНК в клетках MCF-7: изменение доли
ДНК в хвосте ДНК-комет в зависимости от концентра-
ции аурумакрила при различных сроках инкубации
(кривая 1 – 1 ч, кривая 2 – 6 ч, кривая 3 – 24 ч).

Рис. 2. Диаграмма распределения клеток MCF-7 в соответствии с долей ДНК, содержащейся в хвосте ДНК-комет, в
контроле (а) и при воздействии аурумакрила в концентрации 1 мг/мл (б) в зависимости от сроков инкубирования клеток с
препаратом.



БИОФИЗИКА  том 68  № 1  2023

ИНДУКЦИЯ ПОВРЕЖДЕНИЙ СТРУКТУРЫ ДНК 15

зависимый характер. При воздействии аурумак-
рила в концентрации 100 мкг/мл спонтанный
уровень двухнитевых разрывов ДНК практически
не изменяется. Однако при увеличении концен-
трации препарата до 500 и 1000 мкг/мл уровень
фокусов γН2АХ снижается до значений, состав-
ляющих соответственно 0.7–0.8 и 0.1, при инку-
бации как в течение 24 ч, так и 48 ч (рис. 3). 

Иными словами, аурумакрил через 48 ч инку-
бации с опухолевыми клетками вызывает сниже-
ние уровня спонтанных двухнитевых разрывов в
21 раз при применении в концентрациях как 500,
так и 1000 мкг/мл (рис. 3).

Для того чтобы подтвердить способность ауру-
макрила снижать уровень двухнитевых разрывов
ДНК, нами были проведены эксперименты с ис-
пользованием облучения клеток в качестве фак-
тора, индуцирующего образование большого
числа двухнитевых разрывов ДНК.

С этой целью клетки, предварительно инкуби-
рованные в течение 24 ч с различными концен-
трациями аурумакрила, облучали на рентгенов-
ской биологической установке и определяли ко-
личество фокусов γН2АХ спустя 24 ч после
облучения. 

Как видно из данных, приведенных на рис. 4,
облучение, действительно привело к значитель-
ному возрастанию уровня двухнитевых разрывов
ДНК. Количество фокусов γН2АХ в облученных
клетках, не подвергавшихся воздействию ауру-
макрила, составило 9.56, что примерно в 5 раз
превышает спонтанный уровень двухнитевых
разрывов (равный ~2), возникающих в процессе
культивирования клеток (рис. 3 и 4).

В то же время характер влияния аурумакрила
на количество фокусов γН2АХ в облученных
клетках практически не отличался от наблюдае-
мого в интактных клетках. Применение аурумак-
рила в концентрации 100 мкг/мл достоверно не
изменило уровень фокусов γН2АХ в облученных
клетках при сохранении тенденции к увеличению
этого параметра. Применение более высоких
концентраций аурумакрила (500 и 1000 мг/мл)
привело к резкому снижению уровня фокусов
γН2АХ в облученных клетках до значений, со-
ставляющих 0.75 и 0.12 соответственно (рис. 4). 

Таким образом, показано, что предваритель-
ное (до облучения) воздействие аурумакрила
приводит к значительному снижению числа двух-
нитевых разрывов ДНК, индуцируемых облуче-
нием. Уровень фокусов γН2АХ в облученных
клетках при применении аурумакрила в концен-
трациях 500 и 1000 мкг/мл снижается в 12.7 и
80 раз соответственно.

Приведенные данные убедительно свидетель-
ствуют о способности аурумакрила снижать чис-
ло спонтанных, либо индуцированных облучени-
ем, двухнитевых разрывов ДНК в опухолевых
клетках MCF-7. 

ДНК-сшивки. Известно, что при использова-
нии метода ДНК-комет ДНК, мигрирующая во
время электрофореза в геле агарозы к аноду, со-
здает так называемый «хвост» ДНК-комет, кото-
рый может содержать, в зависимости от условий
проведения электрофореза, только фрагментиро-
ванную ДНК (одно- и двухнитевые разрывы
ДНК) или одновременно фрагментированную и
неповрежденную ДНК. В последнем случае доля
ДНК, остающаяся в «голове» ДНК-кометы, ха-

Рис. 3. Влияние аурумакрила на образование двухните-
вых разрывов ДНК в клетках MCF-7: изменение числа
фокусов фосфорилированного гистона H2AX (γН2АХ)
в зависимости от концентрации аурумакрила при инку-
бации клеток в течение 24 ч (кривая 1) и 48 ч (кривая 2).

Рис. 4. Влияние аурумакрила на уровень двухнитевых
разрывов ДНК, индуцированных облучением, в клетках
MCF-7: изменение уровня фокусов фосфорилирован-
ного гистона H2AX (γН2АХ) в зависимости от концен-
трации аурумакрила.
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рактеризует уровень ДНК-сшивок в анализиро-
ванных клетках.

Как видно из данных, представленных на
рис. 5, воздействие аурумакрила в течение часа
приводит к дозозависимому снижению доли не-
поврежденной и фрагментированной ДНК в
«хвосте» ДНК-комет. Доля ДНК в хвосте ДНК-
комет под влиянием препарата, примененного в
концентрациях, не превышающих 100 мкг/мл,
практически не отличается от контроля. В то же
время в клетках, подвергавшихся воздействию
аурумакрила в концентрации 500 мкг/мл, доля
ДНК в хвосте ДНК-комет снижается в ~ 4 раза –
с 31.2%, регистрируемых в контрольном образце,
до 7.4%, определяемых в клетках, подвергавших-

ся воздействию аурумакрила. Соответственно,
возрастает доля «сшитой» ДНК, остающейся в го-
лове ДНК-кометы и не мигрирующей к аноду
(рис. 5). 

Полученные данные свидетельствуют о выра-
женном влиянии аурумакрила на структуру ДНК
опухолевых клеток, выражающемся в индуциро-
вании препаратом сшивок ДНК. 

Этот эффект наглядно иллюстрирует диаграм-
ма распределения клеток MCF-7 в соответствии с
долей ДНК, содержащейся в хвосте ДНК-комет
через 1 ч после инкубации с аурумакрилом, пока-
занная на рис. 6.

Как видно, около 70% интактных клеток кар-
циномы MCF-7 в контроле после проведения
электрофореза содержали более 25% ДНК в хво-
сте ДНК-комет.

Аналогичное распределение клеток в соответ-
ствии с содержанием ДНК в хвосте ДНК-комет
наблюдается для клеток, подвергавшихся в тече-
ние часа воздействию аурумакрила в концентра-
циях 10, 50 и 100 мкг/мл.

Иное распределение клеток наблюдается при
воздействии аурумакрила в концентрации
500 мкг/мл. Показано, что около 60% клеток со-
держали менее 5% ДНК в хвосте ДНК-комет, что
свидетельствует о выраженной способности ауру-
макрила вызывать сшивки в молекуле ДНК опу-
холевых клеток (рис. 6).

Очевидно, что представленные данные свиде-
тельствует о выраженной способности аурумак-
рила вызывать сшивки в молекуле ДНК опухоле-
вых клеток. 

Таким образом, в результате исследования
влияния аурумакрила на структуру ДНК клеток
карциномы молочной железы человека MCF-7

Рис. 5. Влияние аурумакрила на образование сшивок
ДНК в клетках MCF-7: изменение доли ДНК в хвосте
ДНК-комет клеток MCF-7 в зависимости от
концентрации аурумакрила.

Рис. 6. Распределение клеток аденокарциномы молочной железы MCF-7 в соответствии с содержанием ДНК в хвосте
ДНК-комет после воздействия аурумакрила в различных концентрациях (время инкубации 1 ч).
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установлено, что молекулярный механизм дей-
ствия аурумакрила на опухолевые клетки связан с
индукцией однонитевых разрывов и сшивок в
молекуле ДНК. Наряду с этим показана способ-
ность аурумакрила снижать число спонтанных,
либо индуцированных облучением, двухнитевых
разрывов ДНК в опухолевых клетках MCF-7. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Исследования механизмов действия золотосо-
держащих комплексных соединений, обладаю-
щих цитостатической и противоопухолевой ак-
тивностью, показывают, что эти соединения
могут рассматриваться как мультитаргетные пре-
параты. 

Установлено, что мишенями для действия зо-
лотосодержащих комплексов могут быть клеточ-
ные органеллы (митохондрии, протеосома 26S,
эндоплазматический ретикулум), различные
внутриклеточные молекулы, играющие важную
роль в опухолевом росте (тиоредоксинредуктаза;
деубиквитиназы UCHL5 и USP14; протеосомы
26S; белки внутриклеточных сигнальных путей
MARK, PI3K/AKT, TOR, JAK2, STAT3, EKR1/2;
специфический ингибитор транскрипционного
фактора FOXO3 – IKKB; рецептор эпидермаль-
ного фактора роста – EGFR; фактор роста эндо-
телия сосудов – VEGF; топоизомераза I). Меха-
низм действия разных комплексов, также как их
различная цитототоксичность, во многом опре-
деляются природой лигандов, соединенных с од-
но- или трехвалентным золотом в структуре кон-
кретного комплекса [2]. 

Практически для всех изученных золотосодер-
жащих комплексов показано, что их цитотокси-
ческий эффект во многом опосредован воздей-
ствием на ферментную систему антиоксидантной
защиты – систему «тиоредоксин–тиоредоксин-
редуктаза», регулирующую уровень активных
форм кислорода в митохондриях и цитозоле. Ин-
гибирование золотосодержащими соединениями
тиоредоксинредуктазы, обусловленное высокой
аффинностью золота к селену, входящему в селе-
ноцистеин в активном центре фермента, с обра-
зованием связей Au-Se, ведет к повышению уров-
ня окисленного тиоредоксина и тем самым лиша-
ет тиоредоксин антиоксидантной активности. В
результате меняется внутриклеточный окисли-
тельно- восстановительный баланс, что ведет к
увеличению интрацеллюлярного уровня актив-
ных форм кислорода, развитию оксидативного
стресса и апоптотической гибели клеток [2].

Следует отметить, что индукция разными спо-
собами оксидативного стресса, рассматривается
как одно из перспективных направлений в поис-
ках средств для противоопухолевой лекарствен-
ной терапии [9].

Влияние золотосодержащих комплексов на
структуру ДНК изучено гораздо меньше, полу-
ченные результаты весьма противоречивы.

В большинстве исследований влияние золото-
содержащих комплексов на структуру ДНК вы-
полнены в модельных экспериментах с изолиро-
ванной ДНК тимуса теленка.

Показано, что комплексы одно- и трехвалент-
ного золота с различными лигандами слабо свя-
зываются с ДНК, при этом связь по природе не
ковалентная, а электростатическая и обратимая
[10]. Так, показано, что в ДНК опухолевых кле-
ток, инкубированных с комплексами трехвалент-
ного золота с терпиридинами в качестве лиган-
дов, ион золота связывается с нуклеотидами в со-
отношении 1 : 6400 и 1 : 4900. При этом
интенсивность электростатического связывания
золота с ДНК зависела от стерических особенно-
стей лигандов и коррелировала с цитотоксично-
стью комплексов [11].

В ряде иследований показана способность не-
которых комплексов трехвалентного золота с раз-
ными лигандами (алкинилы, пиразин-дипиразо-
лы, инертные доноры NO) интеркалировать ДНК
[12]. В то же время при исследовании двух ком-
плексов трехвалентного золота с тиосемикарба-
зонатными лигандами интеркаляции ДНК не за-
регистрировано [13]. 

В экспериментах с изолированной ДНК плаз-
миды pBR322 установлено связывание с ДНК
комплексов одно- и трехвалентного золота с раз-
ными лигандами с образованием межнитевых
ДНК-сшивок. Показано, что на способность
комплексов образовывать сшивки не влияет сте-
пень окисленности золота; более эффективны
комплексы, в которых имеется два или более ли-
гандов, слабо координированных с ионами золо-
та [14].

Обнаружено в опытах in vitro с разными лини-
ями опухолевых клеток (HeLa, MCF-7, HCT11),
что комплекс одновалентного золота с парацик-
лофаном, обладающий значительной цитоток-
сичностью (IC50 колебался в пределах от 3.5 мкМ
до 38 мкМ), способен индуцировать двухнитевые
разрывы ДНК [15]. 

Следует заметить, что для комплексного со-
единения двухвалентной платины (противоопу-
холевый препарат цисплатин – дихлордиамино-
платина) основной внутриклеточной мишенью
является ДНК. Возникающий в результате внут-
риклеточного гидролиза исходного соединения
платиносодержащий ион образует аддукты с
ДНК путем формирования координационных
связей между атомом платины и двумя основани-
ями ДНК (преимущественно гуанином). В ре-
зультате образуются плохо репарируемые и дли-
тельно существующие внутри- и межнитевые
сшивки ДНК [7].
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Как показано в проведенном нами исследова-
нии, молекулярный механизм действия полиа-
крилата золота (аурумакрил), представляющего
собой, в отличие от всех изученных золотосодер-
жащих комплексов, золотосодержащий полимер,
связан с воздействием на ДНК опухолевых
клеток.

Так, аурумакрил способен дозозависимо инду-
цировать образование однонитевых разрывов
ДНК в опухолевых клетках линии MCF-7. Под
влиянием препарата (1000 мкг/мл) число однони-
тевых разрывов ДНК в клетках возрастает в 3.0–
4.5 раза по сравнению со спонтанным уровнем
разрывов ДНК, наблюдаемых в контроле, уже че-
рез час инкубации и сохраняется на протяжении
24 ч культивирования клеток. 

Следует отметить, что максимальный цито-
токсический эффект аурумакрила в отношении
клеток MCF-7 отмечался также при концентра-
ции препарата, равной 1000 мкг/мл [5, 6].

В то же время увеличение двухнитевых разры-
вов ДНК под влиянием аурумакрила не отмечено.
Более того, показана способность препарата сни-
жать число как спонтанных, так и индуцирован-
ных облучением двухнитевых разрывов ДНК в
опухолевых клетках MCF-7. 

Так, 24-хчасовая инкубация клеток c аурумак-
рилом (500–1000 мкг/мл) приводит к снижению
уровня спонтанных двухнитевых разрывов ДНК
(регистрировался по количеству фокусов ΓН2АХ)
в два-три раза, а после 48-часовой инкубации
уровень γН2АХ снижается на порядок по сравне-
нию с контролем. В облученных клетках MCF-7,
предварительно в течение 24 ч инкубированных с
аурумакрилом, уровень фокусов γН2АХ, реги-
стрируемый через 24 ч после облучения, снизился
на порядок по сравнению с наблюдаемым в облу-
ченных клетках, не подвергавшихся воздействию
аурумакрила.

Показано, что аурумакрил способен вызывать
сшивки в молекуле ДНК опухолевых клеток. Так,
уже после часовой инкубации клеток MCF-7 с ау-
румакрилом (500 мкг/мл) уровень сшивок ДНК в
клетках увеличился примерно в четыре раза.

Экспериментально обнаруженный факт
уменьшения в клетках под влиянием аурумакри-
ла уровня двухнитевых разрывов ДНК требует для
своего объяснения специального изучения и
предположительно может быть связан с ранним
образованием ДНК-сшивок. Характер образую-
щихся ДНК-сшивок (ДНК–ДНК или/и ДНК–
белок) остается неясным. Ответ на это вопрос яв-
ляется задачей последующих исследований.

Основываясь на полученных данных следует
констатировать, что препарат аурумакрил спосо-
бен изменять структуру ДНК опухолевых клеток,
индуцируя образование однонитевых разрывов
ДНК и сшивок ДНК. Таким образом, молекула

ДНК может рассматриваться в качестве одной из
мишеней для реализации цитотоксического дей-
ствия полиакрилата золота. 
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 Induction of Damage to the DNA Structure of Tumor Cells by Aurum Polyacrylate
 A.K. Chigasova*, L.A. Ostrovskaya*, and D.B. Korman* 

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

The ability of aurum polyacrylate (aurumacryl) to cause changes in the DNA structure of tumor cells (culture
of MCF-7 human breast cancer cells) was studied. It was established that the molecular mechanism under-
lying the effects of aurumacryl on tumor cells is associated with the induction of single-strand breaks and
cross-links in the DNA molecule. At the same time, it was shown that aurumacryl can reduce the number of
spontaneous, or irradiated, DNA double-strand breaks in MCF-7 cells.

Keywords: aurum polyacrylate (aurumacryl), culture of MCF-7 cells, DNA single-strand breaks, DNA double-
strand breaks, DNA cross-links
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МЕКОНОВАЯ КИСЛОТА – ВОЗМОЖНЫЙ НЕЙРОПРОТЕКТОР: 
ОБОСНОВАНИЕ НА ЭКСПЕРИМЕНТАХ in vitro 
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Основными представителями гамма-пироновых кислот являются меконовая, коменовая,
хелидоновая и койевая кислоты. В отношении коменовой кислоты обнаружен нейропротекторный
эффект, а хелидоновая кислота обладает выраженным противовоспалительным действием. В
отношении меконовой кислоты нейропротекторное действие не было изучено. Целью настоящей
работы было установление нейропротекторного потенциала меконовой кислоты на модели
ишемического инсульта in vitro, в том числе и исходя из ее физико-химических свойств. Первичную
нейро-глиальную культуру получали из мозжечка семи-восьмисуточных крысят линии Wistar
методом механической-диссоциации. Защитное действие меконовой кислоты на культуру
нейронов мозжечка изучали на модели глутаматной токсичности и кислородо-глюкозной
депривации. Антиоксидантную активность меконовой кислоты изучали квантово-механическими
расчетами и экспериментально в модельной системе «цитрат–фосфат–люминол» методом
хемилюминесцентного анализа. Хелатирующие свойства меконовой кислоты по отношению к Fe3+

в растворах изучены Job's-методом. Было установлено, что меконовая кислота оказывает защитный
эффект на моделях ишемии in vitro. Ее действие приводит к снижению уровня внутриклеточного
кальция и восстановлению мембранного потенциала митохондрий в культуре нейронов мозжечка
при глутаматном воздействии, и увеличению процента живых клеток при кислородо-глюкозной
депривации. Меконовая кислота имеет высокий расчетный антиоксидантный потенциал,
подтвержденный экспериментально. При повышении рН среды происходит ступенчатое
связывание меконовой кислоты с Fe3+ с образованием комплексов разного соотношения
лиганд/металл. При физиологических значениях pH полученный комплекс имеет состав 1:3.
Выявленное антиоксидантное, хелатирующее и цитопротекторное действие меконовой кислоты
дает основание для дальнейшего изучения возможных нейропротекторных свойств данного
соединения в экспериментах in vivo, а полученные в работе данные о ее физико-химических
свойствах могут быть полезны для синтеза и изучения новых координационных соединений на
основе меконовой кислоты.

Ключевые слова: антиоксидантная активность, меконовая кислота, культура нейронов мозжечка,
глутаматная токсичность, кислородо-глюкозная депривация, нейропротекция, комплексы железа.

DOI: 10.31857/S0006302923010039, EDN: NYXBTR 

Меконовая кислота (МК, 3-гидрокси-4-оксо-
4H-пиран-2,6-дикарбоновая кислота) является
представителем класса гамма-пироновых соеди-
нений, входит в состав опия снотворного мака
Papaver somniferum. С точки зрения фармакологии
МК интересна тем, что является представителем

семейства γ-пироновых кислот, в отношении ко-
торых установлено терапевтическое действие.
Так, например, коменовая кислота (5-гидрокси-
4-оксо-4H-пиран-2-карбоновая кислота), входя-
щая в состав лекарственного препарата «Бализ-
2», способствует ускорению сроков заживления
язв двенадцатиперстной кишки. На модели
сквозной неинфицированной раны у кроликов
было установлено, что коменовая кислота приво-

Сокращения: МК – меконовая кислота, ЭМГПС – этилме-
тилгидроксипиридина сукцинат. 

УДК 57.023, 573.3
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дила к уменьшению сроков закрытия раны. Ко-
меновая кислота способствует снижению сроков
заживления ожоговых ран и отторжению некро-
за, не оставляя на теле грубых рубцов. Фармако-
логическое средство «Бализ-2» на основе комено-
вой кислоты хорошо зарекомендовало себя в кли-
нической практике и успешно применялось в
ходе военных действий, а также на борту косми-
ческой станции «Союз» [1]. Установлено, что ко-
меновая кислота оказывает антигипоксическое и
нейропротекторное действие у крыс на модели
гипоксического воздействия и острого иммоби-
лизационного стресса [2, 3] и оказывает протек-
торное действие на культуру нейронов мозжечка
при глутаматном воздействии, снижая гибель
нейрональных клеток и уменьшая уровень ионов
кальция внутри клеток [4]. Она положительно
влияет на рост спинальных ганглиев при дей-
ствии окислительного стресса [5], а также восста-
навливает амплитуду длительной потенциации
переживающих срезов гиппокампа у стрессиро-
ванных животных [6]. Еще один представитель
семейства 4H-пирановых кислот – хелидоновая
кислота (4-оксо-4H-пиран-2,6-дикарбоновая
кислота), входит в состав лекарственного расте-
ния Chelidonium majus L. и оказывает противовос-
палительное действие при моделировании у жи-
вотных язвенного колита и аллергического рини-
та [7, 8]. В отношении МК известно, что она,
также как и коменовая кислота, снижает частоту
повторных ответов ноцицептивных нейронов [9]
и входит в состав неопиоидного анальгетика
«Аноцептин» [10]. 

С точки зрения химии молекула МК интерес-
на тем, что выступает потенциальным донорным
биолигандом для ряда жестких и умеренно жест-
ких кислот Льюиса из d- и f-металлов [11], это да-
ет основание для изучения координационных
свойств МК с ионами биометаллов. 

Цереброваскулярные и нейродегенеративные
заболевания являются самыми распространен-
ными неврологическими расстройствами и зани-
мают второе место по смертности населения по-
сле сердечно-сосудистых заболеваний. Послед-
ствия данных заболеваний опасны высоким
уровнем инвалидизации всех слоев населения,
включая и трудоспособное. Основной стратегией
лечения является фармакологическая коррекция,
направленная на устранение ключевых патологи-
ческих звеньев, развивающихся в поврежденных
отделах головного мозга. Одним из таких звеньев
является окислительный стресс. В головном моз-
ге есть необходимые предпосылки для развития
свободнорадикальных процессов, особенно при
гипоксических условиях. Например, таковыми
являются наличие высокого содержания полине-
насыщенных жирных кислот, очень низкая ак-
тивность каталазы и глутатионпероксидазы, вы-
сокое содержание ионов двухвалентного железа и

малое количество витамина А [12]. Гиперпродук-
ция активных форм кислорода и азота, а также
развитие процессов перекисного окисления ли-
пидов приводят к нарушению гематоэнцефали-
ческого барьера, развитию воспалительного про-
цесса, апоптотической и некротической гибели
нейронов. Поэтому для снижения последствий
инсульта и нейродегенеративных процессов была
предложена антиоксидантная терапия. Антиок-
сиданты подразделяются на прямые и косвенные.
Первые осуществляют захват радикалов за счет
особенностей структурного строения, эффект
вторых достигается активацией первичных и вто-
ричных мессенджеров клетки, ведущих к увели-
чению экспрессии ряда низкомолекулярных бел-
ков и ферментов антиоксидантной защиты. В
процессе старения происходит нарушение гомео-
стаза металлов переменной валентности, таких
как медь и железо, что приводит к их накоплению
в тканях головного мозга [13]. У пациентов, стра-
дающих нейродегенеративными расстройствами,
обнаруживается избыточная концентрация
ионов железа в соответствующих областях голов-
ного мозга. При болезни Альцгеймера происхо-
дит активное накопление ионов железа в амило-
идных бляшках и нейрофибриллярных клубках и
вокруг них [14]. При паркинсонизме накопление
ионов железа происходит в черной субстанции и
тельцах Леви [15]. Усиление агрегации β-амило-
идного белка и α-синуклеина, а также отягоще-
ние окислительного стресса на фоне накопления
железа приводит к прогрессированию данных за-
болеваний. Большое количество ионов железа
может резко высвобождаться в поврежденных об-
ластях мозга после местного кровоизлияния, вы-
званного травмой или эпизодов инсульта различ-
ной этиологии [16]. На основании этих данных
хелатотерапия металлов рассматривается как
перспективное направление в нейропротекции,
но в связи с высокой токсичностью многие хела-
тирующие агенты не нашли клинического приме-
нения [17, 18].

Еще одним патологическим звеном при ней-
родегенерации является эксайтотоксичность.
Поэтому наряду с антиоксидантами используют
лекарственные препараты, действие которых на-
правленно на уменьшение токсического действия
глутамата. К таким веществам относят антагони-
сты глутаматных рецепторов, блокаторы кальци-
евых каналов, а также агонисты рецепторов гам-
ма-аминомасляной кислоты [19]. 

Современная нейрофармакология использует
стратегию полипрагиазии, использующую одно-
временно несколько препаратов, действующих
на разные звенья патологического процесса [20].
Применение нескольких препаратов создают не-
которые проблемы: во-первых, из-за большой
токсической нагрузки на организм пациента, во-
вторых, необходимо учитывать взаимное влия-
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ния веществ друг на друга в условиях организма.
Несмотря на большое количество известных мо-
лекул с нейропротекторной активностью, многие
из них не проходят стадии клинического испыта-
ния [19, 21]. Поэтому вопрос поиска эффектив-
ных и безопасных нейропротекторов, обладаю-
щих одновременно несколькими терапевтиче-
скими свойствами, является актуальной задачей.
В литературе отсутствуют сведения о комплексо-
образующих свойствах МК с ионами железа. Ра-
нее было сказано, что родственные меконовой
кислоте коменовая и хелидоновая кислоты обла-
дают высокой биологической активностью, в том
числе антиоксидантной и противовоспалитель-
ной. В исследовании, проведенном нами раннее,
было установлено, что МК ингибировала разви-
тие реакции свободнорадикального окисления
липидов желтка и повышала выживаемость ней-
ронов мозжечка при глутаматном воздействии
[22]. Целью настоящей работы было исследова-
ние нейропротекторного потенциала меконовой
кислоты на моделях ишемического инсульта in vi-
tro, а именно, оценить уровень внутриклеточного
кальция и мембранный потенциал митохондрий
нейронов мозжечка при глутаматной токсично-
сти, исследовать ее защитный эффект при кисло-
род-глюкозной депривации, а также дальнейшее
исследование антиоксидантных свойств МК ис-
ходя из ее физико-химических свойств. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Меконовая кислота была получена в отделе

биологически активных веществ Кубанского го-
сударственного университета из койевой кислоты
по методике, подробно описанной немецкими
исследователями [23]. Чистоту полученного со-
единения контролировали методом тонкослой-
ной хроматографии на пластинах «Сорбфил-А»,
элюент ‒ изопропанол, растворитель – диметил-
сульфоксид, проявитель – пары йода, щелочной
раствор KMnO4. Качественный фазовый состав
устанавливали рентгенодифрактометическим ме-
тодом на приборе XRD-7000 (Shimadzu, Япония).
Идентификацию пиков на дифрактограммах и
количественное содержание фаз проводили с по-
мощью программного комплекса PDWin 2.0 и па-
кета Crystallographica Search-Match, интегриро-
ванных в программно-аппаратный комплекс
прибора. Инфракрасные спектры записывали на
ИК-Фурье-спектрометре VERTEX 70 (Bruker,
Германия). Электронные спектры фиксировали
на двулучевом спектрофотометре U-2900 (Hita-
chi, Япония). 

Электронные спектры поглощения меконовой
кислоты и комплексных соединений, образую-
щихся в растворе при сливании растворов FeCl3 и

меконовой кислоты (молярное соотношение 1:5)
изучали в условиях различной кислотности среды
(рН = 1–10). Регулирование pH среды осуществ-
ляли концентрированными растворами гидрок-
сида калия и хлорной кислоты, поскольку анион
хлорной кислоты (ClO4

–) не склонен к образова-
нию комплексов с катионами Fe3+. Ионную силу
во всех экспериментах поддерживали 0.1 М рас-
твором хлорида калия.

Определение состава комплексов осуществля-
ли методом изомолярных серий (метод Остро-
мысленского–Жоба) [24]. Для этого готовили три
серии растворов смеси трехвалентного железа и
меконовой кислоты в антибатных соотношениях
от 1:9 до 9:1, сохраняя постоянным общий объем
раствора в каждом опыте (рН 3.0, 5.0 и 7.5). Необ-
ходимое значение кислотности задавали раство-
ром HCl/KCl для рН 3.0 и ацетатным буфером для
рН 5.0; физиологическое значение pH 7.4 поддер-
живали HEPES-буфером. Используя полученные
кривые «состав–свойство», определяли ступен-
чатые константы нестойкости образующихся
комплексных соединений. Так, путем линейной
экстраполяции начальных участков каждой кри-
вой до точки пересечения определяли оптиче-
скую плотность A0, соответствующую комплексу
при полном отсутствии диссоциации, и далее
рассчитывали ступенчатую константу нестойко-
сти по формуле K = α2С/(1 – α), где С – концен-
трация несвязанного в комплекс лиганда; α – сте-
пень диссоциации комплекса, которую рассчи-
тывали по формуле α = (A0 – A1)/A0 где A1 –
оптическая плотность, соответствующая макси-
муму кривой изомолярной серии (эксперимен-
тальное значение).

Полученные константы нестойкости допол-
нительно уточняли методом кажущегося откло-
нения от закона Бугера–Ламберта–Бера (метод
Бабко) [24].

Антиоксидантную активность МК изучали ме-
тодом хемилюминесцентного анализа на приборе
Lum-100 (Россия) в модельной системе – «цит-
рат–фосфат–люминол» [25]. Веществом сравне-
ния служил антиоксидант – этилметилгидрокси-
пиридина сукцинат (ЭМГПС). Модельная систе-
ма «цитрат–фосфат–люминол» состоит из
цитрата натрия (4 мМ), фосфатного буфера
(105 мМ KCl, 20 мМ KH2PO4) и люминола
(10 мМ). Инициацию свечения проводили добав-
лением 35 мМ Fe2+ в форме сульфата железа. Ре-
гистрацию вели пять минут. Антиоксидантный
статус исследуемого вещества оценивали по ин-
тенсивности свечения (площадь под спектраль-
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ной кривой) в усл. ед., а также по тангенсу угла
наклона восходящего участка графика. 

Квантово-химическое исследование осу-
ществляли в программном пакете ORCA 5.0.1
[26]. Оптимизацию геометрии нейтральных мо-
лекул, анионов и радикалов, а также расчет тер-
модинамических параметров осуществляли в
рамках теории DFT с помощью хорошо известно-
го гибридного функционала B3LYP [27] с диспер-
сионной поправкой D3BJ [28] в валентно-рас-
щепленном базисном наборе def2-TZVPD [29].
Все найденные геометрии подтверждались отсут-
ствием мнимых колебательных частот. Все расче-
ты проводили с учетом неспецифической сольва-
тации в рамках модели СРСМ (растворитель –
вода) [30]. Для генерации Input-файлов применя-
ли программу Gabedit 2.5. Для визуализации мо-
лекулярной геометрии и колебательных частот
использовали программу ChemCraft 1.8. 

Первичную нейроглиальную культуру получа-
ли из мозжечка 7–8-суточных крысят линии Wis-
tar методом ферментно-механической диссоциа-
ции, с последующей недельной инкубацией в пи-
тательной среде, состоящей из фетальной
телячьей сыворотки (10%) и среды Игла (90%)
[31]. Для определения доли живых клеток исполь-
зовали ручной подсчет, для этого культивирован-
ные клетки фиксировали смесью «этанол–фор-
мальдегид–уксусная кислота» (7:2:1) с последую-
щем окрашиванием трипановым синим.
Кислородно-глюкозную депривацию моделиро-
вали, заменяя на 45 мин культуральную среду на
солевой раствор (состав (в мм): NaCl – 154, KCl –
25, CaCl2 – 2.3, MgCl2 – 1, NaHCO3 – 3.6,
Na2HPO4 – 0.35, HEPES – 10) и помещая культу-
ры в аргоновую атмосферу вместе с безглюкоз-
ным солевым раствором [32]. Через 45 мин куль-
туры промывали и возвращали в солевой раствор
с глюкозой и МК в исследуемых концентрациях
1.0, 0.1, 0.01 и 0.001 мМ; через сутки промывали от
вещества и проводили фиксацию с последующим
окрашиванием. Результат пересчитывали в про-
центах от контроля. 

Эксайтотоксичность моделировали добавле-
нием глутамата (Sigma, США) концентрацией
50 мкМ на 10 мин в солевом растворе следующего
состава (в мМ): NaCl – 154, KCl – 25, CaCl2 – 2.3,
NaHCO3 – 3.6, Na2HPO4 – 0.35, HEPES – 5, глю-
коза – 5.6. Затем культуры возвращали в исход-
ную питательную среду. В часть лунок добавляли
МК в концентрации 1.0, 0.1, 0.01 и 0.001 мМ. Уро-
вень кальция после действия глутамата определя-
ли с использованием флуоресцентного зонда
Fluo4-AM (ThermoFicher Scientific, США), кото-

рый добавляли к культурам перед воздействием
глутамата на 30 мин. Регистрацию флуоресцен-
ции проводили при длине волны возбуждения
485 нм, эмиссии 535 нм. Результаты представле-
ны в процентах, за 100% принят уровень флуорес-
ценции контрольных культур, не подвергавшихся
воздействию глутамата и меконовой кислоты.
Мембранный потенциал митохондрий после глу-
таматного воздействия определяли с использова-
нием флуоресцентного зонда тетраметилродами-
на (ThermoFicher Scientific, США), который до-
бавляли к культурам перед воздействием
глутамата на 30 мин. Регистрацию флуоресцен-
ции проводили при длине волны возбуждения
535 нм, эмиссии 595 нм. Результаты представле-
ны в процентах, за 100% принят уровень флуорес-
ценции контрольных культур, не подвергавшихся
воздействию глутамата и меконовой кислоты.

Все измерения с использованием зондов про-
водили на многофункциональном ридере для
микропланшетов FilterMax F5 (США). 

Статистическую обработку полученных дан-
ных проводили с помощью STATISTICA 10. До-
стоверность различий средних значений (М),
найденных между группами, статистически оце-
нивали с помощью непараметрического U-крите-
рия (Манна–Уитни), различие считали достовер-
ным для р < 0.05. Данные представлены в виде
M ± m, где M – среднее значение, m – стандарт-
ная ошибка среднего.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Полученное соединение характеризуется ря-

дом специфических полос в инфракрасном спек-
тре, характерных для меконовой кислоты и ука-
занных в работе [23]: 3508, 3362, 3092, 1752, 1676,
1622, 1269, 1232, 1196, 1053, 906, 783, 667 см–1. 

Согласно данным рентгенофазового анализа
исследуемый образец имеет кристаллическую
структуру (рис. 1а) и характеризуется определен-
ным набором значений 2θ, межплоскостных рас-
стояний dhkl и относительных интенсивностей I
(%), которые сравнивали с табличными значени-
ями эталонных дифрактограмм однофазных ве-
ществ, представленных в базе данных ICDD-PDF-2.
Исследуемый образец идентифицируется как
гидрат меконовой кислоты с брутто-формулой
С7H4O7 ∙ 3H2O орторомбической кристалличе-
ской системы (код ссылки: 00-024-1653) (рис. 1б).

Для определения области существования раз-
личных форм комплексных соединений, во-пер-
вых, изучено спектральное поведение меконовой
кислоты при различных рН среды. Из рис. 2 вид-
но, что спектр поглощения меконовой кислоты
при повышении рН среды от 3 до 10 не испытыва-
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Рис. 1. (а) – Дифрактограмма исследуемого образца, (б) – штрих-диаграммы исследуемого и эталонного образца.

Рис. 2. Электронные спектры водных растворов меконовой кислоты при различных pH.
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Рис. 3. Электронные спектры водных растворов FeCl3 (5.0 · 10–5 М) и меконовой кислоты (мольное соотношение 1  : 5).

ет заметных изменений и обладает двумя харак-
терными максимумами: λ1 = 233 нм и λ2 = 303 нм.
При pH свыше 10 происходит депротонирование
ОН-группы, которое приводит к батохромному
сдвигу максимумов полос поглощения, отвечаю-
щей за переход π→π, в результате чего максимум
поглощения смещается к 247 и 360 нм. Во-вто-
рых, записаны электронные спектры поглощения
комплексных соединений, образующихся в рас-
творе при сливании растворов FeCl3 и меконовой
кислоты (молярное соотношение 1 : 5) в условиях
различной кислотности среды (рН = 1÷10).

Из рис. 3 видно, что максимумы полос погло-
щения различных форм комплексов лежат в обла-
сти 380–600 нм, а изобестическая точка располо-
жена при 460 нм. В качестве аналитической дли-
ны волны для метода изомолярных серий и
метода Бабко использовали длину волны 420 нм
(средняя величина, при которой каждая из форм
комплексов имеет поглощение в электронном
спектре). 

Из рис. 4а видно, что первая и вторая констан-
та диссоциации меконовой кислоты составляют
2.0 и 2.5 и соответствуют депротонированию двух
карбоксильных групп, третья константа находит-
ся в щелочной области и равна 9.7 и обусловлена
диссоциацией гидроксильной группы. Таким об-
разом, при значениях pH, близких к физиологи-
ческим, меконовая кислота находится в дважды
депротонированной форме (~ 99%). С использо-
ванием диаграмм изомолярных серий были полу-
чены константы нестойкости и полные констан-
ты устойчивости вышеуказанных комплексов
при трех значениях pH. При pH 3.0 получен ком-
плекс с соотношением лиганд/металл 1 : 1 с K1 =
1.20·10–5 моль/л и lgβk1 = 4.85. При pH 5.0 полу-

чен комплекс с соотношением лиганд/металл 1 : 2
с K2 = 1.07·10–6 моль/л и lgβk2 = 5.93. При физио-
логическом значении pH раствора состав ком-
плекса 1 : 3 с K3 = 1.21 · 10–11 моль/л и lgβk3 = 10.86.

Методом Бабко были получены близкие зна-
чения констант. Для комплекса составом 1 : 1
при разбавлении в два и пять раз
получены K1 = 1.58 · 10–5 моль/л, lgβk1 = 4.80, K1

* =
= 1.48 · 10–5 моль/л, lgβk1

* = 4.83. При разбавле-
нии в два раза для комплекса 1 : 2 значения кон-
стант следующие: K2 = 1.26 · 10–6 моль/л, lgβk2 =
= 5.90, а при разбавлении в пять раз комплекса
данного состава получили K2

* = 1.20 · 10–6 моль/л,
lgβk2

* = 5.92. При соотношении лиганд/металл,
равном 1 : 3, K3 = 1.35 · 10–11 моль/л, lgβk3 = 10.87 (при
разбавлении в два раза) и K3

* = 1.55 · 10–11 моль/л,
lgβk3

* = 10.81 (при разбавлении в пять раз). На ос-
новании величин констант устойчивости, полу-
ченных на основании двух экспериментальных
методов, была построена диаграмма распределе-
ния различных форм комплексов от pH раствора.
Из нее видно, что при физиологическом значе-
нии pH преобладает комплекс состава 1 : 3
(~97%), на долю комплекса составом 1 : 2 прихо-
дится ~3%. Таким образом, при повышении рН
среды происходит ступенчатое образование ком-
плексов по следующей схеме: 

Fe3+ + H3Mec ↔ [Fe(HMec)]+ + 2H+,

[Fe(HMec)]+ + H3Mec ↔ [Fe(HMec)2]– + 2H+,

[Fe(HMec)2]– + H3Mec ↔ [Fe(HMec)3]3– + 2H+,
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Fe3+ + nH3Mec ↔ [Fe(HMec)n](3–n) + nH+,
где H3Mec – молекула меконовой кислоты,
[Fe(HMec)]+ – комплекс состава 1 : 1, [Fe(HMec)2]– –
комплекс состава 1:2, [Fe(HMec)3]3– – комплекс
состава 1 : 3.

Согласно расчетным данным, меконовая кис-
лота обладает наименьшим значением энтальпии
одноэлектронного переноса в трианионной фор-
ме и составляет 318.7 кДж/моль, тогда как для ди-
анионой формы данное значение равно
421.3 кДж/моль. Для нейтральной молекулы
ЭМГПС данный показатель составляет

472.4 кДж/моль, тогда как для анионной формы –
322.3 кДж/моль. 

В модельной системе «цитрат–фосфат–люми-
нол» МК проявила дозозависимое снижение ин-
тенсивности свечения и уменьшение тангенса на-
клона восходящего графика хемилюминесцент-
ной реакции (табл. 1). При концентрации 0.2 мМ
МК уменьшает хемилюминесценцию на 73%
против 48% в случае ЭМГПС. Снижение инте-
грального показателя свечения при концентра-
циях антиоксидантов 0.3 и 0.6 мМ составило 80 и
87% у МК против 55 и 73% у ЭМГПС (p < 0.05).
Меконовая кислота также, как и вещество срав-

Рис. 4. (а) – Диаграмма зависимости распределения ионных форм меконовой кислоты от pH; (б) – диаграмма
распределения различных форм комплекса Fe3+ с меконовой кислотой в зависимости от pH.
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нения этилметилгидроксипиридина сукцинат
ингибировали образование аминофталевой кис-
лоты (конечного продукта окисления люминола).
Данные этого эксперимента хорошо согласуется с
результатами раннее проведенного нами иссле-
дования. В работе [22] показано, что МК и
ЭМГПС оказывали дозозависимое снижение ин-
тенсивности развития свободнорадикальной ре-
акции окисления липидов желтка в модельной
системе желточных-липопротеинов. Получен-
ные экспериментальные данные в двух модель-
ных системах и расчетные данные указывают на
высокий антиоксидантный потенциал МК. 

Ранее было показано [22], что добавление МК
в культуры нейронов мозжечка, не подвергшихся
воздействию, во всех исследуемых концентраци-
ях не влияла на жизнеспособность клеток, поэто-
му действие МК на выживаемость клеток оцени-

вали только после воздействия – кислородо-глю-
козной депривации. Из рис. 5 видно, что при
действии кислородо-глюкозной депривации в от-
сутствие меконовой кислоты количество живых
клеток составило 12%. Добавление МК в культуру
нейронов мозжечка, подвергшихся кислородо-
глюкозной депривации, способствовало увеличе-
нию выживаемости клеток. Статистически зна-
чимое отличие в количестве живых клеток между
исследуемыми концентрациями не наблюдалось,
однако максимальный эффект наблюдался при
концентрации 1 мМ и составил 56%, а минималь-
ный – при концентрации 0.001 мМ и составил
31%. 

На рис. 6 представлены результаты исследова-
ния влияния меконовой кислоты на уровень
внутриклеточного кальция при эксайтотоксиче-
ском воздействии глутаматом.

Таблица 1. Показатели хемилюминесцентной реакции в модельной системе «цитрат–фосфат–люминол»

Концентрация, мМ
Интенсивность свечения, усл. ед. tgα ⋅ 10–4

МК ЭМГПС МК ЭМГПС

0 141.0 ± 1.9 141.0 ± 1.9 360 ± 9 360 ± 9

0.2 38.0  ± 0.8*# 73.0 ± 3.2* 90 ± 3*# 190 ± 3*

0.3 28.0 ± 0.5*# 64.0 ± 1.4* 56 ± 3*# 160 ± 6*

0.6 16.0 ± 0.6*# 38.0 ± 1.1* 24 ± 4*# 100 ± 6*

Примечание. МК – меконовая кислота, ЭМГПС – этилметилгидроксипиридина сукцинат, * – p < 0.05 по сравнению с
контролем, # – p < 0.05 по сравнению с ЭМГПС.

Рис. 5. Влияние меконовой кислоты на выживаемость нейронов мозжечка при кислородо-глюкозной депривации. Данные
представлены в виде M ± m; * – p < 0.05 к контролю; # – p < 0.05 к кислородо-глюкозной депривации.
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Анализ полученных данных показал, что воз-
действие глутаматом приводит к возрастанию
уровня кальция на 69% по отношению к контро-
лю. С другой стороны, в культурах с добавлением
МК повышение уровня кальция было существен-
но меньше и составило 38, 46, 46 и 48% по отно-
шению к контролю соответственно для концен-

траций 1.0, 0.1, 0.01 и 0.001 мМ. В культурах, не
подвергшихся глутаматному воздействию, МК не
оказала статистически достоверного влияния на
концентрацию ионов кальция в цитозоле нейро-
нов мозжечка.

На рис. 7 показано, что воздействие глутама-
том на клетки головного мозга приводит к сниже-

Рис. 6. Влияние меконовой кислоты на уровень внутриклеточного ионов кальция при глутаматной токсичности. Данные
представлены в виде M ± m; * – p < 0.05 к контролю; # – p < 0.05 к глутамату.

Рис. 7. Влияние меконовой кислоты на мембранный потенциал митохондрий при глутаматной токсичности. Данные
представлены в виде M ± m; * – p < 0.05 к контролю; # – p < 0.05 к глутамату.
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нию мембранного потенциала митохондрий на
17% по отношению к контролю. Меконовая кис-
лота способствовала меньшему снижению значе-
ния мембранного потенциала митохондрий – на
9, 8, 7 и 10% по сравнению с контролем соответ-
ственно для концентраций 1.0, 0.1, 0.01 и
0.001 мМ.

Добавление меконовой кислоты в культуру
нейронов мозжечка способствует снижению ги-
бели клеток при кислородном и глюкозном голо-
дании, препятствует повышению внутриклеточ-
ного уровня кальция и снижению мембранного
потенциала митохондрий при глутаматном воз-
действии – одних из ключевых факторов, приво-
дящих к повреждению клеток. Таким образом,
МК препятствует эксайтотоксическому действию
глутамата, оказывая цитопротекторный эффект
на культуры нейронов мозжечка.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Для МК возможна реализация трех возмож-

ных механизмов антиоксидантной активности:
прямой перенос атома водорода (HAT), одно-
электронный перенос с последующим депрото-
нированием (SET-PT) и депротонирование с по-
следующим одноэлектронным переносом
(SPLET) [33]. Поскольку вероятность реализации
механизмов HAT и SET-PT в водной среде неве-
лика [34], то можно предположить, что основным
механизмом реализации прямого антиоксидант-
ного эффекта меконовой кислоты является
SPLET-механизм, для которого и была рассчита-
на энтальпия одноэлектронного переноса. Как
видно из диаграммы протеолитического равнове-
сия МК при физиологических pH может находит-
ся в двух состояниях: дианионной форме НMec2–

(99.82%) и трианионной Mec3– (0.018%) с соот-
ветствующими энергиями отрыва электрона
421.3и 318.7 кДж/моль. Расчетные значения энер-
гии переноса электрона для МК ниже, чем у при-
родных антиоксидантов – катехинов [33], а экс-
периментально полученные значения ингибиро-
вания развития свободнорадикальных реакций
выше, чем у лекарственного антиоксидантного
препарата «Мексидола». Все это указывает на вы-
сокий уровень прямого антиоксидантного потен-
циала меконовой кислоты. Также ее прямой ан-
тиоксидантный эффект может реализоваться за
счет способности МК вступать во взаимодей-
ствие с ионами железа и образовывать координа-
ционные комплексы. Койевая кислота, близкая
по строению к МК, способна к образованию хе-
латных комплексов с ионами железа и алюминия
[35]. В последнее время в литературе появляется
все больше сведений о влиянии нарушения мета-

болизма железа и развития неврологических за-
болеваний. Так, у пациентов, страдающих болез-
нью Альцгеймера, наблюдается повышенное на-
копление ионов железа в гиппокампе [36].
Применение хелаторов железа, таких как дефе-
роксамин, увеличивает уровень дофамина в клет-
ках черной субстанции и предупреждает развитие
окислительного стресса у пациентов, страдаю-
щих болезнью Паркинсона [37]. Эксперименты in
vitro и in vivo на грызунах показали, что примене-
ние ферростатина-1 оказало защитный эффект
при моделировании болезни Гентингтона [38].
Установлено, что при всех видах инсульта проис-
ходит аккумуляция ионов железа, а применение
их хелаторов приводит к значительному улучше-
нию состояния пациентов [39]. Основной причи-
ной патологического действия ионов Fe2+ явля-
ется развитие реакции Фентона и усиление на
фоне этой реакции процессов перекисного окис-
ления липидов, которое сопровождается сниже-
нием восстановленного глутатиона и активности
глутатионпероксидазы в нейронах головного
мозга. Следует отметить роль ионов железа (III) в
развитии повреждающего эффекта. Восстановле-
ние ионов Fe3+, образующихся в результате реак-
ции Фентона, аскорбиновой кислотой открывает
дополнительный канал для образования актив-
ных форм кислорода [40]. Относительно высокие
концентрации аскорбиновой кислоты и ионов
железа в головном мозге способствуют развитию
следующих реакций и созданию повреждающего
цикла: 

1) Fe2+ + H2O2 = Fe3++OH∙+OH–,

2) Fe3+ + AscH2 (или AscH) = Fe2+ + AscH (или
Asc–) +H+.

Разорвать данный замкнутый круг можно при-
менением хелаторных лигандов или/и веществ с
прямым антиоксидантным эффектом. Таким об-
разом, хелатирование ионов Fe2+ и Fe3+ в тканях
головного мозга при окислительном стрессе мо-
жет ингибировать развитие реакции Фентона и
обрывать одну из цепей свободнорадикального
окисления, а также выводить избыточное железо
из поврежденных отделов головного мозга при
нейродегенеративных процессах. Имеющиеся на
сегодняшний день данные позволяют рассматри-
вать хелаторы железа как потенциальные нейро-
протекторы [16–18]. Результаты наших исследо-
ваний показали, что при физиологическом значе-
нии pH преобладает комплекс с соотношением
меконовая кислота/Fe3+ 3 : 1 в значении ~97% с
высокой константой устойчивости, тогда как на
долю комплекса составом 2 : 1 приходится ~3%.
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Эти данные позволяют говорить о возможном хе-
латировании ионов железа МК в тканях головно-
го мозга и уменьшению интенсивности окисли-
тельных процессов за счет ингибирования реак-
ции Фентона, и, как следствие, снижению
повреждения и гибели нейронов. 

При развитии нейродегенеративных заболева-
ний появляется астроцитарная дисфункция, обу-
словленная нарушением работы глутаматного
транспортера EAAT-1 [41]. При болезни Альцгей-
мера Aβ 1-42 индуцирует глутаматную токсич-
ность за счет изменения функциональной актив-
ности обратного захвата глутамата из синаптиче-
ской щели [42]. При рассеянном склерозе
происходит подавление экспрессии генов, ответ-
ственных за синтез переносчика глутамата в оли-
годендроцитах и астроцитах за счет повышения
провоспалительных факторов [43]. Вызванная на
фоне ишемического повреждении головного
мозга деполяризация приводит к нарушению ра-
боты глутаматного транспортера и накоплению
возбуждающей аминокислоты в синаптической
щели [44]. Эксайтотоксичность и окислительный
стресс являются взаимоусиливающими звеньями
одного патологического процесса. С одной сто-
роны, активация AMPA- и NMDA-рецепторов и
Ca2+-каналов L-типа приводит к активации ряда
ферментов и вторичных мессенджеров, приводя-
щих к развитию воспалительного процесса и отя-
гощению окислительного стресса. Например, ги-
перактивность Ca2+-зависимой n-NOS приводит
к гиперпродукции активных форм азота, таких
как оксид азота и высокотоксичный пироксинт-
рит, и усилению интенсивности окислительных
процессов в нейронах [45]. Высвобождение ара-
хидоновой кислоты в результате активации фос-
фолипазы А способствует выработке эйказаной-
дов, стимулирующих провоспалительный ответ
[46]. С другой стороны, повышенная продукция
свободных радикалов в поврежденных отделах
головного мозга приводит к повреждению гли-
альных клеток и, как следствие, еще более силь-
ному нарушению работы глутамат/глутамино-
вой системы и накоплению возбуждающей ами-
нокислоты в синаптическом пространстве [47].
Снижение уровня гибели нейронов мозжечка и
уровня цитозольного кальция в них на фоне глу-
таматной токсичности, установленное в нашей
экспериментальной работе, может быть реали-
зовано за счет прямого антиоксидантного эф-
фекта меконовой кислоты по механизму одно-
электронного переноса на радикальную частицу.
Таким образом, снижение интенсивности окис-
лительного стресса МК может облегчить эксай-

тотоксический эффект глутамата. Можно пред-
положить, что действие МК приводит к актива-
ции некоторых сигнальных путей, за счет
которых может развиться нейропротекторный
потенциал. В литературе встречаются данные, на
основании которых можно выдвинуть вышеука-
занное предположение, однако, таких работ ма-
ло, и это требует более детальных эксперимен-
тальных исследований. В работе [48] было пока-
зано, что коменовая кислота подавляет
фокальный ответ нейронов на переживающих
срезах гиппокампа. Предварительная апплика-
ция срезов пикротоксином, являющимся анта-
гонистом рецепторов гамма-аминомасляной
кислоты, предотвращала тормозное действие
коменовой кислоты. Можно предположить, что
меконовая кислота, схожая по строению с коме-
новой кислотой также может являться агони-
стом рецепторов гамма-аминомасляной кисло-
ты и оказывать тем самым защитный эффект при
гиперстимуляции глутаматных рецепторов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Полученные в данном исследовании экспери-
ментальные данные о физико-химических свой-
ствах меконовой кислоты и установленный в от-
ношении данного соединения цитопротектор-
ный и антиоксидантный эффект в экспериментах
in vitro дает основания рассматривать данное ве-
щество как возможный нейропротектор и создает
необходимые предпосылки для дальнейшего изу-
чения защитного действия меконовой кислоты, а
также других представителей кислот гамма-пиро-
нового ряда на ткани головного мозга при моде-
лировании различных нейродегенеративных про-
цессов. Полученные в работе данные о ее физи-
ко-химических свойствах могут быть полезны для
синтеза и изучения биологических свойств новых
координационных соединений на основе меко-
новой кислоты.
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 Meconic Acid Is a Possible Neuroprotector: Justification on In Vitro Experiments
and Its Physico-Chemical Properties

 S.V. Kozin*, **, L.I. Ivashchenko*, A.A. Kravtsov*, **, L.V. Vasilyeva*, A.M. Vasiliev*, N.N. Bukov*, 
A.A. Dorohova*, **, O.M. Lyasota*, **, A.V. Bespalov*, and S.S. Dzhimak*, **

*Kuban State University, Stavropolskaya ul. 149, Krasnodar, 350040 Russia

**Federal Research Center "Southern Scientific Center of the Russian Academy of Sciences",
prosp. Chekhova 41, Rostov-on-Don, 344006 Russia

Main representatives of gamma pyronic acid are meconic, comenic, chelidonic and kojic acid. It was found
that comenic acid exerts a neuroprotective effect, and chelidonic acid has a pronounced anti-inflammatory
effect. It was not studied whether meconic acid exhibits neuroprotective effects. The aim of this work was to
assess the neuroprotective potential of meconic acid, taking into accout its physicochemical properties,
using an in vitro model of ischemic stroke. Primary neuroglial culture was obtained from the cerebellum of
7–8-day-old Wistar rat pups by mechanical tissue dissociation. The protective effect of meconic acid on the
culture of cerebellar neurons was studied using the model of glutamate toxicity and oxygen-glucose depriva-
tion. Quantum mechanical calculations were used and experiments in the model system citrate-phosphate-
luminol were conducted by the method of chemiluminescent analysis to investigate the antioxidant activity
of meconic acid. The chelating properties of meconic acid with respect to Fe3+ in solutions were studied using
Job's method. Meconic acid has been found to have a protective effect in in vitro models of ischemia. Its action
leads to a decrease in the level of intracellular calcium and the restoration of the membrane potential of mi-
tochondria in a culture of cerebellar neurons under glutamate exposure, resulting in an increase in the per-
centage of living cells under oxygen-glucose deprivation. Meconic acid has a high calculated antioxidant po-
tential, confirmed experimentally. With an increase in the pH of the medium, stepwise binding of meconic
acid with Fe3+ occurs with the formation of complexes with different ligand/metal ratios. At physiological
pH, the composition of the resulting complex is 1 : 3. The obtained antioxidant, chelating, and cytoprotective
action of meconic acid provides a basis for further study of the possible neuroprotective properties of this
compound in in vivo experiments, and the data obtained in the work on its physicochemical properties can
be useful for the synthesis and study of new coordination compounds based on meconic acid.

Keywords: antioxidant activity, meconic acid, cerebellar neuron culture, glutamate toxicity, oxygen-glucose depri-
vation, neuroprotection, iron complexes
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Выявлены конформационные изменения гема и глобина фракционированных эритроцитов крыс с
помощью метода спектроскопии комбинационного рассеяния света. Полученные данные
показывают, что в крови крыс преобладают (более 80%) нормальные (основные) изоформы
гемоглобина, которые выполняют ключевые кислородтранспортную и защитную функции. Однако
наличие тяжелых (3%) и легких изоформ (11%), образующихся в результате полимеризации или
деградации белка, играет важную роль в организме, поскольку они выполняют дополнительные
функции, такие как участие в передаче сигналов и связывание экзогенных лигандов. 
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Гемоглобины состоят из смеси близких по
структуре молекул, которые методом электрофо-
реза на различных носителях (бумага, агар, крах-
мал, полиакриламид) удается разделить на фрак-
ции. Электрофоретические различия между от-
дельными белковыми фракциями гемоглобина
определяются в первую очередь отличиями пер-
вичной структуры белковой молекулы, следова-
тельно, фракционный состав гемоглобина нахо-
дится под строгим генетическим контролем. 

На данный момент описаны первичные струк-
туры более 600 вариантов гемоглобинов различ-
ных организмов [1, 2]. Термин «вариант», а не
«аномальный», является предпочтительным, по-
скольку большинство гемоглобинов не связано с
заболеванием. В крови одного организма опреде-
ляются различные типы гемоглобинов, называе-
мых изоформами. Установлено, что у человека
выделяются как минимум пять изоформ (Н1, Н2,
Н3, HF, HP), у собаки, лошади, кошки — две, у
крысы — шесть, а по некоторым данным девять,
которые отличаются по своей молекулярной
структуре [3, 4]. Молекулярная масса большин-

ства изотипов этого пигмента колеблется в преде-
лах 64.5–68 кДа.

Если различия между вариантами гемоглоби-
нов по молекулярной массе и электрофоретиче-
ской активности описаны давно и хорошо извест-
ны, то насколько они отличаются по своим струк-
турным характеристикам представляется мало
изученной проблемой, что обусловлено недостат-
ками обычно применяемых для исследования ме-
тодик. Одним из современных методов характе-
ристики структурного состояния гемоглобина
может служить метод спектроскопии комбинаци-
онного рассеяния света (рамановской спектро-
скопии). В основе этой методики лежит принцип
идентификации колебательного состояния фото-
нов, что позволяет изучить характеристики моле-
кул и структурные изменения молекулярных свя-
зей. Целью исследования являлась оценка разли-
чий структурных характеристик изоформ
гемоглобина с помощью метода спектроскопии
комбинационного рассеяния света.

УДК 612.111.11: 612.111.15
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МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Объектом исследования служили крысы-сам-

цы (n = 16, в возрасте 3–3.5 месяца) массой 250 г. 
Забор крови осуществляли из хвостовой вены

животных в объеме 5 мл, используя золетил-кси-
лазиновый наркоз. Периферическую кровь ис-
пользовали для разделения эритроцитов на фрак-
ции. Для этого 5 мл цельной крови разводили фи-
зиологическим раствором (ООО «Гротекс»,
Россия) в соотношении 1 : 1 и центрифугировали
с помощью центрифуги Sigma 3R30 (Россия) в те-
чение 5 мин (1-я проба) при 500 об/мин
(RCF = 19.56 g). Процедуру повторяли 6 раз, уве-
личивая время центрифугирования для каждой
последующей пробы: 2-я проба – 10 мин, 3-я про-
ба – 15 мин, 4-я – 20 мин, 5-я проба – 25 мин и
6-я проба – 30 мин. После шестого центрифуги-
рования эритроциты в надосадочной жидкости
не выявлялись [5, 6].

Изоформы гемоглобина исследовали как в
эритроцитах цельной крови, так и в отдельных
фракциях клеток. Для этого приготовляли гемо-
лизат клеток, а затем проводили разгонку мето-
дом электрофореза в полиакриламидном геле (по
Г. Мауреру). Для рамановской спектроскопии ге-
молизат после каждого центрифугирования вы-
сушивали в термостате при 53.8°С в течение су-
ток. Оценку конформации гема и его белкового
окружения в глобине осуществляли с помощью
метода комбинационного рассеяния света [7–11].

Для записи спектров комбинационного рассе-
яния использовали конфокальный рамановский
микроскоп inVia Qontor (Renishaw plc, Велико-
британия), оборудованный двумя полупроводни-
ковыми твердотельными лазерами – на 532 нм
(измеряемый диапазон частот от 50 до 4000 см–1,
200 мВт) и 785 нм (диапазон от 50 до 3500 см–1,
300 мВт) – и ICDD-детектором (оптическая чув-
ствительность до 1.08 мкм), а также системой ста-
билизации положения лазеров и измерительной
сотовой плиты.

Перед началом работы прибор был откалибро-
ван с использованием кремниевой пластины в ре-
жиме Static при помощи лазера на 532 нм по поло-
жению линии Si (520 см–1). Порошкообразные
образцы были горизонтально размещены на пре-
паративном стекле, которое при закрытой штор-
ке лазера было установлено в пазе сотовой плиты
и закреплено пружинным фиксатором. Для съем-
ки был выбран лазер на 785 нм. Съемку проводи-
ли в режиме Extended в диапазоне от 100 до
3200 см–1 с автоматической калибровкой по цен-
тральной частоте 750 см–1. Для лазера 785 нм (ре-
жим точечной съемки− Edge) была выбрана ди-
фракционная решетка 1200 штрихов/мм. При
съемке было задано минимально возможное вре-
мя экспозиции 10 с и мощность лазера 10% от
максимальной. Съемку проводили в режиме на-

копления сигнала с числом шагов, равным трем
за одно измерение. Для каждой точки в автомати-
ческом режиме проводили по три измерения с
временным интервалом между измерениями 2 с.
Для каждого образца было проведено четыре не-
зависимых измерения в разных точках. Фокуси-
ровку лазерного луча на зернах и поверхностях
образцов осуществляли при помощи стереоско-
пической системы (бинокулярные линзы) и си-
стемы регулировки положения сотовой плиты,
состоящей из двух рукояток− грубой и более тон-
кой настройки, расположенных под сотовой пли-
той. Посредством инструментов, включенных в
пакет программного обеспечения, обеспечиваю-
щего связь между персональным компьютером и
прибором, была проведена цифровая очистка по-
лученных спектров от фонового сигнала и шумо-
подавление при помощи фильтра Савицкого–Го-
лея (фильтр 7-го порядка, длина кадров − 24). 

Анализируя частоты колебаний и отношения
интенсивностей линий в спектрах комбинацион-
ного рассеяния, в геме оценивали различия со-
стояния пиррольных полуколец (1170 см–1,
1355 см–1, 1375 см–1, отношения интенсивностей
линий I1375/I1172 и I1375/I1127), метиновых мостиков
между пирролами (1550 см–1, 1580 см–1), винилов
(1620 см–1), атомов железа (1567 см–1, 1550 см–1,
1580 см–1, 1640 см–1, 1355 см–1), (–С=С–)- и
(‒С=N–)-групп (1620 см–1, 1640 см–1), а в глобине
в валентных колебаниях аминокислот, симмет-
ричном/ассиметричном растяжении СН3-групп,
колебаниях СН-концевых метиленовых групп
аминокислот (2850 см–1, 2880 см–1, I2930/I2850), по-
лярном окружении аминокислот (2930 см–1,
2940 см–1) и плотности упаковки белка
(I2850/I2880), отдельно оценивали лигандсвязываю-
щую способность гемоглобина (1355 см–1, 1375 см–1,
1618 см–1, I1375/I1355, I1375/(I1355+I1375), I1618/(I1355 +
+ I1375), I1618/I1580, I1688/I1580, I1355/(I1355 + I1375),
I1355/I1550, I1375/I1580, (I1355/I1550)/(I1375/I1580)) [8, 9, 12–
14]. 

Достоверность отличий в сравниваемых вы-
борках оценивали с применением непараметри-
ческого (рангового) U-теста Манна−Уитни. Ста-
тистическая обработка данных проведена с помо-
щью программного пакета SPSS Statistics (версия
17.0). Различия считали статистически значимы-
ми при р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Полученные данные свидетельствуют, что ес-

ли в цельной крови крыс методом электрофореза
в полиакриламидном геле можно выделить шесть
отличающихся по электрофоретической подвиж-
ности изоформ гемоглобина, то в каждой отдель-
ной фракции клеток всегда содержатся только две
изоформы – одна более легкая, другая – тяжелая
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Таблица 1. Общие характеристики гема и глобина крыс фракционированных эритроцитов
Фракции эритроцитов

Показатели ФЭ-1 ФЭ-2 ФЭ-3 ФЭ-4 ФЭ-5 ФЭ-6
Варианты 

гемоглобинов
Т + Т Т + Нт Нт + Нл Нт + Нл Нл + Л Л + Л 

Молекулярная масса, 
кДа

84.84 ± 1.50
74.51 ± 0.84

83.32 ± 1.0
66.68 ± 0.83

71.89 ± 0.57
64.04 ± 1.08

73.46 ± 1.04
64.55 ± 0.46

61.70 ± 0.52
55.3 ± 0.80

59.09 ± 0.75
50.76 ± 0.82

Соотношение 
вариантов 

гемоглобинов, %

46.0%
54.0%

40.0%
60.0%

66.7%
33.3%

56.5%
43.1%

62.9%
37.1%

67.1%
32.5%

Отношения интенсивностей спектральных линий гема в интервале частот 1000–1700 см–1

«Плоская» 
конформация гема, 

I1640/I1375 

0.7719 ± 0.1582 0.5551 ± 0.1004 0.4767 ± 0.1209 0.4676 ± 0.0431 0.5634 ± 0.0433 0.8403 ± 0.1246

Нахождение гема в 
плоской 

конформации, 
I1640/I1127 

1.1417 ± 0.2106 0.40701 ± 0.028 1.416 ± 0.1268 1.8565 ± 0.2819 1.2891 ± 0.09805 1.1622 ± 0.0474

«Скрученная» 
конформация гема, 

I1172/I1375 

0.2481 ± 0.0234
b

0.40701 ± 0.028 0.2532 ± 0.0680
b

0.1748 ± 0.0420 
b

0.3752 ± 0.110648 0.2529 ± 0.0542
b

Жесткость белкового 
окружения гема, 

I1170/I1127 

0.2756 ± 0.0431 0.7725 ± 0.049
a

0.8029 ± 0.0672
a

0.6097 ± 0.0669
a

0.7673 ± 0.2400
c
d

0.316 ± 0.1138 

Интенсивность спектральных линий пиррольных колец в интервале частот 1300–1370 см–1

Ассиметричные 
колебания 

пиррольных 
полуколец 

оксигемоглобина, 

1170см−1 

1523.5 ± 169.26
b

625.25 ± 128.268
a
d

864.25 ± 146.6756 656.5 ± 174.2194 2237.75 ± 699.808
b 

1257.25 ± 186.764

Симметричные 
колебания 

пиррольных 
полуколец в 
молекулах 

дезоксигемоглобина, 

1355 см–1 

8360.667 ± 
1073.034

b

1435.68 ± 382.79 4359 ± 2221.8 5594.6 ± 1514.803
b

5820.33 ± 873.01
b

7205.19 ± 497.9538 
b

Симметричные 
колебания 

пиррольных 
полуколец в 
молекулах 

гемоглобина, 
связанного с 

лигандами, 1375 см–1 

6420.25 ± 689.579
b

1396.333 ± 
374.2523

a
d
f

3999.667 ± 2047.55 5025.5 ± 1827.603 4129.0 ± 1186.021
b

6604.308 ± 821.6703
b

Выраженность 
симметричных и 
ассиметричных 

колебаний пирольных 
колец, I1375/I1172 – 
конформационные 

изменения пирролов 

4.137624 ± 
0.382869

3.979275 ± 
1.503758

4.546194 ± 
1.149223

7.716417 ± 2.89026 2.532694 ± 0.7819806 4.574989 ± 0.96907

Вклад боковых СН3-
групп колебаний 

полуколец пиррола 
гема, I1375/I1127 

1.33021 ± 0.104345
e

3.07814 ± 1.168709 1.33021 ± 0.104345
e

4.2724 ± 1.135425
a
f

2.35965 ± 0.350801 1.189855 ± 0.060178
e

Колебане метиновых 
радикалов, I1127 

4534.5 ± 928.39
b
c
d

808 ± 160.98
a
f

1039.667 ± 227.97
a
f

1107.75 ± 288.358
a
f

2549.667 ± 390.4367
b
c
d

4927.75 ± 1040.268
b
c
d 
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Колебания метиновых 
мостиков между 

пирролами в молекулах 
гемоглобина, в которых 
гемопорфирин растянут 
и деформирован, I1550

10596.25 ± 
2854.195

c
d

1385.67 ± 320.33
a
с
d
e
f

2623 ± 767
a
b
e
f

4185.6 ± 1024.628 
a
f

6181 ± 841.26

f

12603.9 ± 1316.547
b
c
d
e

Колебания метиновых 
мостиков между 

пирролами в молекулах 
гемоглобина, в которых 

гемопорфирин имеет 
более компактную 

недеформированную 
конформацию, I1580 

13847.75 ± 
2511.795

b
c
d
e

2343.625 ± 
382.093

a
f

3283.333 ± 
585.0453

a
f

4897.222 ± 
861.4128

а
f

6238.625 ± 1270.55
a
f

14245.71 ± 1648.57
b
c
d
e

Виниловая полоса –
С=С–, I1620 

11015.25 ± 
2201.64

1916.0 ± 493.9167
a
f

2457.75 ± 645.1602
a
f

3917.25 ± 1240.147
a
f

6038.0 ± 650.681
a
b

10669.5 ± 2095.529
b
d

Интенсивность спектральных линий железа

Маркер спинового 
состояния, I1567 

13379.02 ± 
488.812

2324.0 ± 586.0283
a
f

3334.0 ± 661.1953
a
f

4718.0 ± 1449.671
a
f

8005.667 ± 920.884
a
c

13329.0 ± 2473.411

Спиновое состояние 
железа в дезокси-форме, 
степень погруженности 

атома железа в 
плоскость 

порфиринового кольца, 
I1550 

10596.25 ± 
2854.195

1385.67 ± 320.33
a
f

2623.0 ± 767
a
f

4185.6 ± 1024.628 6181 ± 841.26
c

12603.9 ± 1316.547
b
c
d

Спиновое состояние 
железа в окси-форме, 

степень погруженности 
атома железа в 

плоскость 
порфиринового кольца, 

I1580 

13847.75 ± 
2511.795

2343.625 ± 
382.093

a
f

3283.33 ± 585.0453
a
f

4897.22 ± 861.4128 6238.625 ± 1270.55
f

14245.71 ± 1648.57
b
d
e

Зависимость от 
спинового состояния 
железа эквивалентное 

состоянию оксигенации 
анализируемой клетки, 

I1640 

5239.5 ± 1500 1111.5 ± 293.057 1486.0 ± 402.9173 2184.5 ± 714.768 2398.5 ± 678.268 5584.75 ± 1036.506

Редокс-состояние 

железа (Fe2+) 
присутствие лиганда, 

I1355 
(дезоксигемоглобин)

8360.667 ± 
1073.034

b

2739.25 ± 692
a
f

4359 ± 2221.8 5594.6 ± 1514.803 5820.33 ± 873.01 7205.19 ± 497.9538
b

Редокс-состояние 

железа (Fe2+) 
присутствие лиганда, 

I1375 (оксигемоглобин) 

6420.25 ± 
689.579

b

2717.25 ± 1347.167
a

3999.667 ± 
2047.555

5025.5 ± 1827.603 4129.0 ± 1186.021 6604.308 ± 821.6703
b

Колебание (–С=С–)-
связей, I1580 

13847.75 ± 
2511.795

b
c
d
e

2343.625 ± 
382.093

a
f

3283.33 ± 585.0453
a
f 

4897.22 ± 861.4128
a
f 

6238.625 ± 1270.55
a
f 

14245.71 ± 1648.57
b
c
d
e
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Интенсивность спектральных линий глобина

Симметричное 
растяжение СН, 

окси- и 
дезоксигемоглобина, 

I2850 

136.25 ± 26.939 69.57 ± 17.966 113.666 ± 13.990 312.77 ± 86.580 316.125 ± 120.62 117.762 ± 33.126

Ассимметричное 
растяжение СН–, 

I2880 

218.95 ± 41.136 171.25 ± 48.370 256.16 ± 52.54 411.11 ± 82.9307 896.875 ± 340.819
f

166.53 ± 20.701
d

Симметричное 
СН3-растяжение 

(оксигемоглобин), 
I2930 

315.644 ± 45.848
d

324.6 ± 59.825 357.5 ± 64.03 747.22 ± 146.03 766.25 ± 57.379
f

306.862 ± 35.612
d

Симметричное 
СН3-растяжение 

(дезоксигемоглобин), 
I2940 

202.266 ± 42.776 251.2 ± 53.397 290.166 ± 57.351 396.22 ± 106.25 476.875 ± 79.069 205.0 ± 41.996

Колебания 
Н-метиновых групп 

аминокислот, 
I2930/I2850 

2.693 ± 0.611 5.160 ± 0.551 4.325 ± 0.883 3.374 ± 0.76 3.976 ± 0.858 3.485 ± 0.935

Плотность упаковки, 
I2850/I2880

0.54 ± 0.062
b

0.295 ± 0.072 0.412 ± 0.050
b

0.750 ± 0.119
b

0.355 ± 0.043
b

0.701 ± 0.160
b 

Редокс и спиновое 
состояние железа, 
наличие лиганда, 

NO-Гб, I1618 

12990.0 ± 1642.103 1917 ± 488.4
a
f

2646.33 ± 754.33
a
f

4473.4 ± 1093.019
a
f

6038 ± 650.628
a
b
f

11610 ± 1256.17
d

Примечание. ФЭ1–ФЭ6 – фракции эритроцитов с первой по шестую; Т+Т – тяжелые варианты гемоглобина, Т+Нт – нормальные
варианты + тяжелая форма, Нт+Нл – нормальные (основные) варианты гемоглобина; Нл+Л – нормальные варианты + легкая форма,
Л+Л – легкие варианты гемоглобина; a – достоверность изоформ гемоглобина от ФЭ1 (p < 0.05), b – достоверность изоформ гемоглобина
от ФЭ2 (p < 0.05), c – достоверность изоформ гемоглобина от ФЭ3 (p < 0.05), d – достоверность изоформ гемоглобина от ФЭ4 (p < 0.05), e –
достоверность изоформ гемоглобина от ФЭ5 (p < 0.05), f – достоверность изоформ гемоглобина от ФЭ6 (p < 0.05). 

(табл. 1). В цельной крови наибольшая доля (65%)
приходится на нормальные изоформы гемогло-
бина с молекулярной массой 60–70 кДа (в литера-
туре чаще указывают диапазон 64–68 кДа), 11%
составляют тяжелые (более 70 кДа) и 24% – более
легкие (менее 60 кДа) изоформы. Возникновение
тяжелых изоформ можно связать с полимериза-
цией, а легких – с деградацией белка.

В полученных в процессе разделения путем
центрифугирования шести фракциях клеток пер-
вая содержит исключительно тяжелые варианты
гемоглобина (84.84 ± 1.50 кДа – 74.51 ± 0.84 кДа),
вторая – тяжелую и нормальную изоформы
(83.32 ± 1.0 кДа – 66.68 ± 0.83 кДа), третья и чет-
вертая – нормальные в различных сочетаниях
(71.89 ± 0.57 кДа – 64.04 ± 1.08 кДа и 73.46 ±
± 1.04 кДа – 64.55 ± 0.46 кДа), пятая – нормаль-
ную и легкую (61.70 ± 0.52 кДа – 55.3 ± 0.80 кДа),
шестая – исключительно легкие изоформы
(59.09 ± 0.75 кДа – 50.76 ± 0.82 кДа). 

Данные спектроскопии комбинационного
рассеяния света (рамановской спектроскопии)

свидетельствуют, что варианты гемоглобинов,
содержащиеся в различных фракциях эритроци-
тов отличаются не только по молекулярной массе
и электрофоретической подвижности, но и име-
ют ряд структурных особенностей.

Тяжелые и легкие варианты в одинаковой сте-
пени отличаются от нормальных по жесткости
белкового окружения гема – I1170/I1127 [15], коле-
баниям метиновых мостиков между пирролами в
молекулах гемоглобина, в которых гемопорфи-
рин растянут и деформирован, – I1550 [16], коле-
баниям метиновых мостиков между пирролами в
молекулах гемоглобина, в которых гемопорфи-
рин имеет более компактную недеформирован-
ную конформацию, – I1580 [12, 16], маркеру спи-
нового состояния – I1567 [12, 16], спиновому со-
стоянию железа в дезокси-форме, степени
погруженности атома железа в плоскость порфи-
ринового кольца – I1550 [12, 16], спиновому состо-
янию железа в окси-форме, степени погруженно-
сти атома железа в плоскость порфиринового
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кольца – I1580 [12, 16], колебаниям –С=С–связей
I1580 [14, 17], редокс- и спиновому состоянию же-
леза, наличию лиганда NO-Гб – I1618 [18]. Таким
образом, как увеличение, так и уменьшение мо-
лекулярной массы гемоглобина одинаково ска-
зываются на состоянии гема (табл. 1).

Добавление к нормальному варианту гемогло-
бина тяжелой формы приводит к увеличению
«скрученной» конформации гема I1172/I1375 [13], к
снижению (замедлению) симметричных колеба-
ний пиррольных полуколец в молекулах дезокси-
гемоглобина – 1355 см–1

 [8, 9] и симметричных
колебаний пиррольных полуколец в молекулах
гемоглобина, связанного с лигандами, – 1375 см–1

[13], уменьшению колебаний метиновых радика-
лов – I1127 [19], уменьшению колебаний метино-
вых мостиков между пирролами в молекулах ге-
моглобина, в которых гемопорфирин растянут и
деформирован, – I1550 [14, 17].

Добавление к нормальному варианту гемогло-
бина легкой формы приводит к увеличению коле-
баний метиновых мостиков между пирролами в
молекулах гемоглобина, в которых гемопорфи-
рин имеет более компактную недеформирован-
ную конформации, – I1580 [12, 16]. Спиновое со-
стояние железа в дезокси-форме, степень погру-
женности атома железа в плоскость
порфиринового кольца повышается в два раза по
сравнению с нормальными (основными) изофор-
мами. 

Анализ смесей «нормальные + легкая форма»
(Нл+Л) и «нормальные + тяжелая форма» (Нт+Т)
(табл. 1) показывает, что наибольшие различия
между ними касаются симметричных колебаний
пиррольных полуколец в молекулах оксигемогло-
бина – 1170 см–1, симметричных колебаний пир-
рольных полуколец дезоксигемоглобина –
1355 см–1, колебаний метиновых радикалов, ко-
лебаний метиновых мостиков, спинового состоя-
ния железа в дезокси-форме, степени погружен-
ности атома железа в плоскости порфиринового
кольца – I1580, колебаний –С=С– связей, плот-
ности упаковки, редокс и спинового состоянии
железа, наличия лиганда NO-Гб – I1618. 

Тяжелые варианты гемоглобина (Т+Т) в срав-
нении с смесью «нормальные + тяжелая форма»
(Нт+Т) отличаются «скрученной» конформации
гема, также отмечаются различия между смесью
«нормальные + тяжелая форма» (Нт+Т) и основ-
ными изоформами (Нт+Нл). Жесткость белково-
го окружения гема (I1170/I1127) увеличивается в
фракциях IF2 (Нт+Т), IF3 и IF4 (Нт+Нл) по срав-
нению с фракцией IF1 (Т+Т), что, вероятно, обу-
словлено уменьшением расстояния между кова-
лентно связанными атомами (табл. 1). В литера-

туре описано, что атомы, располагающиеся
наиболее близко друг к другу и имеющие тесные
межатомные контакты, будут являться наиболее
жесткими (твердыми), что обусловлено заданны-
ми ковалентными связями и углами [15].

Легкие варианты гемоглобина (Л+Л) отлича-
ются от смеси «нормальные + легкая форма»
(Нл+Л) большим увеличением колебаний мети-
новых радикалов, возрастанием колебаний мети-
новых мостиков между пирролами в молекулах
гемоглобина, в которых гемопорфирин растянут
и деформирован, – I1550, ростом колебаний мети-
новых мостиков между пирролами в молекулах
гемоглобина, в которых гемопорфирин имеет бо-
лее компактную недеформированную конформа-
цию, – I1580, изменениями виниловой полосы –
I1620, спинового состояния железа в дезокси-фор-
ме, ассиметричным растяжением СН- групп –
I2880, симметричным растяжением СН3-групп –
I2930, редокс- и спиновым состоянием железа, на-
личием лиганда NO-Гб – I1618 (табл. 1). 

Лиганд-связывающая способность. Тяжелые и
легкие формы обладают наиболее низкой, по
сравнению с основными нормальными изофор-
мами IF3-F4 (Нт+Нл), лиганд-связывающей
способностью. В одинаковой степени снижены
как относительная способность гемоглобина свя-
зывать лиганды (I1355/I1550), так и его способ-
ность выделять их (I1375/I1580). Наиболее зависи-
мыми от изменений молекулярной массы гемо-
глобина являются такие показатели, как его
сродство к лигандам и колебания метиновых мо-
стиков в геме.

ОБСУЖДЕНИЕ
Считают, что разнообразие форм гемоглобина

дает определенные преимущества организму в
процессе его приспособления к условиям среды.
Хорошо известно, что свободный от стромы ге-
моглобин очень токсичен из-за воздействия на
функции почек, коагуляцию и тонус сосудов.
Токсичность гемоглобина в основном обусловле-
на диамерами и мономерами, вызывающими по-
чечную недостаточность и экстравазацию гемо-
глобина, который связывается с NO, вызывая тя-
желую гипертонию. Увеличение молекулярной
массы путем полимеризации или конъюгации
уменьшает экстравазацию. Также вязкость прямо
пропорциональна молекулярной массе гемогло-
бина [20]. Оказывается, что полимеризованные
гемоглобины улучшают показатели гемодинами-
ки по сравнению с исходной молекулой 64 кДа.
Внеклеточный полимерный дигемоглобин чело-
века (130 кДа) менее токсичен для почек и облада-
ет меньшей вазоактивностью по сравнению с ге-
моглобином 64 кДа [21]. 
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На кинетику полимеризации гемоглобина сер-
повидно-клеточной анемии влияют гемоглобин
A2 и фетальный гемоглобин. Известно, что у лю-
дей сохранение экспрессии фетального гемогло-
бина плода во взрослом возрасте улучшает пато-
логические эффекты серповидноклеточной ане-
мии.

Поскольку фетальный гемоглобин при его со-
держании в цельной крови приблизительно 15–
20% от всего белка ингибирует полимеризацию
гемоглобина серповидно-клеточной анемии, а
при 4–15% снижает развитие вазоокклюзионных
кризов на 50%, то его повышение в крови с тера-
певтической целью создает условия для улучше-
ния состояния пациентов с серповидноклеточ-
ной анемией.

Полученные данные показывают, что в крови
крыс преобладают (более 80%) нормальные (ос-
новные) изоформы гемоглобина, которые выпол-
няют ключевые кислородтранспортную и защит-
ную функции. Однако наличие тяжелых (3%) и
легких изоформ (11%), образующихся в результа-
те полимеризации или деградации белка, играют
тоже немаловажную роль в организме, поскольку
выполняют дополнительные функции, такие как:
участвуют в передаче сигналов, связывают экзо-
генные лиганды и т.д. 

Методом спектроскопии комбинационного
рассеяния света в ходе нашего исследования по-
казано, что изоформы гемоглобина отличаются
по характеристикам как гема, так и глобина, что
отражается на их лиганд-связывающей способно-
сти.

Применение спектроскопии комбинационно-
го рассеяния света для оценки структурно-функ-
циональных различий изоформ гемоглобина у
крыс показывает перспективность данного под-
хода в изучении заболеваний крови, связанных с
гемоглобином, как в норме, так и при действии на
организм экстремальных факторов (или при па-
тологии). 
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 Study of Heme and Globin Conformation in Fractionated Rat Erythrocytes 
by Means of Raman Spectroscopy 
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Conformational changes of heme and globin in fractionated rat erythrocytes have been investigated using Ra-
man spectroscopy. The results obtained show that normal isoforms (common variants) of hemoglobin, which
plays a key role in oxygen transport and a protective role against oxidative stress, are dominant (more than
80%) in rat blood. However, heavy chain (3%) and light chain isoforms (11%) formed as a result of protein
polymerization or degradation perform important roles in the body because they also function in signal trans-
mission and binding to exogenous ligands.
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Представлена аналитическая модель латеральной диффузии липидов в неоднородных нативных
цитоплазматических мембранах. Методом Фурье-преобразования решено уравнение диффузии для
функции распределения липидов по координатам в периодически-неоднородной мембране, в
которой коэффициент диффузии описывается гармонической функцией от координат. Показано,
что в мембране существует адвекция–диффузия. Модель объясняет наблюдавшиеся ранее
экспериментально различные виды диффузии липидов появлением в мембране в результате
структурных переходов периодически расположенных неподвижных белок-липидных доменов,
связанных со спектрин-актин-анкириновой сетью. Если эти домены одинаковые, то в
экспериментах можно наблюдать супер- и субдиффузию, когда среднеквадратичное смещение
липидов нелинейно зависит от времени, а их среднее смещение равно нулю. Дрейфовый снос при
адвекции меньше хаотического броуновского перемещения липидов, адвекция в эксперименте не
наблюдается. В случае, когда не все мембранные белки, связанные со спектрин-актин-
анкириновой сетью, одинаково меняют свою конформацию при взаимодействии с лигандами, в
мембране возникают две периодические подрешетки неоднородностей из неподвижных белок-
липидных доменов вокруг мембранных белков, связанных с цитоскелетом и вложенных одна в
другую. В этом случае в экспериментах может наблюдаться хмелевая диффузия, когда периоды
нелинейной диффузии молекул сменяются периодами адвекции–диффузии, при которой среднее
смещение молекул не равно нулю. Адвекция носит локальный характер и возникает около
отдельных белок-липидных доменов. В работе аналитически получены критерии, при которых в
периодически-неоднородной мембране экспериментально наблюдается хмелевая диффузия.

Ключевые слова: диффузия липидов, структурные переходы в биомембранах, адвекция в неоднородных
слоях.
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Диффузия липидов в цитоплазматических
мембранах является важным механизмом при эн-
доцитозе и экзоцитозе, связывании лигандов с
плазматическими рецепторами, выбрасывании
нейротрансмиттеров в синаптическую щель [1, 2].
В этих процессах к месту связывания лиганда с
мембраной должны диффундировать за несколь-
ко миллисекунд определенные липиды и белки
для образования из них рафтов. Это возможно,
если после присоединения лиганда к мембране
около места присоединения в цитоплазматиче-
ской мембране возникает адвекция–диффузия
этих определенных липидов. 

Первой моделью диффузии крупных молекул
или группы молекул в мембране была модель
Саффмана–Дельбрюка [3], которая представляет
собой приближенное решение гидродинамиче-

ской задачи о поступательном движении включе-
ния в мембране, окруженной вязкой жидкостью.
Эта модель не описывает адекватно все экспери-
ментальные данные, поскольку она не учитывает
существование в мембране областей с разной
плотностью или вязкостью [4]. В качестве приме-
ра можно рассмотреть взаимодействие мембран
эритроцитов с андрогенами и гормонами стресса
(в дальнейшем просто гормоны). Эти гормоны
связываются с адренорецепторами в плазматиче-
ских мембранах, которые, в свою очередь,
взаимодействуют с подмембранной спектрин-ак-
тин-анкириновой цитоплазматической сетью.
Конформация адренорецепторов менялась, ме-
нялась и конформация белков спектрин-актин-
анкириновой сети, между активными группами
этих белков усиливались связи, возникали новые.

УДК 577.352.3; 577.352.4;576.314;576.32/.36
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Усиливались также связи между этими белками и
окружающими их липидами. Белки сильнее при-
тягивали окружающие их липиды. Вследствие
этого вокруг белков, с которыми связались гор-
моны, образовывались белок-липидные домены,
в которых липиды перешли из жидкой неупоря-
доченной фазы в жидкую упорядоченную фазу
Ld → Lo или даже в гель-фазу Ld → Lβ. Изменение
структуры липидного бислоя около белков при-
водили к значительному увеличению микровяз-
кости липидного бислоя в белок-липидных до-
менах (до 40%) [5]. Между этими доменами, в
области липид-липидных взаимодействий, обра-
зуются мезополосы разрыхления, в которых ли-
пиды находятся в жидкой неупорядоченной фазе
Ld, микровязкость в этих мезополосах ниже (ко-
эффициент диффузии липидов выше), чем в об-
ласти белок-липидных взаимодействий. Возни-
кает неподвижная квазипериодическая сеть бе-
лок-липидных доменов, которая через узловые и
анкириновые комплексы связана с цитоскеле-
том. Но деформации липидного бислоя из-за уве-
личения плотности липидов в белок-липидных
доменах не происходят свободно, этому мешают
нити спектрин-актин-анкириновой сети. В мем-
бране возникают механические напряжения рас-
тяжения-сжатия. Кроме этого, изменение кон-
формации адренорецепторов передается цитос-
келету, нити спектрина сжимаются, создавая в
мембране продольные и поперечные усилия.
Мембрана теряет устойчивость, покрывается
складками. Эти выводы следуют из следующих
экспериментальных результатов. Методами
атомно-силовой микроскопии установлено, что
при взаимодействии с гормонами мембрана эрит-
роцита теряет устойчивость и покрывается пери-
одически расположенными складками с длиной
волны 100, 200 или 300 нм и так далее, т.е. с пери-
одом, кратным 100 нм [5]. Это можно объяснить
возникновением в мембране периодического по-
ля механических сжатий-растяжений, создавае-
мого белок-липидными доменами. То, что имен-
но белки являются инициаторами образования
белок-липидных доменов, следует из измерения
микровязкости мембран флуоресцентным мето-
дом. При взаимодействии гормонов с мембраной
именно в области белок-липидных взаимодей-
ствий сильнее увеличивается микровязкость, в
области липид-липидных взаимодействий она
возрастает слабее. Результаты ИК-спектроско-
пии также подтверждают этот вывод, в мембране
наблюдается увеличение интенсивности связей
внутри белков, белок-липидных и липид-липид-
ных связей. Кратность длины волны складок 100
нм, равной размеру ячейки спектрин-актин-ан-
кириновой сети, крепящейся к мембране со сто-
роны цитоплазмы, говорит о том, что именно
мембранные белки, соединенные с цитоскеле-
том, являются инициаторами образования непо-

движной квазипериодической  сети белок-ли-
пидных доменов [5]. Она не является строго пе-
риодической, поскольку подмембранная
спектрин-актин-анкириновая сеть, к которой
сеть этих доменов крепится, является квазипери-
одической. 

Чем больше изменяется конформация этих
мембранных белков, например, при взаимодей-
ствии с некоторыми лигандами, тем сильнее их
связи с окружающими их липидами, тем больше
по размеру эти домены. Внутри доменов диффу-
зия липидов затруднена, между доменами образу-
ются легкопроницаемые липидные области [5].
Из физических соображений понятно, что липи-
ды будут стремиться передвигаться вдоль этих
легкопроницаемых областей, будет возникать не-
линейная диффузия липидов в цитоплазматиче-
ских мембранах. Эта нелинейная диффузия была
ранее экспериментально обнаружена [6–10].

Экспериментально диффузия липидов в мем-
бране изучалась различными методами, напри-
мер, флуоресцентной корреляционной спектро-
скопией, методом истощения стимулированного
излучения [6–10]. В этих работах строились тра-
ектории частиц при их перемещении вдоль мем-
браны и измерялись зависимости среднеквадра-
тичного смещения частиц и среднего смещения
от времени. По этим результатам, используя эйн-
штейновский закон диффузии [11], вычислялась
зависимость коэффициента диффузии липидов
от времени. В результате были выделены следую-
щие виды диффузии липидов: замедленная
(slowed lipid diffusion), ограниченная (confined dif-
fusion), простая броуновская (simple-Brownian),
направленная диффузия (directed) и хмелевая
(hop diffusion) [6, 7].

Экспериментаторы следующим образом опи-
сывают эти различные виды диффузий. На на-
чальном участке зависимости среднеквадратич-
ного смещения от времени по формуле Эйнштей-
на определяется коэффициент диффузии. При
замедленной диффузии кажущийся коэффици-
ент диффузии меньше среднего значения коэф-
фициента диффузии по мембране. При ограни-
ченной диффузии частицы во время броуновско-
го движения не выходили за пределы некоторого
очень малого компартмента. При направленной
диффузии среднеквадратичное смещение части-
цы нелинейно зависело от времени. При хмеле-
вой диффузии наблюдалось чередование адвек-
ции–диффузии (латерального потока частиц с
наложенным на нее хаотическим броуновским
движением) с ограниченной диффузией [6, 7].
При этих разных видах диффузии среднее смеще-
ние частицы равно нулю, а зависимость средне-
квадратичного смещения частицы R2 пропор-
ционально времени наблюдения tα. Степени α > 1
соответствует супердиффузия, α = 1 – простая
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броуновская диффузия и α < 1 – субдиффузия.
При хмелевой диффузии наблюдалось чередова-
ние адвекции-диффузии (латерального потока
частиц с наложенным на неё хаотическим бро-
уновским движением) с ограниченной диффузи-
ей [6,7]. Траектория движения отдельного липида
похожа плеть хмеля, когда участок траектории
при ограниченной диффузии похож на шишечку,
а участок траектории при адвекции похож  веточ-
ку. В цитоплазматических мембранах экспери-
ментально обнаружены все эти виды диффузии
липидов [6, 7]. 

Экспериментально установлено, что на вид
диффузии влияют мембранные белки, связанные
со спектрин-актин-анкириновой сетью, высти-
лающим изнутри мембрану. Частичная деполи-
меризация актинового мембранного скелета по-
сле обработки латрункулином-A приводила к
тому, что почти все (90%) траектории фосфоли-
пидов, наблюдаемые в мембранах, были класси-
фицированы как простой броуновский режим
[12]. Это можно объяснить тем, что при деполи-
меризации белков связи между активными груп-
пами белков и окружающих их липидов ослабева-
ли, белки переставали притягивать к себе окружа-
ющие их липиды и белок-липидные домены в
мембране не образовывались. Мембрана стано-
вилась однородной средой, в которой и наблюда-
лась броуновская диффузия. В исследовании [13]
использовали флуоресцентную микроскопию
полного внутреннего отражения в сочетании с от-
слеживанием нескольких отдельных молекул со
сверхвысоким разрешением, чтобы создать карты
локальной вязкости мембраны с высоким разре-
шением. Перед этим образцы промывали в не-
скольких буферах, так что с них были смыты все
лиганды, взаимодействующие с мембранными
белками и меняющие их конформацию. В резуль-
тате белок-липидные домены в мембране не воз-
никали, не было обнаружено областей с разным
коэффициентом диффузии, везде была простая
броуновская диффузия. 

Для объяснения экспериментальных результа-
тов ранее изучалась зависимость латеральной
диффузии от геометрии мембраны и размера
диффундирующей частицы методом Монте-Кар-
ло в работе [14]. В частности, здесь было показано
влияние на величину коэффициента диффузии
аспектного отношения частицы. В одной из мо-
делей исследовалась диффузия частиц в плоском
неоднородном слое, состоящем из периодически
чередующихся слабопроницаемых и легкопрони-
цаемых участков (модель «гребенки»), методом
Монте-Карло [15]. Была установлена возмож-
ность существования хмелевой диффузии. Для
этой же модели в работах [16, 17] выполнено мо-
делирование адвекции в пористой среде аналити-
чески. Решение получено в интегральном виде.
Наконец, стоит упомянуть недавнюю работу [18],
где методом молекулярной динамики изучено

влияние неоднородности распределения плотно-
сти флюида вблизи стенки в нанометровом кана-
ле на диффузию молекул флюида. Показано, что
это может приводить к их аномальной диффузии.
Неизотропность самодиффузии молекул флюида
достаточно естественна и ранее уже устанавлива-
лась методом молекулярной динамики [19], в бо-
лее сложной среде типа пористой возможна и
аномальная диффузия [20]. 

Подводя итог этому краткому обзору, необхо-
димо отметить, что до сих пор не ясно, при каких
условиях в мембране наблюдается хмелевая диф-
фузия. Целью данной работы является изучение
диффузии липидов в неоднородной нативной
плазматической мембране. Рассматривались две
модели периодически неоднородной мембраны,
в которых коэффициент диффузии описывается
гармонической функцией от координат. В первой
модели все мембранные белки, связанные с ци-
тоскелетом, одинаково меняют свою конформа-
цию и одинаково притягивают к себе окружаю-
щие их липиды. Образующиеся при этом белок-
липидные домены образуют одну периодическую
неподвижную решетку неоднородностей в мем-
бране. Во второй модели не все мембранные бел-
ки одинаково меняют свою конформацию, по-
разному притягивают к себе окружающие их ли-
пиды, так что в мембране образуется две подре-
шетки неоднородностей, вложенных одна в дру-
гую. Аналитически получены критерии, при ко-
торых в периодически-неоднородной мембране
наблюдается хмелевая диффузия. Модель строит-
ся в парадигме классической работы Эйнштейна
[11] (см. также работу [21]). 

ФУНКЦИЯ РАСПРЕДЕЛЕНИЯ ЛИПИДОВ 
В КОНФИГУРАЦИОННОМ ПРОСТРАНСТВЕ

Жидкостно-мозаичная модель природной
биологической мембраны описывает наличие в
ней липидов и мембранных белков и взаимное
влияние их конформаций друг на друга [22–24].
Установлено, что мембранные белки и липиды
образуют белок-липидные домены. Некоторые из
них могут перемещаться по мембране и носят на-
звания «рафтов» [25]. Есть домены, образующие-
ся вокруг мембранных белков, связанных со
спектрин-актин-анкириновой сетью, объединен-
ной с цитоскелетом [5]. Они не перемещаются в
мембране. Мембранные белки, связанные со
спектрин-актин-анкириновой сетью, располага-
ются в вершинах равносторонних треугольников
со стороной 100 нм, образуя гексагональную сеть
[26]. При изменении своей конформации они
усиливают имеющиеся и создают новые связи с
окружающими их липидами, притягивают силь-
нее их к себе, создавая вокруг себя белок-липид-
ные домены с повышенной плотностью липидов
[5, 27, 28]. В этих доменах коэффицент диффузии
липидов меньше, чем в области между доменами.



44

БИОФИЗИКА  том 68  № 1  2023

МОКРУШНИКОВ, РУДЯК

Таким образом, при взаимодействии с некото-
рыми лигандами мембрана разбивается на
квазипериодически расположенные неподвиж-
ные белок-липидные домены с увеличенной
плотностью липидов около мембранных белков,
связанных с цитоскелетом, между этими домена-
ми липидный бислой разрыхлен [5, 27, 28]. Мем-
брана представляет из себя неоднородную среду,
в которой слабо- и легкопроницаемые участки
чередуются в шахматном порядке. Для простоты
в представленной ниже модели предполагается,
что белки, связанные со спектрин-актин-анки-
риновой сетью, располагаются в вершинах равно-
бедренных прямоугольных треугольников с катета-
ми а = 71 нм и гипотенузой 100 нм.

В декартовой системе координат направим оси
ОХ и ОY вдоль плоскости мембраны, считая ее
бесконечной. Расположение мембранных бел-
ков, связанных с цитоскелетом, в рассматривае-
мой модели представлено на рис. 1a. Будем счи-
тать, что давление и температура Т постоянны.
Изучим зависимость диффузии от времени моле-
кулы липида с начальными координатами вдоль

осей ОХ и ОY равными, соответственно, c и d. В
случае, если бы мембрана представляла собой од-
нородную в пространстве и времени плоскость,
подвижность липидов определялась бы лишь ко-
эффициентом динамической вязкости среды η и
эффективным гидродинамическим радиусом ли-
пида R. Диффузия липидов имела бы броунов-
ский характер. Соответствующий коэффициент
диффузии тогда был бы равен D0 = kB T/(4πηR),
где kB – постоянная Больцмана. 

In vitro показано, что коэффициент диффузии
липидов в цитоплазматической мембране меня-
ется в диапазоне от 10–13 до 10–11 м2/с [6, 7]. В
данной работе принимается D0 = 10–12 м2/с. Бе-
лок-липидные домены, связанные с цитоскеле-
том, будут снижать или повышать коэффициент
диффузии в зависимости от координаты рассмат-
риваемой точки мембраны. При связывании с не-
которыми лигандами в мембране появляются пе-
риодически расположенные, неподвижные бе-
лок-липидные домены с повышенной
плотностью липидов, разделенных липидными

Рис. 1. (a) – Расположение мембранных белков, связанных с цитоскелетом; (б) – зависимость коэффициента
диффузии D из (1) от координаты х при y = 0. Первый коэффициент диффузии D0 = 10–12 м2/с, второй коэффициент
диффузии D1 = 0.8 D0.
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мезополосами, где плотность липидов понижена
[5, 27, 28]. Предположим сначала, что образова-
лись белок-липидные домены с одинаковой
плотностью липидов вокруг каждого белка, тогда
коэффициент латеральной диффузии липидов в
мембране D(x,y) можно интерполировать в виде: 

D = D0 – D1cos(k0x)cos(k0y), (1)
где D0 и D1 – первый и второй коэффициенты
диффузии. Первый коэффициент диффузии D0
есть формула Стокса–Эйнштейна для однород-
ной среды, она соответствует броуновской
диффузии в однородной мембране, в которой
нетбелок-липидных доменов. Волновое число
k0 = 2π/λ1, где λ1 = 100 нм. На рис. 1б показана за-
висимость коэффициента диффузии D, описыва-
емой уравнением (1), от координаты х при y = 0.
Первый коэффициент диффузии D0 = 10–12 м2/с,
второй – D1 = 0.8D0, λ1 = 100 нм. Овалами обозна-
чены неподвижные мембранные белки, связан-
ные со спектрин-актин-анкириновой сетью. При
у = 0 нм они имеют по х координату 0, 100, 200 нм
и т.д. При изменении своей конформации они
сильнее притягивают к себе липиды, упорядочен-

ность окружающих их липидов увеличивается.
Коэффициент диффузии липидов D около этих
белков (в области белок-липидных взаимодей-
ствий) наименьший. На границах доменов, в об-
ласти липид-липидных взаимодействий, коэф-
фициент D наибольший. Такое изменение коэф-
фициента диффузии можно интерполировать
гармонической функцией от координат (1). Экс-
периментально in vitro установлено, что макси-
мальное значение коэффициента D в одной мем-
бране может превышать минимальное значение в
20 раз [6, 7], т.е. значение второго коэффициента
в формуле (1) может достигать значения D1 =
0.9D0. На рис. 1б D1 = 0.8D0.

Рассмотрим диффузию на бесконечной плос-
кости Np частиц. Введем функцию распределения
частиц по координатам 
где dn(x,y,t) – число частиц в области, ограничен-
ной отрезками [x,x+dx] и [y,y+dy], в момент вре-
мени t. Вследствие диффузионного характера
движения липидов в мембране, функция распре-
деления должна удовлетворять уравнению диф-
фузии: 

(2)

Получим решение этого уравнения с помощью преобразования Фурье. Подставляя выражение (1)
в уравнение (2), находим: 

Применим обратное преобразование Фурье к этому уравнению: 

где i – мнимая единица. Заменив гармониче-
ские функции экспонентами по формуле Эй-

лера, для компонент Фурье-образов вместо
уравнения (2) получим:
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(3)

где  
Для дальнейшего решения докажем, что

(4)

 Действительно, пусть k0 = const, тогда

Здесь сделана замена переменных в интеграле: . Аналогично можно
доказать, что
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 Используя преобразования (4) и (5), урав-
нение диффузии для компонент Фурье-обра-
зов (3) можно записать в следующем виде:

(6)

где

Решением уравнения (6) является

где

Если в начальный момент времени все диф-
фундирующие броуновские частицы находились
в точке с координатами (c,d), то Ψ(x,y,0)dydx =
Npδ(c,d), где Np – число диффундирующих ча-
стиц, δ(x,y) – дельта-функция:

Тогда для функции распределения получается следующее выражение:

или, вычисляя последний интеграл,
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Здесь u1 и u2 есть компоненты двухмерного
вектора u скорости адвекции липидов (дрейфо-
вой скорости) вдоль осей OX и OY соответствен-
но. Формула (7) описывает адвекцию–диффузию
в плоском слое [16, 17]. 

Возможны ситуации, когда не все мембранные
белки, связанные со спектрин-актин-анкирино-
вой сетью, одинаково меняют свою конформа-
цию при взаимодействии с лигандами. Некото-
рые меняют свою конформацию очень сильно,
усиливая связи с окружающими их липидами или
образуя дополнительные связи, так что липиды
около таких белков находятся в более
упорядоченном состоянии, чем липиды около
других белков, чья конформация поменялась не
так сильно [21, 22]. Например, если концентра-
ция молекул адреналина или норадреналина ма-
ла, то при их инкубации с эритроцитами они
связываются специфически не со всеми своими
адренорецепторами на поверхности плазматиче-

ских мембран [21, 22]. Те адренорецепторы, с ко-
торыми гормоны не связались, свою конформа-
цию не поменяли, поэтому слабее притягивают
окружающие их липиды. Плотность окружающих
их липидов ниже, чем вокруг адренорецепторов, с
которыми гормоны связались и которые сильно
поменяли свою конформацию. 

Таким образом, около некоторых адреноре-
цепторов липиды находятся в более  упорядочен-
ном состоянии, чем липиды около других мем-
бранных белков,  тоже связанных со спектрин-
актин-анкириновой сетью, но конформация ко-
торых изменилась слабо. В мембране возникает
две подрешетки неоднородностей липидов,
встроенных одна в другую: одна с увеличенной
упорядоченностью липидов, в другой решетке
упорядоченность липидов тоже увеличилась, но
слабее. Коэффициент диффузии в этом случае
будет иметь вид

(8)

где  – первый, второй и третий коэффи-
циенты диффузии соответственно. Если рассмат-
ривать мембранные белки, имеющие координату
у = 0, то вдоль оси ОХ λ1 = 100 нм – расстояние
между ближайшими мембранными белками, ко-
торые слабо изменили свое конформационное
состояние, λ2 – расстояние вдоль оси ОХ между
ближайшими мембранными белками, которые
сильно изменили свое конформационное состоя-
ние, k0 = 2π/λ1, k2 = 2π/λ2. На рис. 2 показана за-
висимость коэффициента диффузии D из выра-
жения (8) от координаты х при y = 0. Первый ко-
эффициент диффузии D0 = 10–12 м2/с, второй

коэффициент диффузии 
λ1 = 100 нм, λ2 = 400 нм. Oвалами обозначены
мембранные белки, связанные со спектрин-ак-
тин-анкириновой сетью, конформация которых
очень сильно изменилась. Они имеют вдоль оси
OX координату 0, 400, 800 нм и т.д. Коэффициент
диффузии D около них наименьший.

Можно найти решение уравнения диффузии
(2) для коэффициента диффузии вида (8). Прове-
дя выкладки, аналогичные приведенным выше,
получим для функции распределения следующее
выражение:

( ) ( ) ( ) ( )D = D D k x k y D k x k y− − 
0 1 0 0 2 2 2cos cos cos cos ,

D ,D ,D 
0 1 2 D = D ,D = D 

1 0 2 00.1 0.8 ,

Рис. 2. Зависимость коэффициента диффузии D из (8) от координаты х при y = 0. 
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(9)

где

Здесь  и  есть компоненты двухмерного
вектора  скорости адвекции липидов (дрейфо-
вой скорости) вдоль осей OX и OY соответственно
[16, 17]. Формула (7) является частным случаем
выражения (9), когда третий коэффициент диф-
фузии из выражения (8) равен нулю. Адвекция в
обоих моделях носит локальный характер, липи-

ды дрейфуют к локальному центру притяжения,
где вязкость мембраны наименьшая, а коэффи-
циент диффузии наибольший. 

Используя функции распределения (7) или (9),
можно найти среднее смещение частицы вдоль
осей OX и OY: 

(10)

Среднеквадратичное смещение частицы составит

(11)

 ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Функции (7) и (9) характерны для двумерной
адвекции–диффузии [16, 17], которая в экспери-
ментах может наблюдаться как хмелевая диффу-
зия [6, 7]. Но дрейфовый снос X = ut в рассматри-
ваемых моделях не всегда больше дисперсии

. Когда дрейфовый снос меньше дисперсии,
адвекции липидов не видно на фоне их хаотиче-
ского теплового движения, траектория липидов в
мембране соответствует нелинейной диффузии.
Получим аналитически условие, когда дрейфо-
вый снос при адвекции липидов больше диспер-
сии , т.е. когда хмелевая диффузия будет
видна в экспериментах. Для этого рассмотрим
эволюцию во времени центрального максимума
функции распределения (9), который в началь-
ный момент времени находится в точке (c, d). Для
простоты анализа исследуем движение вдоль од-
ной оси OX, начальную точку берем (0, 0):

(12)

Уравнение (12) является трансцендентным
уравнением относительно квадрата координаты

максимума функции распределения (9) ,
имеющей бесконечное число решений. Это озна-
чает, что функция  через определенные
промежутки времени меняет свой знак. Но отри-
цательным квадрат координаты максимума
функции распределения быть не может. Это
означает, что в промежуток времени, когда 
меньше нуля согласно решению уравнения (12),
адвекции не существует, а существует только
диффузия. Далее наступает промежуток времени,
когда существует одновременно адвекция и диф-
фузия. Затем опять наступает промежуток только
диффузионного движения липидов и так далее.
Для оценки промежутка времени, когда 
и существует дрейфовый снос, гармонические
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функции в уравнении (12) разложим в ряд Тейло-
ра и оставим члены со степенью не выше . По-
лучим алгебраическое уравнение:

(13)

где

В свою очередь, 

Решая уравнение (13), можно найти зависи-
мость квадрата координаты максимума функции
распределения (9)  от времени. Когда

функция a(t) равна нулю,  меняет знак.
Один из корней уравнения a(t) = 0 всегда отрица-
телен, другой – положителен. Отсюда следует,
что в начальный промежуток времени от нуля

до  существует только диффу-

зия, а далее – диффузия и адвекция. Если в урав-
нении (12) оставить в разложении большие степе-
ни xmax, чем в уравнении (13), получится алгеб-
раическое уравнение более высокого порядка,
чем уравнение (13). Соответственно, получится
не два, а больше моментов времени, когда 
меняет свой знак, можно рассчитать временные
интервалы большего числа диффузионных и ад-
векционных режимов перемещения липидов.
Можно сделать оценку, когда в режиме одновре-
менной адвекции и диффузии дрейфовый снос
вдоль одной координаты будет больше диспер-
сии, т.е. когда в эксперименте будет наблюдаться
адвекция. Время, когда наблюдается максималь-
ный дрейфовый снос, возьмем равным
tmax = 1/2B. Время tmax немного больше времени
t0 и лежит в промежутке, где существует адвекция:

(14)

Делая оценку (14) для модели с одной ре-
шеткой неоднородности, описываемой уравне-
нием (1), введем коэффициент неоднородности
решетки β = D1/D0. Решая уравнение (14), най-
дем, учитывая, что  что дрейфовый снос
будет больше дисперсии при β > 0.8. При мень-
ших значениях коэффициента неоднородности
решетки β адвекция не будет видна на фоне хао-
тического теплового движения липида. Делая
оценку (14) для модели с двумя подрешетками не-
однородностей, описываемой уравнением (8),
введем второй коэффициент неоднородности ре-
шетки  третий коэффициент неодно-
родности решетки  и отношение вол-

новых чисел двух подрешеток q = k2/k0. Тогда
уравнение (14) превратится в

(15)

При известных коэффициентах неоднородно-
стей β2 и β3 из неравенства (15) можно получить
критическое значение отношения волновых чи-
сел двух подрешеток q, при котором начинает на-
блюдаться хмелевая диффузия в мембране. 

Вычисление среднего смещения липидов и
среднеквадратичного смещения частицы под-
тверждает критерии (14) и (15), полученные из
аналитического исследования уравнений (7) и
(9). Среднее смещение частицы по формуле (10) и
среднеквадратичное смещение (11) для разных
начальных координат частицы (c, d) вычисляли с
помощью программы Mathcad. Для диффузии в
однорешеточной модели, описываемой функци-
ей распределения (7), результаты расчетов пока-
заны на рис. 3, где приведена эволюция R2 при
разных начальных координатах частицы. Здесь
D0 = 10–12 м2/с, D1 = 0.8D0, зависимость коэффи-
циента диффузии от координаты х показана на
рис. 1б. На рис. 3а представлено среднеквадра-
тичное смещение R2 на малом времени наблю-
дения (от 0 до 700 мкс). Кривая 1 соответствует
смещению частицы, имеющей начальные коор-
динаты с = 3 нм, d = 50 нм (область липид-липид-
ных взаимодействий, коэффициент диффузии в
этой точке D = 1.786D0). Кривая 2 соответствует
смещению частицы, имеющей начальные коор-
динаты с = 3 нм, d = 5 нм (область белок-липид-
ных взаимодействий, коэффициент диффузии в
этой точке D = 0.253D0). Для сравнения дано сме-
щение при простой диффузии с коэффициентом
D0 = 10–12 м2/с (пунктирная прямая 3). На рис. 3б
представлено среднеквадратичное смещение на
больших временах наблюдения (от 0 до 5000 мкс),
обозначения те же, что и на рис. 3а. Кривые 1 и 2
на этом графике слились вместе при времени на-
блюдения большем 1500 мкс. Для сравнения здесь
снова приведена эволюция при простой броунов-

5
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ской диффузии с D0 = 10–12 м2/с (пунктирная
прямая).

Анализ рис. 3 показывает, что среднеквадра-
тичное смещение нелинейно зависит от времени,
диффузия частиц в неоднородной мембране не
является простой броуновской, ее среднеквадра-
тичное смещение нелинейно растет со временем.
Но хмелевая диффузия при этом не наблюдается.
Согласно критерию (14) для этого коэффициент
неоднородности решетки β должен быть больше
0.8, а в рассматриваемом примере β = 0.8, такой
неоднородности недостаточно для возникнове-
ния хмелевой диффузии. Частица, стартовавшая
из точки с координатами с = 3 нм, d = 5 нм (об-
ласть белок-липидных взаимодействий), в про-
межуток времени от 0 до 300 мкс движется в ре-
жиме субдиффузии (кривая 2 на рис. 3а), когда
D ~ tα, где α < 1. Она перемещается внутри белок-
липидного домена, связанного с цитоскелетом.
Затем частица покидает свой компартмент (свой
белок-липидный домен) и движется в режиме су-
пердиффузии (кривая 2 на рис. 3а), когда D ~ t α,
где α > 1. У частицы, стартовавшей из точки с ко-
ординатами с = 3 нм, d = 50 нм (область липид-
липидных взаимодействий) на начальной стадии
(t < 300 мкс), среднеквадратичное смещение
меньше среднеквадратичного смещения при про-
стой броуновской диффузии (кривая 3 на рис. 3а).
Ее движение, следуя терминологии, принятой в
работах [6, 7], можно назвать режимом замедлен-
ной диффузии. При t > 300 мкс диффузия части-
цы трансформируется в супердиффузию
(кривая 1 на рис. 3а), здесь ее среднеквадратич-
ное смещение больше среднеквадратичного сме-
щения при простой броуновской диффузии (кри-

вая 3 на рис. 3а). Такой режим в работах [6, 7]
трактуется как направленная диффузия, но не
хмелевая. В промежутке времени от 0 до 300 мкс
среднеквадратичное смещение выше у частицы,
стартовавшей из области белок-липидных взаи-
модействий около мембранного белка. В проме-
жуток времени от 300 до 1000 мкс квадратичное
смещение выше у частицы, стартовавшей из об-
ласти липид-липидных взаимодействий, находя-
щейся между белок-липидными мембранами
(рис. 3а). 

На больших временах (больше 1500 мкс), как
уже отмечалось, кривые 1 и 2 на рис. 3б сливают-
ся. Это означает, что липиды в результате столк-
новений с другими молекулами мембраны и об-
мене с ними энергией забывают о своем началь-
ном положении и движутся в одинаковом
режиме. Время релаксации для исследуемой диф-
фузии липидов, когда характеристики движения
выравниваются равно 1.5 мс. Средние смещения
частиц x – c, y – d вдоль осей x и y на рассмат-
риваемом промежутке времени от 0 до 5000 мкс
равны нулю, направленного перемещения (ад-
векции) липидов вдоль слоя не наблюдается. Та-
ким образом, если при структурном изменении
мембраны в ней появлялись неподвижные белок-
липидные домены, связанные с цитоскелетом,
причем плотность липидов около неподвижных
мембранных белков, связанных с цитоскелетом,
была одинаковой, то для липидов мембраны реа-
лизовывался режим ограниченной диффузии,
или замедленной диффузии, или направленной
диффузии. Хмелевая диффузия при этом не на-
блюдается. Для этого коэффициент неоднород-
ности мембраны должен быть больше 0.8, что в

Рис. 3. Эволюция среднеквадратичного смещения частицы от времени при ее различных начальных координатах:
(a) – на малых временах, (б) – на больших временах. Кривая 1 соответствует смещению частицы, имеющей начальные
координаты с = 3 нм, d = 50 нм; кривая 2 соответствует смещению частицы, имеющей начальные координаты с = 3 нм,
d = 5 нм; прямая 3 соответствует смещению при простой диффузии с коэффициентом D0 = 10–12 м2/с.
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экспериментах встречается очень редко. Режим
определяется начальным положением липида.

Если в результате структурных изменений
мембраны образуются две вложенные одна в дру-
гую подрешетки неоднородностей, то коэффици-
ент диффузии описывается формулой (8). Каче-
ственно диффузия такая же, как и для однореше-
точной модели. Но в этой модели в эксперименте
может наблюдаться хмелевая диффузия. Резуль-
таты расчетов диффузии для этого случая показа-
ны на рис. 4, где представлена эволюция средне-
квадратичного смещение частицы при разных ее

начальных координатах. Здесь D0 = 10–12 м2/с,
~D1 = 0.1D0, 

~D2 = 0.8D0, λ1 = 100 нм, λ2 = 400 нм,
второй коэффициент неоднородности β2 = 0.1,
третий коэффициент неоднородности β3 = 0.8,
отношение волновых чисел двух подрешеток
q = 0.25. Если подставить эти значения в крите-
рий (15), то он выполнится. Это означает, что в
системе будет наблюдаться хмелевая диффузия
(адвекция). Кривая 1 на рис. 4 соответствует сме-
щению частицы, имеющей начальные координа-
ты с = 5 нм, d = 3 нм (область белок-липидных
взаимодействий, коэффициент диффузии в этой
точке D = 0.11D0). Кривая 2 соответствует квадра-
тичному смещению частицы, имеющей началь-
ные координаты с = 3 нм, d = 50 нм (область ли-
пид-липидных взаимодействий, коэффициент
диффузии в этой точке D = 0.533D0). Для сравне-
ния приведена прямая 3, соответствующая про-
стой броуновской диффузии с коэффициентом
D0 = 10–12 м2/с, второй и третий коэффициенты
диффузии равны нулю.

Кривые 1 и 2 на рис. 4 соответствуют хмелевой
диффузии липидов в плазматической мембране.
Это подтверждают и средние смещения частиц от
времени, приведенные на рис. 5. На рис. 5а даны
средние смещения от времени в плоскости OXY
частиц, стартовавших соответственно из началь-
ной точки с координатами с = 5 нм, d = 3 нм (об-
ласть белок-липидных взаимодействий), что со-
ответствует кривой 1 на рис. 4 и с = 3 нм, d = 50 нм
(область липид-липидных взаимодействий), что
соответствует кривой 2 на рис. 4. Промежуток
времени наблюдения на рис. 5а и 5б от 0 до
3100 мкс. Старт движения частиц на рис. 5 нахо-
дится в точках с координатами (0; 0). На рис. 5
каждый квадрат соответствует среднему смеще-

Рис. 4. Эволюция среднеквадратичного смещения ча-
стицы для двух разных ее начальных координат. Кри-
вая 1 соответствует смещению частицы, имеющей на-
чальные координаты с = 5 нм, d = 3 нм; кривая 2 со-
ответствует квадратичному смещению частицы,
имеющей начальные координаты с = 3 нм, d = 50 нм;
прямая 3 соответствует простой броуновской диффу-
зии с коэффициентом D0 = 10–12 м2/с.

Рис. 5. Среднее смещение в плоскости xy от времени частиц c начальными координатами: (а) – с = 5 нм, d = 3 нм 
(область белок-липидных взаимодействий); (б) – с = 3 нм, d = 50 нм (область липид-липидных взаимодействий).
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нию частицы через каждые 100 мкс. Квадраты со-
единены линией, которая соответствует усред-
ненной по времени траектории движения части-
цы вдоль мембраны. Стрелками показаны
направления движения частицы. 

Характер диффузии частиц в обоих случаях ка-
чественно подобен и меняется с течением време-
ни. На начальной стадии эволюции имеет место
супердиффузия. Однако кривые 1 и 2 в промежут-
ке времени от 0 до 50 мкс имеют наклон меньше,
чем у прямой, описывающий эволюцию при про-
стой диффузии (рис. 4). Это значит, что в этом
промежутке диффузия частицы затруднена и ее
эффективный коэффициент диффузии ниже, что
согласно работам [6, 7] можно трактовать как ре-
жим замедленной диффузии. На этом промежут-
ке времени среднее смещение частицы вдоль осей
OX и OY равно нулю (рис. 5а). Далее, начиная с
времени 850 мкс характер диффузии обеих частиц
меняется, причем наклон кривых среднеквадра-
тичного смещения оказывается выше, чем у пря-
мой 3 для простой диффузии (рис. 4). На этом
промежутке времени осуществляется адвекция-
диффузия, среднее смещение частицы при этом
не равно нулю (см. рис. 5). Время начала режима
адвекции совпадает с оценкой t0 из решения урав-
нения (13). Происходит перенос частицы к ло-
кальному центру притяжения. В промежутке вре-
мени t > 2900 мкс частица движется в режиме суб-
диффузии (ограниченной диффузии согласно
работам [6, 7]). Изменение начальных координат
частиц лишь количественно влияет на характер
эволюции частиц 1 и 2. Среднее смещение липи-
да, стартовавшего из области липид-липидного
взаимодействия, в три раза больше, чем смеще-
ние липида, стартовавшего из области белок-ли-

пидного взаимодействия. Последнее хорошо ил-
люстрируется сопоставлением эволюции частиц
1 и 2, приведенных, соответственно на рис. 5а
и 5б.

Различия характеров диффузии липидов, стар-
товавших из разных областей мембраны можно
увидеть и с помощью функций распределения.
На рис. 6 изображены последовательно в разные
моменты времени сечение функции распределе-
ния липида вдоль оси х при постоянной коорди-
нате y = 3 нм, стартовавшего из области белок-ли-
пидного взаимодействия с начальными коорди-
натами с = 5 нм, d = 3 нм. Функции
распределения соответствует кривой 1 на рис. 5.
По оси абсцисс отложена координата х, по оси
ординат – функция распределения. Функция
распределения Ψ имеет размерность нм–2, Np = 1.
Ось ординат пересекает ось абцисс при х = 5 нм.
На рис. 6а отложены функции распределения при
10 и 30 мкс после начала наблюдения, на рис. 6б –
спустя 300 и 1000 мкс, на рис. 6в – спустя 4000 и
5000 мкс. Рис. 6а показывает, что функции рас-
пределения имеют гауссовский характер, макси-
мумы распределения находятся при х = 5 нм. За-
тем после времени t0 из решения уравнения (13)
(см. рис. 6б) происходит латеральное ненулевое
среднее смещение частицы (адвекция), кривые
распределения стали несимметричны и их макси-
мумы смещаются. На рис. 5а это соответствует
участку с ненулевым средним смещением. При
300 мкс максимум находится в точке х = 5 нм, при
1000 мкс – х = 2 нм. Отсюда можно оценить сред-
нюю скорость адвекции частиц мембраны в этот
период времени, она оказывается равной около
3 нм/мс. При 4000 и 5000 мкс максимумы функ-
ции распределения оставались на одном месте, а

Рис. 6. Сечение функции распределения липида вдоль оси х при постоянной координате y = 3 нм, стартовавшего из 
области белок-липидного взаимодействия с начальными координатами с = 5 нм, d = 3 нм в разные моменты времени.
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функции распределения – симметричны. Это
означит, что адвекция прекратилась и снова на-
ступил период диффузии.

При появлении в мембране двух подрешеток
неоднородностей, вставленных одна в другую, на
участке мембраны размером около λ2 на λ2 появ-
ляется центр притяжения для липидов. В этом
центре липидный бислой разрыхлен, коэффици-
ент диффузии наибольший. Появляется адвекция
липидов, но это локальные потоки, направлен-
ные к этому центру притяжения. Суммарного по-
тока вдоль всей мембраны не возникает. Если в
этом центре притяжения находится какой-ни-
будь лиганд, к нему устремляются липиды и бел-
ки, необходимые для образования вокруг него бе-
лок-липидного домена (рафта), который необхо-
дим этому лиганду, например, для эндоцитоза. В
этом центре притяжения вокруг лиганда и проис-
ходит самосборка рафта. После отсоединения ли-
ганда от мембраны адвекция молекул к этому ли-
ганду прекращается.

Возможно, при создании двух подрешеток не-
однородностей в мембране появляются нанока-
налы, заполненные молекулами воды, попадая в
которые липиды начинают направленно переме-
щаться вдоль мембраны. Наноканалы могут по-
являться в мезополосах разрыхления, между бе-
лок-липидными доменами [5]. Характер движе-
ния липидов в этих наноканалах может
отличаться от характера движения в мембране.
Похожее явление наблюдается при движении на-
ночастиц в наноканалах [29–31]. Связано это с
тем, что уравнения переноса в стесненных усло-
виях содержат не только тензор напряжений и
вектор теплового потока, но и межфазные силы,
ответственные за передачу количества движения
и тепла из-за взаимодействия с поверхностями
стенок наноканалов [29–31]. Было обнаружено,
что вязкость жидкости в наноканале сильно зави-
сит от потенциала взаимодействия между жидко-
стью и молекулами стенки канала. В частности,
увеличение глубины потенциальной ямы этого
взаимодействия приводит к увеличению вязкости
жидкости. В то же время, если глубина потенци-
альной ямы мала, вязкость жидкости в нанокана-
ле может быть даже ниже, чем ее вязкость в не-
ограниченной системе. Таким образом, вязкость
жидкости в наноканале и, следовательно, сопро-
тивление потоку в канале зависит от материала
стенок наноканала. 

Если говорить об адекватности модели, в пред-
ложенной модели рассматривается латеральная
диффузия липидов в одном липидном монослое.
Их перескоки из одного монослоя в другой (пере-
ходы типа «флип-флоп») не учитываются. Между
тем в реальных процессах они происходят, осо-
бенно при искривлении мембраны. Кроме того,
не учитывается разный состав липидов в мембра-

не, считается, что они одинаковые. Таким обра-
зом, не рассматриваются эффекты перекрестной
диффузии. Сама модель бесконечного монослоя,
в котором происходит диффузия, тоже не совсем
точно отражает строение замкнутой мембраны.
Далее, в нашей модели рассматривается переме-
щение липидов на участке мембраны размером
примерно 50×50 нм2, что примерно в сто раз
меньше размера мембраны эритроцита. При та-
ком приближении рассматривать диффузию ли-
пидов в мембране эритроцита как диффузию в
плоском бесконечном монослое вполне допусти-
мо. С другой стороны, если рассматривать диф-
фузию липидов при больших временах, то необ-
ходимо будет учитывать конечность мембраны и
ее замкнутость. 

Ранее установлено, что структурные измене-
ния в плазматических мембранах изменяют
функции мембран и клеток [32–48]. Несмотря на
указанные ограничения предлагаемой модели,
она качественно описывает один из механизмов
влияния структурных переходов в биомембранах
на их функции. В однородной мембране реализу-
ется простая броуновская диффузия частиц,
среднее смещение подвижных молекул мембра-
ны равно нулю. При взаимодействии с лигандами
мембрана испытывает структурный переход, из-
за этого латеральная диффузия липидов ста-
новится облегченной, может возникнуть адвек-
ция – локальный поток липидов к центру притя-
жения. Это облегчает образование подвижных
белок-липидных доменов рафтов, с помощью ко-
торых происходит эндоцитоз лигандов. 

ВЫВОДЫ

В данной работе аналитическими методами
исследована модель нелинейной диффузии липи-
дов в цитоплазматической мембране, которая
возникает после появления в ней сети неподвиж-
ных периодически расположенных белок-липид-
ных доменов, связанных с цитоскелетом. Коэф-
фициент диффузии липидов в этих доменах ни-
же, чем в промежутках между доменами, так что в
мембране он приблизительно описывается пери-
одической от координат функцией. Аналитиче-
ски показано, что для этой модели существует ре-
жим адвекции-диффузии. Было рассмотрено два
случая. Если мембранные белки, связанные с ци-
тоскелетом, меняют свою конформацию одина-
ково, в мембране возникает неоднородная струк-
тура из одинаковых неподвижных белок-липид-
ных доменов, образованных вокруг этих
мембранных белков. Аналитически показано че-
редование режимов нелинейной диффузии и сов-
местной адвекции-диффузии. Показано, что от
нуля до некоторого времени t0 наблюдается нели-
нейная диффузия, далее наступает период адвек-
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ции-диффузии, далее опять период нелинейной
диффузии и т.д. В эксперименте это не всегда на-
блюдается в виде хмелевой диффузии. Когда
дрейфовый снос при адвекции меньше диспер-
сии, адвекции липидов не видно на фоне их хао-
тического теплового движения, траектория липи-
дов в мембране соответствует нелинейной диф-
фузии. Аналитически получены критерии, при
выполнении которых в эксперименте можно на-
блюдать адвекцию липидов. Аналитически пока-
зано, что адвекция липидов в случае одной ре-
шетки неоднородностей не наблюдается, по-
скольку коэффициент неоднородности
мембраны β должен быть очень высоким (β > 0.8),
что редко выполняется в эксперименте. При
меньших значениях коэффициента неоднород-
ности решетки β адвекция не будет видна на фоне
хаотического теплового движения липида. 

Во втором случае, когда мембранные белки,
связанные со спектрин-актин-анкириновой се-
тью по-разному меняют свою конформацию, они
по разному притягивают к себе окружающие их
липиды. Образующиеся при этом белок-липид-
ные домены будут разными, плотность липидно-
го бислоя можно представить как наложение одну
на другую двух или более подрешеток неоднород-
ной плотности липидов. Показано, что характер
диффузии липидов при этом качественно остает-
ся прежним, как и для модели с одной решеткой
неоднородности. Но в этом случае уже может на-
блюдаться хмелевая диффузия, при которой не-
линейная диффузия сменяется периодами адвек-
ции-диффузии. Адвекция носит локальный ха-
рактер, сосредоточена около белок-липидных
доменов, в которых увеличение плотности липи-
дов наибольшее. Среднее смещение частиц при
адвекции выше у молекул, стартовавших из обла-
сти липид-липидных взаимодействий. Аналити-
чески получен критерий, при соблюдении кото-
рого в эксперименте может наблюдаться хмеле-
вая диффузия. Эта модель хорошо на
качественном уровне объясняет эксперименталь-
ные результаты измерения перемещения липидов
в цитоплазматической мембране.
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An analytical model of lateral lipid diffusion in heterogeneous native cytoplasmic membranes is presented.
The Fourier transform method was used to solve the diffusion equation for the coordinate distribution func-
tion of lipids in a periodically inhomogeneous membrane, in which the diffusion coefficient is described by
a harmonic function of the coordinates. It is shown that advection and diffusion are present in membrane.
The model explains different types of lipid diffusion in membrane observed previously in experiments as a re-
sult of structural transitions of periodically located fixed protein-lipid domains associated with the spectrin-
actin-ankyrin network. If these domains are the same, then super- and subdiffusion can be seen in experi-
ments, when the mean square displacement of lipids depends non-linearly on time, and their average dis-
placement is zero. Drift during advection was less than the chaotic Brownian displacement of lipids, advec-
tion was not observed in the experiment. When not all membrane proteins associated with the spectrin-actin-
ankyrin network undergo conformational change in the same way upon ligand binding, two periodic sublat-
tices of inhomogeneities arise in the membrane from fixed protein-lipid domains around membrane proteins
associated with the cytoskeleton and nested in one another. In this case, hop diffusion can be found in exper-
iments, when periods of nonlinear diffusion of molecules are replaced by periods of advection-diffusion, in
which the average displacement of molecules is not zero. Advection is local in nature and occurs near indi-
vidual protein-lipid domains. In the presented work, criteria are analytically obtained under which hop dif-
fusion is experimentally observed in a periodically inhomogeneous membrane.
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Представленная модификация метода локальной оптической томографии позволяет исследовать
динамические процессы субклеточных структур нативных нервных клеток. Преимущество данного
подхода заключается в том, что возможен анализ динамики распределения структур нейрона в
интересующей точке или области внутри клетки без проведения полной реконструкции
изображения клетки. Доказано, что появляется возможность определения размеров, интересующей
области клетки и координат субклеточных структур для дальнейшего исследования их динамики. В
данной модификации метод локальной томографии позволяет исследовать как клетки, так и
клеточные структуры, так как не требует зондирования всего поля зрения. Локальное зондирование
интересующей области при функционировании нервной клетки позволит, во-первых, сократить
время регистрации данных для получения локальных томограмм и, во-вторых, исследовать
одновременно динамику нескольких областей внутри клетки.
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В настоящее время метод оптической фазовой
микроскопии широко используется для исследо-
вания динамики различных процессов в клетке
[1, 2]. C помощью оптической фазовой микроско-
пии были выявлены изменения показателя пре-
ломления в ходе функционирования клетки. Од-
нако применение данного метода сопровождает-
ся рядом трудностей, связанных, в частности, с
проблемой разрешения внутриклеточных струк-
тур клетки, чувствительностью и временным раз-
решением отдельного измерения. В связи с этим
особое внимание уделяется разработке методик
оптической томографии в фазовой и абсорбцион-
ной микроскопии. Однако эти исследования воз-
можны для морфологического анализа отдельной
клетки, которая полностью попадает в поле зре-
ния прибора со всех направлений зондирования
[3]. В настоящее время методы и алгоритмы тра-
диционной оптической компьютерной томогра-
фии не распространяются на клетки более слож-
ной формы, такие, например, как нервные

клетки, имеющие многочисленные отростки и
внутриклеточные структуры (ядро, митохондрии
и т.п.). 

На наш взгляд, существует несколько ограни-
чений, которые снижают эффективность томо-
графических исследований подобных биологиче-
ских объектов. Во-первых, особенности оптиче-
ской схемы многоракурсного зондирования
нативной клетки позволяют исследовать объект
только при ограниченном угле обзора [4]. Во-вто-
рых, при некоторых ракурсах объекта (например,
нервной клетки) размер превышает область зон-
дирования и приводит к проблеме регистрации
неполных проекций. Эти ограничения усложня-
ют задачу реконструкции томограмм с использо-
ванием обратного преобразования Радона, дово-
дя ее до некорректной, так как приводят к много-
численным артефактам в восстановленном
изображении, компенсация которых существен-
но ухудшает пространственное разрешение мето-
да. В-третьих, используемые алгоритмы рекон-
струкции изображений, полученных с помощью
оптической компьютерной томографии (ОКТ),
учитывают только слабые дифракционные эф-

Сокращения: ОКТ – оптическая компьютерная томогра-
фия, ОРХ – оптическая разница хода. 
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фекты для случая однократного рассеяния в при-
ближении Борна или Рытова для уравнения эйко-
нала [5]. Очевидно, что в этих случаях градиенты
показателя преломления внутри и на границе
клетки должны быть малы, и в случае примене-
ния метода ОКТ для исследования нативной
клетки эти условия не выполняются. Известно,
что величина плотности клеточной мембраны су-
щественно превышает плотность структур цито-
плазмы и приводит к сильным дифракционным
эффектам на краях клетки. Дифракцию света на
мембране легко можно наблюдать на любом фа-
зовом изображении клетки. При этом дифракци-
онные искажения проекционных данных локали-
зуются на границах клетки и внутренних ее
органелл. Таким образом, использование нело-
кальных алгоритмов реконструкции ОКТ приво-
дит к искажениям проекций и восстановлении
изображения клетки. 

Современные методы решения обратных не-
корректных задач, использующие итерационные
процедуры позволяют реконструировать изобра-
жение внутриклеточных структур в некотором
приближении даже при неполных и неточных
проекциях. Однако достоверность полученных
изображений вызывает сомнения, а выводы о
корреляции полученного изображения и реаль-
ных структур клетки необходимо делать с боль-
шой осторожностью. При этом теряется основ-
ное достоинство томографических методов ис-
следования – высокая чувствительность к
локальным изменениям плотности внутри объек-
та. В связи с этим можно выделить целый ряд за-
дач, при которых не нужно строить трехмерное
изображение всей клетки, а достаточно анализи-
ровать динамику локальных изменений ее струк-
турных элементов. 

В данной работе будут впервые представлены
результаты исследования ОКТ нативной нервной
клетки (нейрона). Известно, что морфология
нейрона включает тело (сому) и ряда отростков
(дендриты и аксон), по которым нервный им-
пульс поступает на нейрон или передается на дру-
гую клетку. Известно, что в этих структурах ней-
рона происходят динамические процессы, кото-
рые связаны не только с периодическими
изменениями мембранного электрического по-
тенциала как в теле клетки, так и ее отростках, но
и изменениями в цитоплазме клетки, связанны-
ми с перераспределениями субклеточных струк-
тур цитоскелета (локализация митохондрий или
внутриклеточных везикул, содержащих нейроме-
диаторы). Процесс возбуждения нейрона связан с
деполяризацией плазматической мембраны (уве-
личение мембранного потенциала), что иниции-
рует перераспределение цитоплазматический пу-
лов везикул, вектор которого направлен из цен-
тра нервной клетки к плазматической мембране.
После завершения деполяризации, везикулы

сливаются с плазматической мембраной (в тече-
ние нескольких минут) и молекулы медиатора
диффундируют в экстраклеточную среду. Извест-
но, что в крупной (60–80 мкм в диаметре) соме
нейрона пиявки серотонин хранится в скоплени-
ях везикул (диаметром 100 нм), а электрическая
стимуляция (серия из десяти импульсов частотой
20 Гц) вызывает экзоцитоз (направленное пере-
распределение везикул от центра клетки к ее пе-
риферии) в течение 2–5 мин. С помощью элек-
тронных микроскопии установлено, что в состоя-
нии покоя в нейроне скопления везикул
локализованы далеко от плазматической мембра-
ны, тогда как после стимуляции нейрона большая
часть их перемещается и плотно прилегает к плаз-
матической мембране клетки. В связи с этим, в
настоящее время существует насущная задача
микроскопического контроля за перераспределе-
нием скоплений везикул при функционировании
нейрона [6]. 

Ранее, нами было доказано, что распределение
оптической разницы хода (ОРХ) луча света в
функционирующем нейроне меняется как во вре-
мени, так и в субклеточных структурах нейрона.
Установлено, что ОРХ в каждой точке клетки
определяется коэффициентом преломления ком-
понентов цитоплазмы, их размерами и количе-
ством, а, главное, зависит от их перераспределе-
ния субклеточных структур (везикул и митохон-
дрия, ядро и т.д). Доказано, что в состоянии
покоя у нейрона величина стандартного отклоне-
ние ОРХ клетки (динамика распределения ОРХ)
незначительно варьирует в околоядерной области
и в области плазматической мембраны. Однако
при активации ацетилхолиновых рецепторов
нейрона и деполяризации мембраны выявлены
существенные изменения величины стандартно-
го отклонение ОРХ Retzius-нейрона (распределе-
ния ОРХ) [7]. 

В связи с этим мы считаем, что основным ас-
пектом исследований морфологии и цитологии
нейрона является анализ динамики внутрикле-
точных процессов нервной клетки. Мы предпо-
лагаем, что без использования специфических
флуоресцентных маркеров структур нейрона ло-
кальная ОКТ позволит исследовать динамику
трехмерной субклеточной структуры функцио-
нирующей нервной клетки.

Цель работы заключалась в том, чтобы с помо-
щью метода локальной оптической томографии
разработать методологию анализа динамических
процессов в нейроне (в интересующей точке или
области без проведения полной реконструкции
всего сечения клетки). Для реализации предлага-
емой методологии были получены 3D-изображе-
ния нейрона, реконструированные методом ло-
кальной дифференциальной томографии, опре-
делены координаты и дана характеристика
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трехмерной структуры отдельных субклеточных
структур в заданных точках 3D-изображения
клетки.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Культивирование первичной культуры грануляр-
ных клеток мозжечка крысы. Для приготовления
первичной культуры гранулярных клеток моз-
жечка использовали двух-четырехсуточных крыс
линии Wistar Kyoto. Декапитацию осуществляли в
соответствии с этическими требованиями по ра-
боте с животными. После декапитации животных
все процедуры с клетками производили в сте-
рильных условиях. Извлеченные мозжечки про-
мывали в холодном бескальциевом и безмагние-
вом растворе Хенкса (Gibco, США) с 0.04% NaH-
CO3, очищали от сосудов, пленок, ствола мозга и
других тканей, измельчали, после чего клеточную
суспензию помещали на 15 мин в 0.05%-й трип-
син с 0.02% ЭДТА при 37°С (Gibco, США). После
инкубации клетки на 2–3 мин помещали в 2–3 мл
бычьей сыворотки для остановки реакции, а за-
тем двукратно отмывали трипсин стандартным
раствором Хенкса с феноловым красным (Gibco,
США), и культуральной средой МЕМ (Minimal
Essential Medium, Gibco, США). Клетки диспер-
гировали в свежей среде МЕМ до получения од-
нородной суспензии, которую центрифугировали
2 мин при 3000 об/мин. Далее осажденные клетки
ресуспендировали в среде NBM (Neurobasal Me-
dium, Gibco, США), содержащей 2% Supplement
B-27 (Gibco, США), 0.5 мM GlutaMax (Gibco,
США), 100 Ед/мл пенициллин/стрептомицин
(Gibco, США) и 20 мM KCl (Sigma, CША). Под-

счет нейронов проводили в камере Горяева (кон-
центрация нейронов обычно составляла (1.0–
3.5)·106 клеток/мл), затем переносили 100–
150 мкл клеточной суспензии в чашки Петри,
преинкубированные с полиорнитином (Sigma,
США) для улучшения адгезии клеток на поверх-
ности чашек Петри. Культивирование осуществ-
ляли в среде NBM в течение пяти-семи суток в
СО2-инкубаторе при 37°С, 5% СО2 и относитель-
ной влажности 98%. 

Оптическая локальная дифференциальная томо-
графия. Подробное описание экспериментальной
установки было представлено в работе [8]. Мож-
но выделить следующие основные характеристи-
ки используемого микротомографа. Источником
света служил низкокогерентный светодиод, что
позволило снизить шумы получаемых изображе-
ний; проекции (с разных углов) получали за счет
освещения через широкоапертурный объектив.
Фазовые изображения получали с помощью
сдвигового интерферометра (рис. 1). Источником
излучения служил коллимированный линзой (1)
точечный светодиод (LED) с размером площадки
80 мкм. Использование светодиода по сравнению
с лазером позволяет избавиться от спекл-шумов.
Образец (Sample) помещали между двумя по-
кровными стеклами и освещали параллельным
лучом света (под разными углами) через широко-
апертурный объектив (Lens_1). Наклон луча ме-
няли за счет поворота зеркала (GS) с помощью
гальвосканера. Такой способ сканирования лу-
чом позволяет использовать фиксированные объ-
ективы и предметный столик, что существенно
упрощает конструкцию установки. Диапазон ска-
нирования в нашей установке составил ~ ±60°.

Изображение клетки получали с помощью
объектива Lens_2, идентичного объективу
Lens_1. Далее изображение попадало в сдвиговый
интерферометр, состоящий из зеркал (M1) и (M2)
и светоделительным кубиком 50/50 между ними.
Сдвиг изображений получали благодаря наклону
одного из зеркал. Для реализации алгоритма фа-
зовых шагов одно из зеркал смещалось с помо-
щью пьезоэлемента. Изображение формировали
на светочувствительной матрице (Image) с помо-
щью системы линз. Восстановление фазовых
изображений производили методом интерферо-
метрии фазовых шагов. В результате каждая полу-
ченная проекция представляла собой изображе-
ние, аналогичное изображению, полученному в
дифференциальном интерференционно-кон-
трастном микроскопе, но с численными значени-
ями, соответствующими производной фазы.

Для калибровки томографа использовали
стеклянные сферы размером 5 мкм, что позволи-
ло определить размер вокселя в восстановленном
изображении (0.1 мкм3). Время регистрации пол-
ного набора проекций составляло 8–10 с.

Рис. 1. Схема сдвигового интерференционного мик-
ротомографа. Описание рисунка представлено в
тексте.
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РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Особенности локальной дифференциальной то-
мографии. Локальные алгоритмы томографии от-
личаются тем, что для восстановления функции в
какой-то конкретной точке внутри объекта не
требуется измерять поле, прошедшее через весь
объект. Достаточно знать значение поля только в
небольшой области вокруг выбранной точки. Ло-
кальные алгоритмы достаточно широко исполь-
зуются в технических приложениях томографии,
так как обладают высокой чувствительностью к
изменениям внутренней структуры объекта. Так,
например, при исследовании быстропротекаю-
щих процессов, аэро- и гидропотоков, процессов
горения использовались методы томографиче-
ской аналоговой интерферометрии в оптическом
диапазоне, которые позволили визуализировать
изображения сечений этих процессов в реальном
времени [9]. При этом использовались локальные
алгоритмы обратного суммирования, которые
позволяли получать некоторые приближения то-
мограмм. Локальный алгоритм синтеза томо-
грамм из дифференциальных проекций нашел
применение в рентгеновской томографической
дефектоскопии [10]. Ранее в нашей работе [8] бы-
ли представлены результаты теоретических ис-
следований и математическое моделирование ло-
кальных алгоритмов томографии.

Отметим, что изображения, восстановленные
по указанным выше алгоритмам локальной томо-
графии, не являются истинными томограммами.
Но эти изображения визуально воспринимаются
как более четкие, с выраженными границами не-
однородностей объекта и инородных включений
в нем, что позволяет очень точно определить ко-
ординаты локализации этих структур внутри
клетки. Другой особенностью локальных алго-
ритмов по дифференциальным проекциям явля-
ется их высокая чувствительность к изменениям
внутри объекта, что делает их перспективными
для исследования динамики внутриклеточных
процессов [11].

Оптическая томография и 3D-изображение ней-
рона. Для анализа ОКТ-изображения нативного
нейрона использовали программу 3D Slicer, кото-
рая позволяла получить и исследовать произволь-
но ориентированные срезы клетки, строить моде-
ли поверхности из меток изображений и аппарат-
но-ускоренный объемный рендеринг (3D-
изображение). 

На рис. 2 представлено оптическое изображе-
ние нейрона (2D-проекция), на котором отмече-
ны границы нервной клетки (сома – тело нейро-
на) и ее отростков (дендриты и аксон). При

трансформации 2D-изображения в 3D-изобра-
жение с помощью программы 3D Slicer были по-
лучены изображения клетки в трех проекциях: го-
ризонтальная (вид сверху) (рис. 3в), профильная
(вид спереди, сагиттальная) (рис. 3г) и фронталь-
ная (сбоку) (рис. 3а), а также объемный ренде-
ринг (трехмерный набор данных, где каждая
ячейка определяет плотность в этой точке)
(рис. 3б). 

Так, область ядра нейрона представлена как в
горизонтальной проекции (рис. 3в), так и в объ-
емном рендеринге (рис. 3б). 

Выделение и характеристика отдельных слоев
трехмерной структуры в заданных точках 3D-изоб-
ражения нейрона. Следующая процедура анализа
полученных изображений заключалась в выделе-
нии отдельных слоев трехмерной структуры ней-
рона в заданных точках изображения (рис. 4a,б).
Для случая, когда первая структура нейрона была
выбрана на уровне –18 мкм, далее с шагом 2 мкм
были получены следующие срезы изображения
субклеточных структур: область верхнего среза
изображения нейрона (рис. 4в; выделена темно-
серым цветом) – в области –10.7 мкм, а нижний
слой нейрона (рис. 4; выделен светло-серым цве-
том) – 24 мкм. На следующем этапе анализа изоб-
ражения с помощью опции инструмента «линей-
ка» были получен размеры высот нейрона (13.28
мкм) и его ядра (8.169 мкм).

В связи с задачей исследования анализировали
ОКТ-изображения отростков нейрона и их срезы
(рис. 4в).

Отметим, что локальная ОКТ позволила полу-
чить изображения слоев (срезы): цитоскелет, яд-
ро, органеллы вокруг ядра (рис. 5а). Очевидно,

Рис. 2. Изображение нейрона, полученное с помо-
щью оптического микроскопа (2D-проекция), на ко-
тором отмечены границы нервной клетки (сомы – те-
ла нейрона) и ее отростков (дендритов).
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Рис. 3. Проекции нейрона, полученная с помощью программы 3D Slicer: (а) – фронтальная (вид сбоку), (б) – объем-
ный рендеринг, (в) – горизонтальная (вид сверху), (г) – профильная (вид спереди, сагиттальная).

Рис. 4. Срезы нейрона: (a) – срезы (слои) с указанной размерностью в мкм, (б) – срез (слои) под углом, (в) – темно-
серым цветом выделен верхний слой нейрона, ОКТ-изображения отростков нейрона (аксон и дендрит), (г) –светло-
серым цветом выделен нижний слой. 
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что данный подход позволит не только исследо-
вать 3D-структуру нейрона и его субклеточных
структур, но и динамику изменения этих локаль-
ных структур при функционировании нейрона
(рис. 5б–г).

С помощью опции «Fill beteen slicer» програм-
мы 3D Slicer были получены объемные 3D-изоб-
ражения нейрона с учетом выделенных слоев
(рис. 6a,б), а также область ядра клетки (рис. 6в),
цитоскелет (рис. 6г) и область аксона (рис. 6д).

Как отмечалось выше, анализ изображений
локальной ОКТ позволяет выбрать локализацию
(координаты) исследуемых структур нейрона и
оценить их динамику. Например, выберем точку
в области ядра клетки (рис. 7a) и определим ее ко-
ординаты: (24.45289, 11.18260, –16.97716) мкм, в
области цитоплазмы клетки (рис. 7б): (28.74976б
11.61373б –14,30570) мкм, или же в области аксона
(рис. 7в): (14.99557, 7.57512. –14.17602) мкм. Раз-
мер указан с учетом перевода пикселей в мкм. 

Рис. 5. 3D-изображения нейрона: (а) – слои цитоскелета, ядра и органелл в одной модели, (б) – ядро, (в) – цитоскелет,
(г) – область дендрита и аксона.
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Рис. 6. Объемное 3D-изображение нейрона: (а) – верхний слой, (б) – нижний слой, (в) – область ядра, (г) –
цитоскелет в приближении «полупрозрачный», (д) – область аксона.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Представленные в данной работе результаты
использования локальной ОКТ позволяют иссле-
довать динамические процессы в субклеточных
структурах функционирующего нейрона [12–16].
Преимущество предлагаемого подхода примене-
ния локальной томографии заключается в том,
что метод позволяет проводить анализ динамики
распределения заданных структур нейрона в ин-
тересующей точке или области внутри клетки без
проведения полной реконструкции всего сечения
объекта. При этом остается возможность опреде-
ления точных размеров, интересующей области
клетки и координат субклеточных структур для
исследования их динамики. В данной модифика-
ции метод локальной томографии позволяет ис-
следовать большие клетки и клеточные структу-
ры, т.к. не требует освещения (анализа) всего по-
ля зрения. Зондирование только интересующей
исследователя части клетки позволяет, во-пер-
вых, сократить время регистрации данных для ло-
кальных томограмм, и, во-вторых, исследовать
одновременно динамику нескольких областей
внутри клетки, если они находятся в поле зрения.
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Рис. 7. Выбор локальных координат: (а) – в ядре, (б) – в цитоплазме, (в) – в аксоне.
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 Local Optical Tomography of a Nerve Cell
 G.G. Levin*, A.A. Samoilenko*, T.A. Kazakova**, T.A. Marakutsa***, and G.V. Maksimov**, ***

*All-Russian Research Institute of Optical and Physical Measurements, Ozernaya ul. 46, Moscow, 119361 Russia

** Lomonosov Moscow State University, Leninskie gory 1/24, Moscow, 119892 Russia

***National Research Technological University “MISiS”, Leninskiy prosp. 4, Moscow, 119049 Russia

The presented modification of the method of local optical tomography makes it possible to study the dynamic
processes of subcellular structures of native nerve cells. The advantage of this approach is that it is possible to
analyze the dynamics of the distribution of neuron structures at a point or area of interest inside the cell with-
out performing a complete reconstruction of the cell image. It has been proved that it becomes possible to
determine the dimensions, the cell area of interest, and the coordinates of subcellular structures for further
study of their dynamics. In this modification, the method of local tomography could be used to study both
cells and cellular structures, because it is not necessary to probe a full field of view. Local probing of the region
of interest during the functioning of the nerve cell will, firstly, reduce the time of data recording for obtaining
local tomograms, and, secondly, provide the opportunity to explore the dynamics of several regions inside the
cell at the same time.

Keywords: local optical tomography, neuron
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Свертывание крови является важнейшим физиологическим ответом организма на нарушения це-
лостности или функции сосудистой стенки. Данный процесс является нестационарным, обладает
множеством не до конца установленных механизмов пространственной регуляции, а его понима-
ние крайне необходимо для предотвращения большого количества жизнеугрожающих состояний.
Данный обзор посвящен истории исследования процессов свертывания крови коллективом уче-
ных-биофизиков, – выпускников и сотрудников кафедры биофизики физического факультета
МГУ имени М.В. Ломоносова, усилиями, которых удалось создать одну из ведущих российских на-
учных школ по экспериментальному и теоретическому исследованию системы гемостаза. В обзоре
описаны основные направления исследований, которые включили множество разнообразных ас-
пектов проблемы – от развития теоретических моделей свертывания крови до разработки и клини-
ческих исследований новых методов оценки состояния гемостаза.

Ключевые слова: гемостаз, свертывание крови, фибрин, тромбин, тромбоциты.

DOI: 10.31857/S0006302923010076, EDN: NZRQEZ

Система гемостаза, отвечающая за остановку
кровотечений и поддержание естественного го-
меостаза и циркуляции крови, обладает способ-
ностью быстро и эффективно отвечать на широ-
кий спектр возможных повреждений сосудистой
стенки: от быстрого «затыкания» нарушенных
эндотелиальных контактов отдельными тромбо-
цитами (такие «прорехи» могут быть вызваны
усиленной миграции клеток иммунной системы в
ткани при воспалении), до формирования круп-
ных гемостатических пробок, останавливающих
острое кровотечение в случае серьезных повре-
ждений сосудов. Нарушения в работе данной си-

стемы приводят к опасным состояниям – крово-
течениям и тромбозам. В соответствие с печаль-
ной статистикой, осложнения, вызванные
одними артериальными тромбозами – инфаркты
и ишемические инсульты – являются лидирую-
щей причиной смерти и инвалидности, как в Рос-
сии, так и далеко за ее пределами. 

Изучение свертывания крови насчитывает уже
многие десятилетия, однако отсутствие понима-
ния принципиальных механизмов, регулирую-
щих гемостатический ответ в норме, приводит к
отсутствию надежных инструментов для диагно-
стики и коррекции многообразных нарушений
свертывания. 

В системе гемостаза выделяют два звена: пер-
вичный гемостаз (сосудисто-тромбоцитарный) и
вторичный, – включающий каскад биохимиче-
ских реакций, приводящих к желированию плаз-

Сокращения: АЧТВ – активированное частичное тромбо-
пластиновое время, ПЗР – плазмозамещающие растворы,
ТПА – тканевый активатор плазминогена, PAI-1 – инги-
битор активатора плазминогена 1, 
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мы за счет формирования фибриновой сети. Та-
кое разделение вызвано классическими представ-
лениями, согласно которым в условиях потока
крови вначале происходит формирование тром-
боцитарного агрегата (то есть срабатывает кле-
точное звено гемостаза), после чего данный агре-
гат стабилизируется фибрином, который дей-
ствует как клей и не только меняет локальное
агрегатное состояние плазмы крови, но и надеж-
но прикрепляет сформированный сгусток к сосу-
дистой стенке. 

Физиологические задачи системы гемостаза
диктуют необходимость порогового поведения в
плане инициации ответа (с целью предотвраще-
ния ошибочного запуска реакций свертывания),
а также наличия механизмов, ограничивающих
данный ответ в пространстве в случае его запуска
(во избежание неограниченного распростране-
ния сгустка, которое может иметь смертельные
последствия для организма).  

Выявление механизмов, регулирующих ини-
циацию гемостатического ответа, его распростра-
нение в пространстве и остановку, стало одним из
ключевых направлений исследований команды
биофизиков, которые под руководством
Ф.И. Атауллаханова в начале девяностых годов
прошлого века приступили к работе на базе Гема-
тологического научного центра РАМН. Следует
отметить, что данная работа была во многом мо-
тивирована замечательным человеком, выдаю-
щимся врачом и организатором – академиком
А.И. Воробьевым, который в то время возглавлял
Гематологический научный центр. 

В данном обзоре кратко описана история на-
учных поисков, открытий и неудач, которые со-
путствовали исследования данной научной груп-
пы, со временем превратившейся в одну из круп-
нейших научных школ по изучению гемостаза в
России. 

ФЕНОМЕНОЛОГИЧЕСКИЕ МОДЕЛИ 
СВЕРТЫВАНИЯ ПЛАЗМЫ КРОВИ

Процесс образования фибринового сгустка в
плазме крови обладает ключевыми свойствами,
характерными для активных сред [1–3]: наработ-
ка тромбина и, как следствие, полимеризация
фибрина может происходить во всем объеме, за-
нимаемом плазмой крови, а каскад биохимиче-
ских реакций свертывания имеет множество по-
ложительных обратных связей, которые могут
приводить к самоактивации процесса. Таким об-
разом, в данной системе есть все компоненты, не-
обходимые для автоволнового роста тромба. Од-
нако даже в упрощенных in vitro системах фибри-
новый сгусток никогда не растет на сколь угодно
большие расстояния. 

Теоретические исследования, выполненные
под руководством Ф.И. Атауллаханова, позволи-
ли сформулировать гипотезу, согласно которой
плазма крови является активной средой нового
типа [4–9], в которой могут генерироваться не
только классические автоволны, но и так называ-
емые автоволны с остановкой [6, 10]. Рассмотрен-
ные феноменологические математические моде-
ли, формализующие ключевые представления о
свертывании, описывают плазму крови как ак-
тивную среду, в которой наряду с классическими
решениями, могут существовать новые динами-
чески и стационарные объекты: автоволны с ме-
няющейся амплитудой [6, 10], а также разнооб-
разные кольцевые структуры и «пятна» – стацио-
нарные неизотропные распределения веществ в
пространстве [11–14]. 

Следует отметить, что спектр возможных про-
странственно-динамических режимов поведения
предложенной феноменологической модели
свертывания, описываемой всего тремя нелиней-
ными дифференциальными уравнениями типа
«реакция–диффузия», оказался крайне разнооб-
разным и в настоящее время остается недостаточ-
но изученным. Теоретический анализ моделей
такого рода представляет интерес не только для
исследования свертывания крови, но и для широ-
кого круга задач, в том числе выходящих за рамки
биологии. 

ДЕТАЛЬНЫЕ МОДЕЛИ 
СВЕРТЫВАНИЯ ПЛАЗМЫ

Уже на самых первых этапах исследования
пространственной регуляции свертывания крови
стало ясно, что простые феноменологические мо-
дели могут позволить проверку принципиальной
работоспособности тех или иных гипотез (в част-
ности, автоволновой и пороговой концепций), но
недостаточны для исследования конкретных мо-
лекулярных механизмов и сравнения с экспери-
ментальными данными. Работа над детальными
моделями свертывания для этих целей началась в
нашей команде почти сразу же. Первая версия та-
кой модели, созданная Атауллахановым и соавто-
рами, была опубликована в журнале «Биофизика»
в 1995 г. [15]. В отличие от всех предыдущих ра-
бот, она сразу фокусировалась на внутреннем пу-
ти свертывания, играющем ключевую роль в ав-
товолновой гипотезе. Эта модель была «гомоген-
ной», т.е. фокусировалась на биохимии
свертывания и рассматривала его в однородном
пространстве.

Следующий принципиальный шаг был сделан
в работах [16, 17], авторы которых перенесли эту
модель в пространственно-распределенную си-
стему и показали, что в ней может существовать
автоволна. В рамках стандартной биохимии свер-
тывания она не останавливалась, поэтому в нее
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были введены дополнительные гипотезы о пере-
ключении тромбина в «антикоагулянтный» ре-
жим одним из отщепляемых пептидов. Эти гипо-
тезы в комбинации с упрощениями привели к но-
вому поколению редуцированных автоволновых
моделей свертывания [18]. Однако предложенная
в работах [16, 17] модель продолжала базировать-
ся на активации по контактному пути: для авто-
волновой фазы это не было существенно, и пер-
вые эксперименты ставили с активацией сверты-
вания стеклом. Тем не менее, со временем в той
же лаборатории начали разрабатываться новые
экспериментальные подходы для исследования
свертывания крови при активации по физиологи-
ческому пути, тканевым фактором [19].

Для решения этой проблемы в начале 2000-х
годов началась работа по разработке модели но-
вого поколения, с улучшенной биохимией и ак-
тивацией по внешнему пути. Были выполнены
отдельные проекты по детальному исследованию
отдельных блоков свертывания [20–22], и в конце
концов эта работа была опубликована в 2006 г.
[23]. Предложенная модель была тщательно вали-
дирована на всех уровнях организации и включа-
ла все ключевые реакции свертывания, известные
на тот момент [24, 25]. Она позволила подвести
молекулярную базу под роль внутреннего пути в
пространственной динамике свертывания крови,
а также предсказала остановку пространственно-
го роста свертывания в присутствии тромбомоду-
лина, успешно подтвержденную в эксперименте.
К отрицательным результатам модели можно бы-
ло отнести тот факт, что хотя в этой модели при-
сутствовала активация фактора XI тромбином и
ее вклад в рост сгустка был достоверным, он ка-
зался достаточно слабым, значимую «чистую» ав-
товолну показать не удавалось, в том числе в экс-
периментах. Эта работа далее развивалась в сле-
дующих направлениях.

Во-первых, дальнейшие исследования регуля-
ции свертывания крови под руководством
Ф.И. Атауллаханова в значительной степени ис-
пользовали разные варианты этой модели. Ос-
новные вехи на этом пути:

1) Роль активации фактора V в регуляции по-
рогов по активации [26, 27];

2) Роль активации фактора VII в регуляции по-
рога по скорости потока [28];

3) Роль ингибитора пути тканевого фактора в
управлении порогами и динамикой свертывания
[29, 30];

4) Полноценное экспериментальное доказа-
тельство и теоретическое исследование автовол-
нового феномена свертывания крови [31];

5) Механизмы устойчивости системы сверты-
вания к возмущениям [32].

Эти исследования привели к формированию
новой картины регуляции свертывания, которая

подтверждена экспериментально in vitro. Ее важ-
нейшим недостатком сейчас является отсутствие
данных in vivo.

Во-вторых, исследования биохимии процесса
свертывания, предпринятые для этих моделей,
привели к формированию новых направлений в
коллективе – по изучению механизмов мембран-
ных реакций, формированию прокоагулянтных
тромбоцитов и далее, по мере развития тромбо-
цитарного направления, по исследованию фор-
мирования тромбоцитарного тромба.

МЕТОД РЕГИСТРАЦИИ 
ПРОСТРАНСТВЕННОГО СВЕРТЫВАНИЯ 
(ТРОМБОДИНАМИКА): ОТ КОНЦЕПЦИИ

К ИСПЫТАНИЯМ В КЛИНИКЕ
Первые экспериментальные работы, в кото-

рых свертывание крови рассматривалось как про-
странственно неоднородный процесс, начинаю-
щийся в месте его активации и распространяю-
щийся на определенное расстояние, были
опубликованы в лаборатории в 1995–1998 гг. В
работах [4, 33] были приведены эксперименты,
демонстрирующие рост фибринового сгустка от
стеклянных шариков, выступающих в роли акти-
ватора свертывания. В дальнейшем методика ак-
тивации свертывания была усовершенствована:
активацию проводили по внешнему пути от мо-
нослоя фибробластов на подложке, которая рас-
полагалась на одной из граней измерительной
кюветы [19]. В этот момент стало ясно, что метод
позволяет не только изучать принципы устрой-
ства системы свертывания в норме, но также про-
ливает свет на механизмы, лежащие в основе не-
которых патологических состояний. Так, до этого
дефицит факторов свертывания VIII и XI (гемо-
филия А и C соответственно) традиционно опре-
деляли в клинических лабораториях, измеряя
время свертывания при активации по внутренне-
му пути (тест активированного частичного тром-
бопластинового времени (АЧТВ)), тогда как ак-
тивация по внешнему пути (тест протромбиново-
го времени) у таких пациентов была в норме,
несмотря на тяжелые хронические кровотечения.
Однако при повреждении сосуда в организме за-
пускается именно активация по внешнему пути,
что ставит вопрос об адекватности лабораторных
тестов. Именно рассмотрение активации и роста
сгустка в пространстве показало, что у таких па-
циентов изначально вблизи активатора быстро
формируется нормальный сгусток, однако впо-
следствии этот сгусток становится неплотным,
приобретает размытые границы (в отличие от
нормального сгустка с очень четкой границей
между самим сгустком и жидкой плазмой) и рас-
тет значительно медленнее, что приводит к выво-
ду о том, что нарушена фаза роста сгустка [19].
При этом было показано [34], что сама фаза акти-
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вации достаточно слабо влияет на последующий
рост сгустка, он скорее определяется свойствами
среды (составом плазмы крови), а не уровнем ак-
тивации. В дальнейшем было обнаружено [23],
что за активацию свертывания отвечает только
внешняя теназа, а распространение сгустка кон-
тролируется генерацией фактора Xa с помощью
внутренней теназы. Остановить рост сгустка
можно с помощью ингибитора свертывания
тромбомодулина, в норме локализованного на
здоровом эндотелии сосудов. Тем самым задается
парадигма функциональных блоков, регулирую-
щих отдельные свойства системы свертывания
крови. Кроме этого, исследование простран-
ственного роста сгустка позволило сделать важ-
ное предположение о механизмах действия гемо-
статического препарата фактора VIIa [35]. Было
показано, что действие рекомбинантного факто-
ра VIIa не ограничивается взаимодействием с по-
верхностью поврежденной стенки сосуда с ткане-
вым фактором и преимущественно определяется
независимым от тканевого фактора механизмом,
однако зависит от присутствия микровезикул, что
выражается в увеличении скорости роста сгустка
и возникновении спонтанного тромбообразова-
ния вдали от фронта роста сгустка. Таким обра-
зом, независимое от тканевого фактора действие
VIIa обеспечивает быстрое образование тромба
вокруг места повреждения. Современные техно-
логии, такие как применение светодиодов для
освещения экспериментальной кюветы, каче-
ственные фильтры для флуоресцентного сигнала
от «метки» тромбина и высокое разрешение фо-
токамеры позволили улучшить получаемые дан-
ные и впервые получить не только распределение
фибрина, но и распределение тромбина в про-
странстве и продемонстрировать его волновую
природу [31]. Следующим большим методологи-
ческим прорывом в этой области стала разработ-
ка стандартизованного активатора, представляю-
щего собой иммобилизованный на пластиковую
поверхность тканевый фактор [36]. Усовершен-
ствование технологии создания активаторов и из-
мерительной установки, а также предваритель-
ные данные клинической апробации привело к
выдвижению разработки в конкурсе РОСНАНО
и получению финансирования на промышленное
производство диагностической системы и теста
«Тромбодинамика».

Равномерность нанесения, возможность со-
здания большого количества образцов, стабиль-
ность и воспроизводимость характеристик позво-
лили проводить более масштабные исследования,
в том числе на пациентах. Так, было обнаружено
[37], что у пациентов в состоянии сепсиса и сеп-
тического шока скорость роста сгустка повыша-
лась за несколько дней до увеличения концентра-
ции D-димеров (продукта распада фибрина
вследствие лизиса сгустка), что расценивается

как показатель развития тромбоза. Таким обра-
зом, метод измерения пространственного роста
сгустка стал рассматриваться как потенциально
полезный в клинической практике метод ранней
диагностики нарушений свертывания. При этом
выяснилось, что важной особенностью свертыва-
ния, проявившейся при учете пространственной
неоднородности, стало спонтанное тромбообра-
зование: даже если избавиться от «паразитной»
контактной активации от стенок измерительной
кюветы с помощью добавления ингибитора, у па-
циентов с протромботическими нарушениями
свертывания часто регистрируются сгустки по
всему объему плазмы, вне зоны активации и ро-
ста сгустка [37, 38]. 

Поскольку основной пул методов, находящих-
ся в распоряжении медицинских лабораторий,
предназначен в основном для диагностики нару-
шений свертывания, ассоциированных с крово-
точивостью, а для диагностики риска тромбоза
надежных методов так и не было разработано, ис-
следования тромбодинамики в клинике были со-
средоточены вокруг двух основных тем – диагно-
стики тромбогенных (или, по-другому, гиперкоа-
гуляционных состояний) и контроля терапии
антикоагулянтами, которые применяются для
коррекции таких состояний. 

Для диагностики гиперкоагуляционных со-
стояний набирали группы пациентов с высоким
риском развития тромбоза и сравнивали с груп-
пой здоровых добровольцев. Сдвиг параметров
теста тромбодинамики в сторону гиперкоагуля-
ции был обнаружен после различных оператив-
ных вмешательств [39, 40], при инфекционных
заболеваниях [41], беременности [40, 42], беспло-
дии [43], онкологических заболеваниях [44, 45],
состояниях после уже произошедшего тромбоза
[45], у пациентов детского возраста с редкими за-
болеваниями гематологического профиля [46–
48] и новорожденных детей [49]. Помимо реги-
страции гиперкоагуляции в группах высокого
риска тромбоза также ряд исследований показал
предиктивную способность теста в отношении
тромботических осложнений. Например, при до-
бавлении в шкалу Каприни, которая использует-
ся для стратификации тромботического риска в
хирургии, параметров тромбодинамики, превы-
шающих нормальные диапазоны, предиктивная
способность шкалы в отношении тромбозов до-
стоверно увеличивалась [39].

В целях профилактики и терапии тромботиче-
ских осложнений применяются антикоагу-
лянтные препараты. В настоящее время наиболее
распространенными являются гепарины
(нефракционированный гепарин и препараты
низкомолекулярных гепаринов), а также прямые
оральные антикоагулянты (ривароксабан, даби-
гатран, апиксабан). Надежных инструментов для
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оценки эффективности и безопасности терапии
антикоагулянтами не существует, а существую-
щие методы основаны на оценке концентрации
препарата безотносительно оценки состояния
собственно системы свертывания либо обладают
сомнительной чувствительностью. Для оценки
пригодности тромбодинамики для мониторинга
гепаринов были проведены как in vitro [50], так и
in vivo [45] сравнения с уже существующими те-
стами и методиками, такими как АЧТВ, тест ге-
нерации тромбина, тромбоэластография, измере-
ние анти-Ха-активности в плазме крови. Тромбо-
динамика оказалась более чувствительна к
гепарину, чем АЧТВ, чувствительность тромбо-
динамики была сравнима с чувствительностью
анализа анти-Xa и сопоставима или выше, чем у
теста генерации тромбина и тромбоэластографии
[45]. Помимо этого, тромбодинамика продемон-
стрировала хорошую дозозависимость от концен-
трации гепарина. Была определена функция, свя-
зывающая значение скорости роста сгустка в
тромбодинамике и концентрации гепарина в
плазме. Это позволяет точно рассчитать правиль-
ную дозу препарата, необходимую для достиже-
ния эффективной антикоагуляции у отдельного
пациента [50]. На основе проведенных исследо-
ваний были созданы методические рекоменда-
ции по индивидуальному подбору дозировок ге-
парина на основе данных тромбодинамики [51].

Дальнейшее развитие и усовершенствование
тромбодинамики как клинического метода при-
вело к интеграции экспериментальных наработок
по регистрации автоволны тромбина в уже суще-
ствующий прибор. Новая методика позволила
приблизиться к решению ранее недостижимых
задач, таких как интегральная оценка влияния
тромбоцитарных патологий на свертывание и
контроль терапии прямыми оральными антикоа-
гулянтами [41]. На данный момент эта область
находится в стадии активного развития по части
клинических исследований.

ГЕМОСТАЗ И ГЕМОДИЛЮЦИЯ
Тесное взаимодействие научной группы с кли-

ницистами Гематологического научного центра
также привело к развитию в команде нового на-
правления, связанного с изучением влияния ге-
модилюции на состояние свертывающей системы
крови.  

Коррекция ряда патологических состояний
требует восполнения объемной кровопотери, для
чего в качестве растворов первой линии исполь-
зуют инфузию искусственных плазмозамещаю-
щих растворов (ПЗР). Такая инфузия необходима
при массивной кровопотере в условиях обшир-
ной травмы или при хирургических операциях,
ожогах, сепсисе, в акушерстве и так далее [52].
Основной задачей инфузии ПЗР является вос-

полнение объема циркулирующей крови (для
поддержания артериального давления, нормаль-
ного коллоидно-осмотического давления плазмы
и ее кислотно-щелочного равновесия, объема
сердечного выброса, предупреждения коллапса
сосудов, сохранения нормальных реологических
характеристик крови и нормальной перфузии ор-
ганов и тканей) [3].

Частыми осложнениями объемных инфузий
ПЗР являются нарушения гемостаза. Поскольку
современные ПЗР не содержат компонентов си-
стемы свертывания крови, их инфузия в больших
объемах вызывает разбавление всех компонентов
этой системы. Этот процесс называют гемодилю-
цией, и он, безусловно, сдвигает различные рав-
новесия в системе свертывания, нарушая баланс
про- и антикоагулянтных реакций, что не может
не влиять на гемостаз. Как ни странно, общепри-
нятого мнения о том, насколько переливание
ПЗР влияет на систему свертывания, долгое вре-
мя не существовало. Что еще более удивительно,
сам вопрос о том, в какую сторону направлено это
влияние, также не имел однозначного ответа.

Гемостаз при разбавлении крови (плазмы) раз-
личными ПЗР был изучен во многих работах как
in vitro, так и in vivo. Однако полученные данные
были очень противоречивы. Это связано с тем,
что существует большое количество различных
факторов, которые могут влиять на гемостаз при
гемодилюции в противоположных направлениях,
в том числе тип и объем перелитого раствора, а
также другие факторы, которые могут сопутство-
вать травме или определенному состоянию паци-
ента, но не связаны прямо с процессом гемоди-
люции (например, возникновение обширной ра-
невой поверхности, гипотермия, наличие
воспаления, сниженные функции тромбоцитов и
др.) [53–56]. В своей работе мы задались целью
исследовать, как на плазменное звено свертыва-
ния влияет сам процесс разбавления крови/плаз-
мы при сохранении всех других условий постоян-
ными. Для этого мы систематически изучили из-
менения гемостаза при различных степенях
разбавления плазмы разными ПЗР in vitro (в усло-
виях постоянного рН и концентрации ионов Са2+

в системе) [57]. 
Так как в клинике после массивных инфузий

ПЗР часто наблюдаются микрососудистые и дру-
гие кровотечения, большинство клиницистов ин-
туитивно полагает, что разбавление плазмы
должно приводить к замедлению свертывания из-
за снижения концентраций прокоагулянтных
факторов (коагулопатии разбавления) [55, 58].
Это подтверждалось результатами эксперимен-
тов, в которых измеряли стандартные показатели
свертывания – активированное частичное тром-
бопластиновое время и протромбиновое время,
которые при разбавлении плазмы всегда удлиня-
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лись [58, 59]. Однако такая пролонгация наблю-
дается, только если концентрация прокоагулянт-
ных факторов в плазме снижается на 50–80%, что
позволяет предполагать, что данные факторы
присутствуют в плазме в большом избытке [59–
61]. Ситуация с антикоагулянтами (прежде всего
антитромбином III) другая. Их реакции с актив-
ными факторами-мишенями подчиняются кине-
тике второго порядка, что означает, что скорость
ингибирования снижается прямо пропорцио-
нально уменьшению концентрации ингибитора
[62]. Таким образом, мы предположили, что отве-
том гемостаза на гемодилюцию до разбавления
приблизительно в 2.0–2.5 раза может быть уско-
рение свертывания, так как в этой области раз-
бавлений свертывание еще не подавлено из-за
снижения концентраций прокоагулянтных фак-
торов, но оно уже ускорено из-за снижения в кон-
центрациях антикоагулянтов. Это подтверждает-
ся работами in vitro [63–65] и рядом клинических
наблюдений [66–69], которые прямо указывали
на вероятность тромботических осложнений при
увеличении разбавления плазмы и объемов пере-
литого ПЗР. Так как система гемостаза представ-
ляет собой тонко сбалансированный механизм с
десятками участников, среди которых на полных
правах присутствуют как прокоагулянтные фак-
торы (протромбин, фибриноген и другие), так и
антикоагулянты (антитромбин, протеин С, инги-
битор пути тканевого фактора и т.д.), предсказать
результат одновременного разбавления всех этих
факторов из общих соображений без модельных
расчетов невозможно. Баланс при разбавлении в
таких системах может смещаться как в одну, так и
в другую сторону. 

Наши эксперименты по измерению АЧТВ и
протромбинового времени при разбавлении
плазмы различными ПЗР полностью подтверди-
ли ранее полученные результаты. Это косвенно
подтверждает популярную гипотезу о том, что ге-
модилюция ухудшает свертывание, снижая кон-
центрации прокоагулянтных факторов. Тем не
менее, данный факт не может служить прямым
доказательством этой гипотезы, так как хорошо
известно, что стандартные клоттинговые тесты
очень малочувствительны к гиперкоагуляцион-
ным состояниям плазмы [70]. Это связано с са-
мой природой тестов протромбинового времени
и АЧТВ, которые проводят в условиях макси-
мальной активации свертывания в образце (в
присутствии избытка добавленных фосфолипи-
дов, а также избытка активатора свертывания).
Кроме того, плазма при проведении этих тестов
разбавляется в три раза, поэтому любое дополни-
тельное разбавление образца снизить концентра-
ции всех компонентов системы свертывания еще
больше, в область, где скорость коагуляции уже
зависит от концентрации прокоагулянтных фак-
торов. Таким образом, стало понятно, что для то-

го, чтобы определить реальное состояние гемо-
стаза в плазме при гемодилюции, надо использо-
вать другие методы, которые являются
чувствительными как к гипо-, так и к гиперкоагу-
ляции. Именно поэтому, ранее большое количе-
ство работ по изучению гемостаза при гемодилю-
ции было проведено с помощью метода тромбо-
эластографии [64, 68, 71–73]. Однако разбавление
плазмы влияет на различные параметры тромбо-
эластограммы в противоположных направлени-
ях: оно часто приводит к укорочению измеряе-
мых времен реакции (r) и коагуляции (k), что го-
ворит об ускорении свертывания, но уменьшает
максимальную силу сгустка (МА или G), которая
зависит от концентрации фибриногена и тромбо-
цитов в исследуемой плазме, и уменьшение кото-
рой принято считать ослаблением свертывания.
Таким образом, данные полученные с помощью
тромбоэластографии, демонстрируют сложную
картину, не позволяющую однозначно судить об
изменении баланса системы в сторону гипо- или
гиперкоагуляции.

В нашей работе были использованы два других
метода интегральной оценки коагуляционного
статуса: тест генерации тромбина [74] и измере-
ние скорости роста сгустка в пространстве (тест
тромбодинамики) [50]. Оба эти метода использу-
ют гораздо более низкую активацию свертыва-
ния, чем стандартные клоттинговые тесты. Как
было показано, оба они высокочувствительны
как к гипо-, так и к гиперкоагуляционным нару-
шениям свертывания [70, 75]. Кроме того, была
прямо измерена скорость полимеризации фибри-
на в исходной плазме и той же плазме, разбавлен-
ной различными ПЗР в два раза (± фактор XIII).

Необходимо отметить, что широко распро-
страненный тест генерации тромбина предпола-
гает разбавление плазмы в ходе измерения в пол-
тора раза. Это не позволяет провести измерения в
неразбавленной плазме и в плазме, разбавленной
менее, чем в полтора раза, поэтому сначала был
разработан метод измерения генерации тромбина
без дополнительного исходного разбавления, в
котором разбавление образца при измерении со-
ставляло 1.025 раза [76]. Проведенные экспери-
менты показали, что при разбавлении плазмы
любым ПЗР до 2.0–2.5 раз количество активного
тромбина, генерируемого в образце при стандарт-
ной активации свертывания (эндогенный тром-
биновый потенциал), возрастает. Одновременно
увеличивалась максимальная концентрация
тромбина, наблюдаемая в образце (Amax) и сокра-
щалось время достижения этой максимальной
концентрации (tmax). Все это свидетельствовало
об усилении свертывания (гиперкоагуляции).
При более высоких степенях разбавления генера-
ция тромбина начинала снижаться, что, по-види-
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мому, было связано уже с сильным разбавление
предшественников прокоагулянтных факторов.

Существование гиперкоагуляции при умерен-
ных степенях разбавления плазмы было также
показано нами in vitro и in vivo (у доноров костно-
го мозга, получающих инфузии физиологическо-
го раствора или гидроксиэтилкрахмала (HES
130/0.4)) по увеличению скорости роста сгустка в
плазме методом тромбодинамики [76–78]. При
этом эффект достаточно сильно зависел как от
пути активации свертывания (внешнего или
внутреннего), так и от типа использованного
ПЗР. При увеличении разбавления до двух-трех
раз скорость роста сгустка возрастала для различ-
ных ПЗР на 25–75% относительно неразбавлен-
ной плазмы. Эффект был более выражен при кон-
тактном пути активации и использовании колло-
идных ПЗР. Это позволяет предположить, что
коллоиды могут иметь на образование сгустка
двойной эффект. С одной стороны, они при уме-
ренных степенях гемодилюции ускоряют сверты-
вание, как и все остальные ПЗР, а с другой – они
могут препятствовать образованию сгустка за
счет влияния на отдельные факторы свертывания
(например, путем снижения концентраций фак-
торов VIII и фон Виллебранда). При этом сгустки
образуются быстро, но могут иметь сниженную
прочность.

Для доказательства этого предположения бы-
ли прямо измерены скорости полимеризации
фибрина в растворе фибриногена (4 мг/мл) и том
же растворе, разбавленном в два раза различными
ПЗР. В результате было показано, что скорость
полимеризации не изменяется статистически
значимо в присутствии кристаллоидов, но увели-
чивается (в 1.3–1.8 раза) в присутствии большин-
ства коллоидов (± фактор XIII) [79, 80]. Это опро-
вергает ранее существовавшую гипотезу, о том,
что коллоидных растворы замедляют скорость
полимеризации фибрина, ухудшая тромбин-
фибриногеновые взаимодействия и/или взаимо-
действия фактора XIIIa с фибрин-полимером
[81]. Эта гипотеза была основана на данных тром-
боэластографии, которая, однако, измеряет не
скорость полимеризации, а вязко-эластичные
свойства сгустка. Наши предварительные элек-
тронно-микроскопические данные показали, что
общий вид сгустков и волокон фибрина в них раз-
личаются в присутствии разных ПЗР. Так, в цель-
ной крови или крови, разбавленной раствором
альбумина (1:1), диаметр волокон составлял при-
мерно 300–450 нм, тогда как при разбавлении
раствором гелофузина (1:1) он был снижен (220–
300 нм), а сам сгусток состоял из отдельных, не
связанных друг с другом кластеров фибрина. В
присутствии декстрана 40 кДа (реополиглюкина),
наоборот, образовывались длинные и толстые
(диаметр волокон 970–1440 нм) параллельно упа-
кованные волокна. Это подтверждает наше пред-

положение о влиянии искусственных коллоид-
ных ПЗР на качество сгустков [79].

Изучение природы гемодилюционной гипер-
коагуляции позволило разработать новый ПЗР,
позволяющий частично компенсировать эту ги-
перкоагуляцию. Для этого в стандартный физио-
логический раствор был добавлен ингибитор
тромбина (антитромбин III или искусственный
синтетический ингибитор НС-019s-IOC). Эф-
фективность такой стратегии мы подтвердили
опытами in vitro [76], а также в модели гемодилю-
ционной гиперкоагуляции у крыс in vivo [77].

ВЛИЯНИЕ ПОТОКА НА СВЕРТЫВАНИЕ 
ПЛАЗМЫ КРОВИ

Создание детальных моделей системы сверты-
вания крови, которые позволяли описывать ди-
намику пространственного распространения
фибринового сгустка в тонком слое неперемеши-
ваемой плазмы, помогло исследовать механизмы
регуляции, связанные с диффузионным транс-
портом веществ. Логическим продолжением этих
исследований стала серия экспериментальных и
теоретических работ по влиянию потока плазмы
крови на образование и рост фибринового сгуст-
ка. Первые экспериментальные работы, начатые
в 2003 г., использовали проточные камеры с ха-
рактерным размером рабочей области от одного
до нескольких десятков миллиметров, что приво-
дило к колоссальным расходам плазмы крови на
один эксперимент (до нескольких сотен мл) и
ограничивало использование ингибиторов кон-
тактной активации. Из-за этого и особой геомет-
рии камеры рост сгустка начинался в застойных
областях канала, затрудняя определение вклада
потока. Эта серия экспериментов не получила
позитивного завершения, и следующая серия
стартовала только в 2010-х годах. В новой серии
экспериментов свертывание крови наблюдалось
в стеклянных капиллярах диаметром 0.5–0.8 мм,
с протравленной кислотой областью, в которой
размещался активатор свертывания. Сложность
геометрии и реконструкции получаемого сгустка,
а также невысокая воспроизводимость получения
областей активации не позволили интерпретиро-
вать полученные результаты. Настоящий прорыв
в экспериментальных исследованиях влияния
потока на свертывание крови случился в только
после 2015 г., когда появились и стали доступны
новые технологии изготовления проточных ка-
мер малого размера и способы регистрации и об-
работки сигнала [82, 83].

В отличие от экспериментальных работ, теоре-
тические исследования в данной области были
более успешны. Так, в работе 2010 г. [28] мы пока-
зали, что скорость тока крови может регулировать
начало свертывания пороговым образом: до
определенных величин сдвиговой скорости пото-
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ка время начала тромбообразования очень слабо
увеличивается по мере увеличения скорости, а
при превышении этой величины нарастает очень
быстро, что, по сути, означает выключение свер-
тывания. Ряд параметров модели тромбообразо-
вания влияет на величину этого порога: увеличе-
ние концентрации фибрин-мономеров, при ко-
торой происходит полимеризация и образование
сетки, резистентной к потоку, приводит к ее
уменьшению, а увеличение размера области ак-
тивации – к увеличению. Сам эффект достигает-
ся за счет комбинации положительной обратной
связи активации фактора VII, связанного с ткане-
вым фактором, активированным фактором Xа и
эффективного удаления фактора Ха потоком из
области активации, лишающего обратную связь
способности инициировать свертывание. Уро-
вень этого триггера (то есть чувствительность ко-
агуляции к потоку) контролируется активностью
ингибитора пути тканевого фактора.

ИССЛЕДОВАНИЕ ФИБРИНОЛИЗА
Первые исследования фибринолиза в команде

Ф.И. Атауллаханова начались с теоретических ра-
бот в 2005 г., но результаты были получены и
оформлены только к 2017 г. В работе [84], включа-
ющей в себя эксперименты in vitro и моделирова-
ние in silico, нами было показано, что в системе с
высоким содержанием тканевого активатора
плазминогена (ТПА), урокиназного активатора
плазминогена или стрептокиназы за фронтом
фибринового сгустка, распространяющегося в
пространстве от тканевого фактора, следует
фронт растворения сгустка, распространяющий-
ся из той же исходной точки. Скорость распро-
странения фронта лизиса линейно зависела от
скорости распространения фронта свертывания
(коэффициент корреляции r2 = 0.91). TПA в вы-
соких концентрациях начинала увеличивать вре-
мя начала лизиса и снижать скорость распростра-
нения лизиса, предположительно из-за истоще-
ния запасов плазминогена.

В работе 2020 г. мы исследовали механизмы
регуляции тромболизиса, лизиса фибринового
сгустка, индуцированного фармакологически
[85]. Для этого была разработана реакционно-
диффузионно-адвективная модель тромболизиса
под воздействием ТПА в окклюзированном сосу-
де с градиентом давления. Распространение
тромболизиса в системе без потока контролиро-
валось преимущественно диффузией ТПА, в то
время как транспорт других активных компонен-
тов был несущественным либо из-за их высоких
параметров связывания фибрина и короткого
времени жизни, либо из-за их исходного равно-
мерного распределения. Через концентрацию ос-
новного ингибитора ТПА – ингибитора актива-
тора плазминогена 1 (PAI-1) – контролировалась

как степень распространения лизиса, так и форма
пространственного распределения фибрина во
время лизиса. Интересно, что PAI-1 оставался
важным даже тогда, когда его концентрация была
на порядок ниже концентрации TПA, из-за его
роли на краю диффундирующего фронта TПA.
При наличии потока конвекция TПA была кри-
тическим процессом, управляющим лизисом; хо-
тя роль концентрации PAI-1 была намного мень-
ше при наличии кровотока, ее влияние возраста-
ло при наличии коллатеральных шунтирующих
сосудов, которые значительно снижали поток
ТПА через тромб. Это повышало отношение
PAI-1/ТРА, тем самым делая ингибирование, вы-
званное PAI-1, актуальным для регуляции про-
странственного лизиса вплоть до его остановки.

МЕМБРАННО-ЗАВИСИМЫЕ РЕАКЦИИ 
НА ПОВЕРХНОСТИ ТРОМБОЦИТОВ 

Ключевые реакции каскада свертывания про-
исходят на богатых отрицательно заряженными
фосфолипидами мембранах, что, по всей види-
мости, позволяет не только локализовать данные
реакции в пространстве, но и защитить их от дей-
ствия потока. Долгое время считалось, что основ-
ными клетками, предоставляющими такие мем-
браны при гемостазе, являются активированные
тромбоциты. Исследование механизмов протека-
ния мембранно-зависимых реакций крови в на-
шей команде началось в начале 2000-х годов в
рамках разработки детальной математической
модели свертывания крови [21]. Первоначально
вся экспериментальная работа была направлена
на валидацию разрабатываемых компьютерных
моделей [22]. Однако в это же время в мире заго-
ворили о гетерогенности активированных тром-
боцитов и о ведущей роли только одной субпопу-
ляции фосфатидилсерин-положительных тром-
боцитов – так называемых прокоагулянтных
тромбоцитов – в связывании факторов свертыва-
ния [86]. В связи с этим потребовался пересмотр
имеющихся данных об участии тромбоцитов в
мембранных реакциях. В рамках данного направ-
ления было охарактеризовано связывание факто-
ров свертывания, входящих в комплекс внутрен-
ней теназы, с обеими субпопуляциями активиро-
ванных тромбоцитов. Было показано, что только
прокоагулянтные тромбоциты связывают факто-
ры свертывания и как следствие могут участво-
вать в мембранных реакциях свертывания крови
[87]. 

Затем последовал значительный перерыв в ис-
следовании мембранно-зависимых реакций, а все
основные работы были сосредоточены на иссле-
довании механизмов разделения тромбоцитов на
субпопуляции [88, 89]. Только спустя почти 10 лет
тема мембранных реакций была поднята снова. В
частности, продолжилась разработка математи-
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ческих моделей [90], а также экспериментальные
работы в данном направлении [91, 92]. 

Так, была обнаружена гомо- и гетеро- мульти-
меризация ключевого фермента свертывания
фактора Xa [91], которая приводит к его удержа-
нию на мембране в присутствии потока крови.
Совершенно новым и неожиданным оказался тот
факт, что факторы и реакции свертывания оказы-
ваются неравномерно распределены на поверх-
ности тромбоцитов, будучи локализованы в не-
большой области мембраны [92, 93]. Такое рас-
пределение факторов свертывания может
приводить к ускорению реакции на порядки и
обеспечивать дополнительную защиту от вымы-
вания потоком (за счет сложной ультраструктуры
этого региона).

Кроме того, работы данного периода рассмат-
ривают не только особенности сборки и функци-
онирования основных ферментативных ком-
плексов свертывания на мембранах тромбоцитов,
но также и глобально особенности взаимодей-
ствия плазменного и тромбоцитарного звеньев
гемостаза. В частности, роль тромбоцитов в акти-
вации контактного пути через фактор XII [94], а
также механизмы взаимодействия фактора XIII c
субпопуляциями тромбоцитов [91]. Следует отме-
тить, что в области исследования мембранно-за-
висимых реакций исторически сложилась тесная
взаимосвязь между математическими моделями и
экспериментами, взаимно дополняющими друг
друга. 

ИССЛЕДОВАНИЕ ПУТЕЙ 
ВНУТРИКЛЕТОЧНОЙ СИГНАЛИЗАЦИИ 

ТРОМБОЦИТОВ
Первые шаги нашего коллектива по исследо-

ванию внутриклеточной сигнализации были свя-
заны с попытками экспериментально выяснить,
как управляется формирование прокоагулянтных
тромбоцитов [89, 95]. Тем не менее, только ис-
пользование биофизических подходов и матема-
тического моделирования позволило предложить
механизм, связанный с интегрированием кальци-
евых сигналов и коллапсом митохондрий [88],
позднее подтвержденный экспериментально [96].
Это дало начало большому направлению иссле-
дования внутриклеточной сигнализации клеток,
которое вышло за пределы прокоагулянтных
тромбоцитов и сейчас фокусируется на разных
аспектах метаболизма, сигнализации, разработки
клинических методов и выявления патофизиоло-
гических механизмов заболеваний [97–103].

ИЗУЧЕНИЕ ТРОМБООБРАЗОВАНИЯ
В ПОТОКЕ КРОВИ

Появление в команде новых направлений,
связанных с исследованием тромбоцитов и их ро-

ли в свертывании крови, привело к необходимо-
сти создания новых экспериментальных и теоре-
тических моделей формирования тромба в усло-
виях потока. Первые экспериментальные
исследования в этом направлении были нераз-
рывно связаны с изучением механических осо-
бенностей взаимодействия различных субпопу-
ляций активированных тромбоцитов, а также
структурных особенностей прокоагулянтных
тромбоцитов. 

Простейшие проточные камеры изначально
применялись для анализа особенностей распре-
деления различных флуоресцентных маркеров в
тромбоцитарных агрегатах при помощи конфо-
кальной микроскопии: было показано, что вклю-
чение прокоагулянтных тромбоцитов в тромбо-
цитарные агрегаты происходит благодаря нали-
чию у них особой структуры – так называемой
«шапки», в которой концентрируются различные
альфа-гранулярные белки [93]. Ранее было также
показано, что прокоагулянтные тромбоциты мо-
гут включаться в агрегаты, состоящие преимуще-
ственно из обычных проагрегаторных тромбоци-
тов, но при этом друг с другом прокоагулянтные
тромбоциты практически не взаимодействуют
[104]. 

Прокоагулянтные тромбоциты образуются
при достаточно сильных активационных стиму-
лах, однако в большинстве in vitro моделей тром-
бообразования обнаруживаются на поверхности
тромбов. Благодаря развитию новых in vitro моде-
лей тромбообразования в потоке, а также в со-
трудничестве с лабораторией П. Монжана (Уни-
верситет Страсбурга, Франция) нашей командой
было показано, что прокоагулянтные тромбоци-
ты вытесняются на поверхность тромбоцитарных
агрегатов в результате процесса контракции: из-
за их слабого взаимодействия с остальными тром-
боцитами, они механически выдавливаются из
сжимающейся центральной части растущего аг-
регата [82]. Данный феномен также может объяс-
нять обогащение фибрином поверхности тром-
бов, формирующихся in vitro в условиях потока,
которое также наблюдается и в гемостатических
тромбах in vivo, – наряду с поверхностным рас-
пределением прокоагулянтных тромбоцитов.
Возможно, перераспределение прокоагулянтных
тромбоцитов на границу сильно активированно-
го «ядра» сгустка может также способствовать ме-
ханической дестабилизации внешней части арте-
риального тромба и приводить к ее отслоению от
внутренней части сгустка – явлению, наблюдае-
мому во многих in vivo моделях артериального
тромбоза.  

Разработанные в нашей команде микрофлю-
идные проточные камеры сегодня используются
не только для фундаментальных исследований
[82, 83], но и в качестве нового интегрального те-
ста гемостаза: в настоящее время на базе НМИЦ
ДГОИ имени Д. Рогачева идут исследования по
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апробации и внедрению в клиническую практику
диагностического теста, позволяющего оцени-
вать параметры тромбообразования в условиях
потока цельной крови. 

Для исследования возможных механизмов
остановки роста богатого тромбоцитами артериаль-
ного тромба в команде также активно развивались
компьютерные модели тромбообразования [105]. В
сотрудничестве с французской командой В. Воль-
перта была создана модель, основанная на форма-
лизме частиц, позволившая исследовать механизм
остановки, связанный с образованием богатой
фибрином «шапки» тромба, которая обнажается
после отрыва внешней части агрегата [106]. В соот-
ветствии с данной гипотезой дальнейший рост
тромба останавливается из-за низкой адгезионной
способности неактивированных тромбоцитов к
фибрину. Другой предложенный механизм оста-
новки роста тромба (и переключения в окклюзив-
ный режим) основан на поведении внешней грани-
цы растущего тромба и зависимости баланса между
прикреплением и откреплением тромбоцитов от
локальной скорости сдвига [107]. При помощи дан-
ной модели было показано, что переключение в ок-
клюзивный режим может происходить при увели-
чении длины повреждения: рост гидравлического
сопротивления участка сосуда при формировании
более длинного агрегата уменьшает критическую
скорость сдвига на поверхности растущего тромба
(из-за падения общего потока крови) – что приво-
дит к окклюзии. Благодаря развитию in vivо моделей
тромбоза в артериолах мыши было показано, что
внешняя часть тромба – так называемая оболочка –
демонстрирует сложную динамику, напоминаю-
щую движение вязко-упругой массы [108]. Для ис-
следования физических механизмов данного явле-
ния в команде была разработана новая модель роста
тромба, учитывающая как стохастические первич-
ные взаимодействия клеток, так и взаимодействия
по классическому детерминистическому механиз-
му (описываемому потенциалом Морзе). При по-
мощи данной модели было показано, что «теку-
честь» внешней части тромба может быть связана
именно со стохастическим характером первичных
контактов между клетками – в которые, по всей ви-
димости, вовлечено небольшое количество лиганд-
рецепторных комплексов [109, 110]. Предложенная
модель затем была существенно расширена c целью
явного описания ключевых тромбоцитарных аго-
нистов – тромбина и АДФ – и использована для
изучения физических механизмов гетерогенной
структуры артериального тромба [111]. Следует от-
метить, что ни одна из предложенных моделей не
позволяет описать наблюдаемую в in vivo экспери-
ментах динамику неокклюзивного тромба: затухаю-
щие циклы роста и срыва отдельных внешних ча-
стей тромба, чаще наблюдаемые в артериях мыши,
либо бурный рост и плавное уменьшение размеров
агрегата, наблюдаемое в микрососудах. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Свертывание крови представляет собой яр-

кий пример ситуации, когда биофизический
подход к исследованию сложной, простран-
ственно-неоднородной и нестационарной си-
стемы позволил радикально пересмотреть пред-
ставления о том, как она работает и зачем нужны
те или иные ее части, а также предложить новые
методы диагностики. При этом работа биофизи-
ков началась по сути только после того, как само
по себе устройство системы было более или ме-
нее определено: последние принципиальные
белки и реакции в свертывании крови были от-
крыты в 1989–1991 гг.

Открытие автоволнового характера распро-
странения активности тромбина в пространстве,
наблюдаемое в определенных условиях, позволи-
ло предложить новый чувствительный способ
оценки состояния плазменного звена гемостаза,
который в настоящее время активно внедряется в
клиническую практику.  Следует, однако, отдать
должное сложности системы гемостаза: несмотря
на десятилетия исследований, мы по-прежнему
далеки от понимания ключевых вопросов:

Каковы механизмы самоорганизации гемоста-
тического ответа? 

Как происходит остановка роста сгустка?
Возможно ли корректировать состояние гемо-

стаза в случае его нарушения с минимальными
рисками тромботических осложнений или крово-
течений?

Хочется надеяться, что будущие поколения ис-
следователей смогут найти ответы на эти и мно-
гие другие важные вопросы. 

На сегодняшний день наш коллектив насчи-
тывает несколько десятков ученых и молодых ис-
следователей – студентов, аспирантов, сотрудни-
ков и выпускников МГУ имени М.В. Ломоносо-
ва, МФТИ и многих других ВУЗов Москвы,
которые составляют основную часть Центра тео-
ретических проблем физико-химической фарма-
кологии РАН и работают не только на базе данно-
го Института, но и в МГУ, НМИЦ ДГОИ имени
Рогачева и других научных центрах. 
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Blood clotting is the most important physiological response in the body to disruption to vascular structure or
vessel wall abnormalities. This process is non-stationary, involving many not fully established mechanisms of
spatial regulation, and an understanding of this process is essential for the prevention of a large number of
life-threatening conditions. This review is focused on investigations into the research of blood clotting pro-
cesses by a team of biophysicists, alumni and employees of the Biophysics Department of the Faculty of Phys-
ics, Lomonosov Moscow State University, who created one of the leading Russian scientific schools for ex-
perimental and theoretical approaches to the study of the hemostasis system.  The review describes the main
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retical models of blood coagulation to the development and clinical studies of new methods for assessing the
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Методом проточной цитометрии изучено внутриклеточное содержания монооксида азота в
эритроцит-содержащих компонентах крови при ее хранении с гемоконсервантом в течение четырех
недель. Установлено, что хранение крови сопровождается ростом внутриклеточного содержания
монооксида азота в эритроцитах и изменением оптико-морфометрических параметров красных
кровяных телец. На ранних этапах хранения эритроцитсодержащие компоненты крови были
представлены дискоцитами, на поздних этапах – преобладали сфероциты при возрастании
количества микроцитов, накапливающих монооксид азота и имеющих сниженный уровень
внутриклеточного гемоглобина. 

Ключевые слова: монооксид азота, проточная цитометрия, эритроциты, консервация крови. 

DOI: 10.31857/S0006302923010088, EDN: NZYGLR

В последнее время отмечается возрастание ин-
тереса к выяснению структурно-функциональ-
ных изменений эритроцитов при хранении, ли-
митирующим качество эритроцитсодержащих
компонентов донорской крови [1–3]. Это связано
с пониманием того, что эти клетки перифериче-
ской крови не только играют существенную роль
в поддержании гомеостазиса, обеспечивая газо-
транспортные и реологические свойства крови,
но и оказывают влияние на кровоток на уровне
микроциркуляторного русла и магистральных со-
судов [3–5]. 

Согласно рекомендациям, жизнеспособность
эритроцитов влияет на эффективность перелива-
ния крови [3]. В практике гемотрансфузиологов
описаны негативные последствия таких процедур,
возникающие как из-за индивидуальных различий
между донором и реципиентов, так и являющиеся
следствием хранения эритроцитов [3, 7, 8]. Обще-
известно, что эритроциты для переливания хранят
при 1–6°C до трех-семи недель, либо при темпера-
туре –65°С и ниже – более длительный период
времени. Нахождение клеток в гемоконтейнере с
гемоконсервантом в условиях гипотермии не пол-
ностью воспроизводит условия in vivo. Применяе-
мые для хранения эритроцитов компоненты рас-

творов (аденин, гуанозин, Na2HPO4, NaH2PO4,
маннитол) предназначены для уменьшения функ-
циональных и метаболических изменений в эрит-
роцитсодержащих компонентах крови за счет под-
держания энергетического обмена эритроцитов, а
также буферной и осмотической стабильности [3].
Несмотря на применяемые растворы, происходит
постепенная деградация различных компонентов
эритроцитов, в совокупности называемых повре-
ждением при хранении, что приводит к ограниче-
нию срока хранения. Так, в работе [3] указывается,
что «… в процессе хранения донорских эритроци-
тов отмечается снижение содержания NO, нару-
шающее регуляцию микроциркуляции». Посколь-
ку активность L-аргинин-NO-системы эритроци-
тов может зависеть от морфофункциональных
свойств красных кровяных телец, целью исследо-
вания является оценка оптико-морфометрических
параметров и внутриклеточного содержания NO в
эритроцитсодержащих компонентах крови при
хранении крови в течение четырех недель. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследования проводились на базе Нацио-

нальной антидопинговой лаборатории (Минский

УДК 612.111+615.1/4
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р-н, Беларусь). Каждая доза эритроцитов
(400 мл ± 5%, гематокрит 70%) на протяжении че-
тырех недель хранилась в пластиковом пакете,
предварительно заполненном гемоконсервантом
PAGGSM (Фрезениус Каби АГ, Германия), в со-
став которого входят раствор хлорида натрия,
аденин, глюкоза, гуанозин и маннитол. Забор
крови добровольцев проводили с использовани-
ем К2ЭДТА. Кровь была подвергнута лейкофиль-
трации при сборе, после чего были получены сус-
пензии эритроцитов в соответствии со стандарт-
ными процедурами подготовки. Контролем
служила кровь добровольцев до хранения. Всего
проведено 14 серий исследований. 

Оптико-морфометрический анализ фиксиро-
ванных метанолом и окрашенных эозин метиле-
новым синим (по Май-Грюнвальду) препаратов
крови проводили в течение четырех недель. В ис-
следовании использовали микроскоп OLYMPUS
BX-53, дополненный монохроматическим филь-
тром с длиной волны 540 нм для проведения ден-
ситометрических исследований клеток. Для ана-
лиза каждого препарата создавали архив, содер-
жащий полутоновые (8-битные) изображения не
менее 300 эритроцитов с разных (случайных)
участков мазка, содержащих монослой эритроци-
тов. Микроскопический анализ изображений,

применяемый в исследовании, позволял количе-
ственно оценить денситометрические параметры
красных кровяных телец (рис. 1). Для оценки
площади поверхности эритроцитов (S_area) ис-
пользовали алгоритмы программного обеспече-
ния «Диаморф-ЦИТО» (Россия). Поскольку ал-
горитм подсчета S_area не учитывает выросты ци-
топлазматической мембраны, ее значения
подсчитывали только для диско- и сфероцитов,
исключая из анализа эхино- и сфероэхиноцитар-
ные трансформации красных кровяных телец. 

Концентрацию гемоглобина, средний объем
эритроцита и показатель ширины распределения
эритроцитов по объему определяли на гематоло-
гическом анализаторе XT 2000i (Sysmex, Япония).

Определения внутриклеточного NO проводили
методом проточной цитометрии (цитофлуориметр-
сортер FACS ARIA, США). Для этого пробы крови
окрашивали моноклональными антителами к ли-
нейному маркеру эритроцитов (гликофорину А, CD
235 a) и диацетильным производным 4-амино-5-ме-
тиламино-2',7'-дифторфлуоресцеина (DAF-FM DA)
(Molecular Probes, США). Уровень внутриклеточно-
го содержания NO коррелирует с интенсивностью
флуоресценции DAF-FM [9].

Для пробоподготовки использовали фосфат-
ный буфер FACS Flow (BD Bioscience, США). В

Рис. 1. Оптико-морфологические характеристики эритроцитов при хранении крови: (a) – контроль, (б) – после
четырех недель хранения. Вверху – микрофотографии эритроцитов, внизу – соответствующие гистограммы
распределения оптической плотности.
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каждой пробе анализировали не менее 40000 кле-
ток. Кроме того, на проточном цитофлуориметре
определяли содержание гемоглобина в отдельном
эритроците. Для этого использовали значения
малоуглового лазерного рассеяния, которые кор-
релируют с концентрацией гемоглобина в клетке
[10]. Для исключения влияния двояковогнутой
формы эритроцитов на определение клеточного
гемоглобина эритроциты превращали в правиль-
ный сфероид, обрабатывая клетки додецилсуль-
фатом натрия после их предварительной фикса-
ции глютаровым альдегидом.

Полученные данные были обработаны метода-
ми вариационной cтатиcтики c использованием
программы для персонального компьютера Statis-
ticа 10.0. Полученные значения представлены в
виде медианы, 25-й и 75-й процентили. Величина
p рассчитана с учетом поправки Бонферрони–
Холма. Все показатели проверяли на соответ-
ствие признака закону нормального распределе-
ния c использованием критерия Шапиpо–Уилка.
Достоверность дисперсионного анализа множе-
ственных сравнений оценивали c использовани-
ем критерия Манна–Уитни. Корреляционный

анализ проводили с использованием коэффици-
ента корреляции Спирмена. 

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Анализ микроскопических препаратов пока-

зал, что в течение первой недели хранения эрит-
роциты характеризовались наличием впадины в
центре клетки (пэллор) и выраженным возвыше-
нием на периферии (тор), особенности морфоло-
гии не выявлены – большинство клеток пред-
ставлено нормоцитами. 

Площадь поверхности эритроцитов контроль-
ных образцов составляла 139.0 (133.3–141.2) мкм2,
а, хранящихся в течение недели – 141.6 (138.7–
143.9) мкм2 (табл. 1). Таким образом, различия в
величинах площади поверхности зарегистриро-
ваны не были. Дальнейшее хранение (в течение
двух и более недель) приводило к постепенному
превращению нормоцитов в сфероциты, при
этом площадь поверхности значительно снижа-
лась – до 114.2 (112.4–115.6) (p < 0.05) и 109.3
(107.4–110.9) мкм2 (p < 0.05) на третьей и четвер-

Таблица 1. Содержание монооксида азота и оптико-морфометрические характеристики эритроцитов при
хранении крови (Ме (25, 75))

Параметр До хранения 
(контроль)

Срок хранения (недели)
1-я  2-я 3-я 4-я 

Площадь 
поверхности, мкм2

139.0
(133.3–141.2)

141.6
(138.7–143.9)

132.0
(128.8–134.0)

114.2
(112.4–115.6)*

109.3
(107.4–110.9)*

Средний объем 
эритроцита, фл

88.2
(83.0–92.0)

95.4
(91.2–99.1)

114.4
(109.0–119.6)*

108.7
(102.6–111.2)*

105.9
(100.4–107.8)*

Показатель 
ширины 

распределения 
эритроцитов по 

объему, %

12.3
(12.0–12.8)

13.9
(13.6–14.3)*

16.9
(15.9–17.3)*

19.1*
(18.4–19.8)*

17.0
(16.1–17.5)*

Интенсивность 
флуоресценции 

нормоцитов, (о.е.)

242.0
(240.0–248.0)

234.7
(233.3–236.8)

307.0
(289.2–315.0)*

327.6
(313.2–337.0)*

310.0
(300.7–315.0)*

Интенсивность 
флуоресценции 

микроцитов, (о.е.)
0 0 554.0

(512.0–560.0)*
617.4

(599.0–632.0)*
783.8

(772.7–801.1)*

Значение 
малоуглового 

рассеяния луча 
лазера 

нормоцитами, (о.е.)

1821.0
(1668.0–1962.0)

1853.5 
(1763.0–1978.1)

1805.0
(1713.0–1868.0)*

1895.3
(1788.0–1961.4)*

1636.8
(1612.0–1740.9)*

Значение 
малоуглового 

рассеяния луча 
лазера 

микроцитами, (о.е.)

0 0 1142.0
(1136.0–1157.0)*

1342.1
(1321.2–1377.0)*

1224.0
(1217.6–1240.1)*

Примечание. * – Достоверные изменения в сравнении с контролем.
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той неделях соответственно. Все эритроциты бы-
ли представлены сфероцитами, с сохранением
высоких значений ширины полувысоты гисто-
граммы распределения эритроцитов по объему.

Величина среднего объема эритроцита, изме-
ренная волюметрическим методом на автомати-
ческом гематологическом анализаторе, наоборот
повышалась – с 88.2 (83.0–92.0) до 114.4 (109.0–
119.6) фл (p < 0.05) – и превышала контрольные
значения со второй по четвертую недели наблю-
дения. При этом и на первой неделе исследова-
ния отмечалась тенденция к росту среднего объе-
ма, составлявшего 95.4 (91.2–99.1) фл (p > 0.05). 

К концу первой недели наблюдения для эрит-
роцитов был характерен рост гетерогенности
эритроцитов по объему – 13.9 (13.6–14.3) % (p <
0.05), хотя значение анизоцитоза не превышало
нормы. Более 80% красных кровяных телец было
представлено сфероцитами, у части эритроцитов
регистрировался участок пэллора. В мазке отсут-
ствовали агрегаты, что предполагает наличие
нормальных значений дзета-потенциала.

Хранение крови в течение двух недель с ис-
пользованием PAGGSM сопровождалось появле-
нием микроцитов, их количество составляло 17%.
Выявлено увеличение среднего объема эритроци-
тов c 88.2 до 114.4 фл (p < 0.05). На некоторых
эритроцитах визуализировались спикулы. Отме-
чался рост анизоцитоза, показатель ширины рас-
пределения эритроцитов по объему достиг наи-
больших значений к концу третьей недели хране-
ния – 19.1 (18.4–19.8) % (p < 0.05), превышая
нормальные значения. 

Для получения дополнительной информации
были проанализированы гистограммы распреде-
ления неядерных клеток (эритроцитов и тромбо-
цитов) образцов по значениям прямого светорас-
сеяния и флуоресценции гематологического ана-
лизатора (рис. 2), которые предоставляют
вспомогательную информацию. Проведенный
анализ позволил выявить среди проб хранящейся
более двух недель крови дополнительную популя-
цию клеток, имеющую меньшее значения прямо-
го светорассеяния. Согласно данным работы [9],
такие клетки имеют меньшие линейные размеры
и содержание гемоглобина, что коррелирует с
микроцитарной группой красных кровяных
телец. 

Исследования при помощи проточной цито-
метрии показали (рис. 3), что CD 235-позитив-
ные клетки проб крови до второй недели хране-
ния были представлены нормоцитами, микроци-
ты в образцах отсутствовали. Нормоциты
контрольных образцов характеризовались высо-
кой неоднородностью сигнала бокового све-
торассеяния, после второй недели хранения,
популяция этих клеток становилась более одно-
родной. Поскольку для пробоподготовки исполь-
зовали додецилсульфат натрия, превращающий
эритроциты в правильный сфероид, вариации бо-
кового светорассеяния не связаны с ориентацией
клеток в потоке проточного цитометра при про-
ведении анализа. 

Уровень монооксида азота нормоцитов, изме-
ренный по интенсивности флуоресценции DAF-
FM, до первой недели хранения не различался и
составлял соответственно 242.0 (240.0–248.0) и

Рис. 2. Внутриклеточное содержание гемоглобина клеток – контроль и хранящейся крови по данным гематологиче-
ского анализатора XT 2000i: гистограмма рассеяния клеток по малоугловому рассеянию луча лазера (FSC) и интенсив-
ности флуоресценции (SFL). 
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234.7 (233.3–236.8) о.е. (p > 0.05) в контроле и в
крови, хранящейся одну неделю. Значение пря-
мого светорассеяния, свидетельствующее о внут-
риклеточном содержании гемоглобина, составля-
ло 1821.0 (1668.0–1962.0) о.е. в контроле и 1853.5
(1763.0–1978.1) о.е. (p > 0.05) у крови, хранящейся
одну неделю. 

При увеличении продолжительности хране-
ния эритроцитсодержащих компонентов донор-
ской крови в пробах увеличилось количество
микроцитов. Так, доля клеток с низкими значе-
ниями прямого светорассеяния постепенно на-
растает с 17 до 26% (p < 0.05) со второй по третью
неделю наблюдения, а затем к четвертой неделе

достигает 70% (p < 0.05). Содержание монооксида
азота в нормоцитах продолжало постепенно на-
растать, увеличиваясь к третьей неделе наблюде-
ния на 35% (p < 0.05). Затем уровень NO несколь-
ко снизился и превышал значения контроля на
28% (p < 0.05). 

Наибольшее содержание монооксида азота
выявлено в микроцитах. Эти клетки экспрессиру-
ют на цитоплазматической мембране линейный
маркер эритроцитов (CD 235а) и регистрируются
в виде компактного облака на гистограмме при
анализе цельной крови на гематологическом ана-
лизаторе. Для микроцитов было характерно сни-
женное количество внутриклеточного гемогло-

Рис. 3. Сравнительный анализ содержания монооксида азота в эритроцитах крови в процессе хранения (четыре
недели): (a) и (б) – гистограмма рассеяния клеток по малоугловому (FSC) и боковому (SSC) рассеянию луча лазера;
(в) и (г) – распределение клеток по содержанию монооксида азота (DAF-FM). 
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бина 1142.0 (1136.0–1157.0) о.е. (p < 0.05), на вто-
рой неделе наблюдения по сравнению с
контролем p < 0.05), и этот уровень продолжал со-
храняться до завершения периода наблюдения.
Принимая во внимание, что доля таких клеток к
четвертой недели хранения значительно (более
чем в 20 раз) выросла, а интенсивность флуорес-
ценции DAF-FM превышала как уровень флуо-
ресценции нормоцитов на второй неделе хране-
ния (p < 0.05), так и интенсивность флуоресцен-
ции DAF-FM дискоцитов в контроле, можно
констатировать значительный суммарный рост
внутриклеточного содержания монооксида азота
эритроцитсодержащих компонентов донорской
крови при хранении. На основании полученных
данных можно предположить, что снижение зна-
чений малоуглового рассеяния луча лазера связа-
но с деструкцией и выходом гемоглобина из кле-
ток (рис. 4), т.е. постепенным превращением дис-
коцита в сфероцит и формированием «теней
эритроцитов», содержащих мембранносвязаный
гемоглобин и большое количество NO. 

Известно, что жизнеспособность красных
кровяных телец эритроцитсодержащих компо-
нентов крови не удается поддерживать длитель-
ное время, несмотря на низкую температуру хра-
нения, применение консерванта и лейкоредук-
цию/лейкодеплецию [3]. С использованием
метода проточной цитометрии нами была уста-
новлена взаимосвязь (рис. 5) между оптико-мор-
фометрическими параметрами эритроцитов и
внутриклеточным содержанием монооксида азо-
та: на ранних этапах хранения эритроцитсодер-
жащие компоненты крови были представлены
нормоцитами, содержащими меньшее количе-
ство монооксида азота, на поздних этапах – пре-
обладали сфероциты с повышенным содержани-
ем NO. 

В частности, было установлено, что между
средним объемом эритроцита и внутриклеточ-
ным содержанием NO существует прямо пропор-
циональная корреляционная связь (r = 0.63, p <
0.001). Между площадью поверхности эритроци-
та и внутриклеточным содержанием NO суще-
ствует еще более тесная отрицательная корреля-
ционная зависимость (r = – 0.83, p < 0.001), кото-
рая свидетельствует о снижении диффузионной
поверхности по мере роста внутриклеточного
NO. Следует обратить внимание на то, что самый
значительный рост монооксида азота отмечен в
микроцитарной фракции красных кровяных
телец. 

Показано, что в хранящейся крови парциаль-
ное давление кислорода выше чем в контроле,
особенно высоко его значение в супернатанте [12]
и верхнем слое клеток. Сатурация гемоглобина

Рис. 4. Трансформация эритроцита в процессе хране-
ния (четыре недели) крови по данным оптико-мор-
фометрического анализа.

Рис. 5. Зависимость между площадью поверхности эритроцита (левая ось ординат) и внутриклеточным содержанием
монооксида азота (правая ось ординат) от объема эритроцита (ось абсцисс). 
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различается от 41 до 57%, наименьшие значения
были характерны для средних по расположению в
мешке для хранения слоев клеток. Следователь-
но, в зависимости от кислородного обеспечения
клеток в пакете хранящейся крови в эритроцитах
могут происходить как процессы образования
NO из L-аргинина, так и скавенжирования моно-
оксида азота. Другим возможным механизмом
регулирования уровня внутриклеточного NO при
хранении крови является нитритредуктазная ре-
акция [11]. 

Как следует из полученных данных, в поддер-
жании постоянства внутренней среды организма,
и, в частности, в обеспечении кислородтранс-
портной функции крови в условиях, создаваемых
при ее хранении, принимает участие L-аргинин-
NO-система эритроцитов [2]. С использованием
спектроскопии электронного парамагнитного
резонанса и абсорбционной спектроскопии уста-
новлено [13], что хранящиеся эритроциты обла-
дают более высокой способностью к скавенжиро-
ванию монооксида азота, чем в контроле, при
этом наилучшей способностью обладают диско-
циты. В то же время установлена обратно пропор-
циональная зависимость между средней концен-
трацией гемоглобина в эритроците и его способ-
ностью к скавенжированию NO [14].  

Проведена оценка продукции NO эритроцита-
ми у пациентов с серповидноклеточной анемией,
вызванной механическим воздействием (напря-
жением сдвига) [15]. Исходный уровень продук-
ции монооксида азота у данных пациентов был
выше (особенно в субпопуляции дискоцитов па-
циентов с этим заболеванием по сравнению с
контролем. В ответ на это воздействие регистри-
ровали рост NO во всех исследуемых группах на-
блюдения. Этот выявленный феномен позволяет
высказать предположение о влиянии аминокис-
лотного состава и структуры гемоглобина на
функционирование NO-системы эритроцитов. 

Возможным объяснением описанных в лите-
ратуре гемодинамических нарушений, связанных
с гемотрансфузией, является рост количества
микрочастиц эритроцитов (внеклеточных вези-
кул) при хранении крови [11, 16]. При помощи хе-
молюминесцентного метода показано, что фос-
фолипидные везикулы имеют большую способ-
ность к скавенжированию моноксида азота [17],
чем эритроциты. Отмечаемый нами рост микро-
цитов, экспрессирующих линейный эритроци-
тарный маркер при хранении крови и содержа-
щих большее, чем эритроциты, количество NO,
несомненно вносит вклад в свойства эритроцит-
содержащих компонентов консервированной
крови. 

ВЫВОДЫ
Хранение крови с использованием гемокон-

серванта на протяжении четырех недель сопро-
вождается ростом содержания монооксида азота
в эритроцитах, определяемого методом проточ-
ной цитометрии. 

Выявлены закономерности оптико-морфо-
метрических характеристик эритроцитов на раз-
личных этапах хранения крови с гемоконсерван-
том PAGGSM: на первой-второй неделе хране-
ния эритроцитсодержащие компоненты были
представлены дискоцитами, на третьей-четвер-
той неделе преобладали сфероциты. 

Установлена взаимосвязь между оптико-мор-
фометрическими параметрами эритроцитов и
внутриклеточным содержанием NO на различ-
ных этапах хранения крови. Между средним объ-
емом эритроцита и внутриклеточным содержани-
ем NO существует прямо пропорциональная
корреляционная связь, а между площадью по-
верхности эритроцита и внутриклеточным содер-
жанием данного газотрансмиттера – более тесная
обратно пропорциональная корреляционная за-
висимость.

При хранении эритроцитсодержащих компо-
нентов крови происходит рост количества микро-
цитов, несущих на своей поверхности линейный
эритроидный маркер CD 235 а, имеющих сни-
женный уровень внутриклеточного гемоглобина
и накапливающих монооксид азота. 
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 Comparative Analysis of the Nitrogen Monoxide Content and Optical-Morphometric 
Characteristics of Erythrocyte-Containing Blood Components during Storage

 N. V. Akulich* and V.V. Zinchuk**

*National Antidoping Laboratory, Lesnoi 31, Minsk Region, 223040 Belarus

**Grodno State Medical University, ul. M. Gorkogo 80, Grodno, 230009 Belarus

Flow cytometry was used to analyze the content of intracellular nitrogen monoxide in erythrocyte-containing
blood components during blood storage with hemopreservative for 4 weeks. It was found that storing of blood
is accompanied by increased levels of intracellular nitrogen monoxide in erythrocytes and thus by a change
in optical and morphometric parameters of red blood cells. In the early stages of storage, erythrocytes were
represented by discocytes, and during long storage erythrocytes became more spherical (spherocytes) as the
percentage of microcytes that accumulated nitrogen monoxide increased and their intracellular hemoglobin
levels were decreased. 

Keywords: nitrogen monoxide, flow cytometry,  erythrocytes, blood storage 
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Изучено влияние кондиционированной среды, полученной при культивировании мезенхимальных
стволовых клеток, на тяжесть системного воспалительного ответа, вызванного введением ацетами-
нофена, в том числе его отдаленное влияние на ткани печени. Использование фракции кондицио-
нированной среды <30 кДа оказывало максимальное защитное действие. Белки этой фракции сни-
жают выраженность системной воспалительной реакции и степень фиброза ткани печени в отда-
ленные сроки после введения токсина. При исследовании тканей печени экспериментальных
животных выявлено снижение выраженности гранулоцитарной инфильтрации, коррелирующее со
степенью некроза печеночной паренхимы (что подтверждается уровнем цитолитических фермен-
тов). Фракция <30 кДа увеличивала спонтанную и уменьшала индуцированную форбол-12-мири-
стат-13-ацетатом внутриклеточную продукцию активных форм кислорода. Результаты исследова-
ния показывают достоверное увеличение экспрессии макрофаг-ингибирующего фактора и тиоре-
доксина по сравнению с контролем на фоне повышенной спонтанной продукции активных форм
кислорода в нейтрофилах.

Ключевые слова: ацетаминофен, печень, фиброз, стволовые клетки, кондиционированные среды. 

DOI: 10.31857/S000630292301009X, EDN: OAFUWG

Передозировка ацетаминофена (АЦ), особен-
но связанная с истощением системы детоксика-
ции глутатиона, приводит к тяжелым поврежде-
ниям паренхимы печени и индукции острой пе-

ченочной недостаточности, прогрессирование
которой может привести к смерти больного [1, 2].

Активный метаболит АЦ, N-ацетил-пара-бен-
зохинон, связывается с клеточными белками,
приводит к деградации митохондрий гепатоцитов
и повреждению митохондриальной ДНК, что
вызывает гепатоцеллюлярную гибель [2]. В свою
очередь массивный гепатоцеллюлярный некроз и
выброс внутриклеточных белков из гепатоцитов в
кровь вызывают активацию гранулоцитов и их
миграцию в паренхиму печени [3]. Их роль в раз-
витии дальнейшей гепатоцитарной недостаточ-

К.А. Рогов

Сокращения: АЦ – ацетаминофен; NOX2 – НАДФН-окси-
даза; АФК – активные формы кислорода; КС – кондицио-
нированная среда; МСК – мезенхимальные стволовые
клетки; КС МСК – кондиционированная среда, получен-
ная при культивировании мезенхимальных стволовых кле-
ток; ФМА – форбол-12-миристат-13-ацетат; МИФ – мак-
рофаг-ингибирующий фактор, NET – нейтрофильные
внеклеточные ловушки.
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ности в настоящее время активно обсуждается.
Некоторые авторы считают, что гиперактивные
нейтрофилы усиливают печеночную недостаточ-
ность [4–6], в то время как другие исследователи
утверждают, что нет прямых доказательств повре-
ждения клеток, связанного с функцией нейтро-
филов [7–12]. Однако не вызывает сомнений, что
нейтрофилы мигрируют в ткань печени при ток-
сическом воздействии АЦ [3].

Роль оксидного комплекса НАДФН (NOX2),
продуцирующего активные формы кислорода
(АФК), и его влияние на степень повреждения
паренхимы печени неоднозначны. Некоторые ав-
торы показали, что АЦ усиливает активность
NOX2 в гепатоцитах, а его ингибирование значи-
тельно уменьшает гепатоцеллюлярную недоста-
точность [13].

Также нет единого мнения о влиянии АФК на
процессы регенерации в ткани печени после воз-
действия АЦ. В частности, авторы работы [14] по-
казали, что активация спонтанной продукции
АФК в нейтрофилах будет способствовать реге-
нерации ткани печени после воздействия АЦ, по-
скольку молекулы АФК, секретируемые нейтро-
филами, могут способствовать развитию макро-
фагов и способствовать процессам регенерации
печени после токсического действия АЦ.

С другой стороны, в работе [11] было показано,
что у животных с блокировкой NOX2, нейтрофи-
лы которых не могут генерировать АФК, уровень
повреждения гепатоцитов, вызванный АЦ, и их
способность к регенерации печени такие же, как
и в контроле.

Нашими предыдущими исследованиями по-
казано, что кондиционированная среда (КС), и
особенно ее фракция <30 кДа, полученная при
культивировании мезенхимальных стволовых
клеток (МСК) в атмосфере 10% О2, оказывает за-
щитное действие при АЦ-индуцированном
остром повреждении печени [15, 16].

Отмечено, что клиническое улучшение сопро-
вождается снижением уровня цитолитических
ферментов в крови, при этом выраженность цен-
тролобулярного некроза коррелирует с уровнем
гранулоцитарной инфильтрации, наблюдаемой в
гистологических срезах.

Цель исследования — сравнить клиническую
картину ранних стадий АЦ-индуцированной пе-
ченочной недостаточности с функциональной
активностью нейтрофилов под действием пепти-
дов КС МСК.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Моделирование острой печеночной недостаточ-

ности. Для эксперимента использовали мышей-
самцов линии Balb/c с массой тела 22–24 г. Всем
животным внутрибрюшинно вводили АЦ (270

мг/кг массы тела). Затем животных случайным
образом распределяли на три группы. Животным
контрольной группы (первая группа, n = 15) вво-
дили подкожно культуральную среду с эмбрио-
нальной телячьей сывороткой в объеме 0.5 мл. Во
второй группе (опытная, n = 15) животным вводи-
ли подкожно в объеме 0.5 мл КС, полученную в
процессе культивирования МСК (общая фрак-
ция, концентрация белка 0.5 мг/мл). В третьей
группе (опытная, n = 15) подкожно в объеме
0.5 мл вводили фракцию КС МСК <30 кДа. 

Выделение стволовых клеток костного мозга.
Костный мозг извлекали из бедренной кости мы-
шей Balb/c под общей анестезией Золетилом. Для
выделения мононуклеарной фракции клеток
костного мозга по стандартной методике исполь-
зовали градиент плотности со стандартным рас-
твором Lympholyte-H (Cedarlane, Канада). Сус-
пензию мононуклеарных клеток высевали в чаш-
ки Петри и культивировали в среде DMEM с
добавлением 10%-й эмбриональной телячьей сы-
воротки в СО2-инкубаторе во влажной атмосфере
с 10% О2, 5% СО2 и 85% N2.

Свойства МСК были подтверждены их остео-
генной, хондрогенной и адипогенной дифферен-
цировкой по стандартной операционной методи-
ке с использованием факторов роста [17].

Анализ фенотипического профиля МСК вы-
явил следующие маркеры: 98.7% CD73+, 98.7%
CD44+, 94.6% CD105+, 0.1% CD34+, 0.3%
CD45+.

Получение кондиционированной среды при
культивировании мезенхимальных стволовых кле-
ток. После формирования клеточного монослоя
его культуральную среду полностью заменяли и
через трое суток объединяли с лизатом МСК.

Получение фракции <30 кДа. КC отделяли уль-
трафильтрацией через фильтр Minimate TFF Cap-
sule Omega 30K (Pall, США) и выделяли фракцию,
содержащую в основном белки с массой <30 кДа.

Гистология. Материалы для гистологического
исследования отбирали через 4, 24 и 96 ч, а образ-
цы тканей животных для оценки отдаленных эф-
фектов отбирали через 10 суток после введения
АЦ. Образцы биопсии брали у шести животных
каждой группы.

Для патоморфологической оценки изменений
ткани печени печень фиксировали в нейтральном
забуференном 10%-м растворе формальдегида.
Патоморфологические изменения в тканях пече-
ни оценивали по бальной системе со шкалой от 0
до 3 (0 баллов – без изменений, 1 балл – изменено
более 1/3 площади, 2 балла – более 2/3 площади,
3 – 100% области изменений).

Биохимическое обследование. Фермент печени
аспартатаминотрансферазу определяли в цель-
ной крови перед экспериментом, а также через 4,
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24, 48 и 96 ча после введения АЦ на приборе Re-
flatron (ROCH, США).

Оценка внеклеточной ДНК. Концентрацию
внеклеточной ДНК определяли с помощью набо-
ра для анализа двухцепочечной ДНК Quant-iT Pi-
coGreen (Fisher Scientific, Landsmeer, Нидерлан-
ды) по методике, описанной ранее [18]. 10 мкл
плазмы добавляли к 90 мкл трис-ЭДТА-буфера
(10 мМ трис-HCl, 1 мМ ЭДТА, рН 7,5) в 96-лу-
ночном культуральном планшете. Каждая лунка
содержала 100 мкл раствора PicoGreen (разбав-
ленного 1 : 200 в трис-ЭДТА-буфере). Смесь ин-
кубировали в течение 10 мин в темной комнате
при комнатной температуре и измеряли ее флуо-
ресценцию на спектрофлуориметре RF-6000
(Shimadzu, Япония) при длине волны возбужде-
ния 480 нм и длине волны эмиссии 520 нм.

Выделение мРНК. Суммарную РНК выделяли
из 4–6 мг печени с помощью реагентов ExtractR-
NA («Евроген», Россия) согласно протоколу про-
изводителя. Образцы печени гомогенизировали в
тефлоновом гомогенизаторе в присутствии 1 мл
реагента. Лизат инкубировали в течение 15 мин
при комнатной температуре и центрифугировали
при 18000 g в течение 10 мин. Супернатант пере-
носили в новую пробирку, содержащую 0.2 мл
хлороформа. Смесь интенсивно перемешивали,
инкубировали 5 мин при комнатной температуре
и центрифугировали при 18000 g в течение 10 мин
при 4°С. Верхнюю фазу переносили в новую про-
бирку, содержащую 0.5 мл изопропанола, пере-
мешивали, инкубировали 10 мин при комнатной
температуре и центрифугировали при 18000 g в те-
чение 10 мин. Осадок дважды промывали 75%-м
этанолом. Полученный препарат тотальной РНК
растворяли в 50 мкл воды без РНКазы и хранили
при –20°С. Качество РНК проверяли по наличию
18s и 28s РНК при электрофорезе в агарозном
геле.

Количественная полимеразная цепная реакция с
обратной транскрипцией. Для количественной
ПЦР с обратной транскрипцией использовали
реагенты компании «Евроген» (Россия). Для син-
теза кДНК раствор тотальной РНК и 30 мКС оли-
го-d(T)15 праймера инкубировали при 70°C в те-
чение 2 мин и сразу переносили на лед. Затем к
смеси добавляли 11.5 мкл мастер-микса (1.3 мМ
dNTP, 0.02 мкл/мкл ингибитора РНКазы (Ribo-
Lock, ThermoFisher Scientific, США), 6 единиц
M-MLV-ревертазы и 4 мкл 5-кратного буфера для
M-MLV-ревертазы. Для завершения обратной
транскрипции образцы инкубировали при 42°С в
течение 50 мин. Полученную кДНК использова-
ли для ПЦР в реальном времени с праймерами,
специфичными к генам исследуемых белков и
эталонного гена. Изменение уровня экспрессии
генов рассчитывали по 2-ΔΔCt-методу [19].

Внутриклеточный анализ активных форм кисло-
рода. Индуцируемую и спонтанную окислитель-
ную активность оценивали с использованием
зонда DCFHDA (Sigma-Aldrich, США) (Ex
485 нм/Em 530 нм). Для оценки индуцируемой
окислительной активности клетки инкубировали
в питательной среде с форбол-12-миристат-13-
ацетатом (ФМА) (Sigma-Aldrich, США) следую-
щим образом: ФМА добавляли в концентрации
100 нМ в течение 15 мин, промывали свежим сба-
лансированным солевым раствором Хэнкса и за-
тем инкубировали в растворе Хэнкса с DCFHDA
(40 мКС) в течение 15 мин в CO2-инкубаторе. Для
оценки спонтанной окислительной активности
клетки инкубировали в растворе Хэнкса без ФМА
в течение 15 мин, затем промывали свежим рас-
твором Хэнкса и инкубировали с 40 мКС DCFH-
DA в течение 15 мин. После окрашивания клетки
трижды промывали раствором Хэнкса и анализи-
ровали флуоресценцию клеток с помощью про-
точного цитометра BD Accuri C6 (BD Bioscience,
США).

Статистическая обработка. Статистическую
обработку данных проводили с помощью про-
граммы Statistica 6.0. Для обработки непарамет-
рических данных использовали U-критерий Ман-
на–Уитни. Различия считали достоверными при
p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Биохимическое исследование. Анализ наиболее

эффективного способа введения кондициониро-
ванной среды животным проводили на первом
этапе исследования. Его результаты оценивали
по уровню в крови цитолитического фермента ас-
партатаминотрансферазы, высвобождающегося
из разрушенных гепатоцитов под действием ток-
сических продуктов АЦ (рис. 1).

Через 4 ч после начала воздействия АЦ наиме-
нее эффективным способом является внутри-
брюшинное введение препарата (уровень цито-
литического фермента снижается на 19% по срав-
нению с контролем), а при пероральном и
подкожном введении – на 46 и 75% соответствен-
но (рис. 1). Поэтому дальнейшие эксперименты
включали подкожное введение АЦ.

Подкожное введение суммарной фракции КС
вызывало достоверное снижение уровня цитоли-
тического фермента по сравнению с контролем:
на 75% в первые 4 ч и на 50% в первые 24 ч (рис. 2;
левые столбцы – контроль; средние
«Об. фракция» – общая фракция КС МСК; пра-
вые – фракция КC МСК, содержащая белки с
массой <30 кДа).

Подкожное введение фракции <30 кДа приво-
дило к максимально значимому снижению уров-
ня аспартатаминотрансферазы в крови в начале
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острого периода после введения АЦ (85% по срав-
нению с контролем).

Экспрессия генов. Ингибирование пролифера-
ции гепатоцитов под действием паракринных
факторов является одной из возможных причин
снижения деструкции печеночной паренхимы в
острой фазе недостаточности, вызванной введе-
нием КС МСК. В связи с этим были исследованы
вызванные КС изменения экспрессии маркера
пролиферативной активности белка Ki-67 в тка-
нях печени.

Введение КС (как общей фракции, так и фрак-
ции <30 кДа), полученных при культивировании
МСК, вызывало резкое снижение экспрессии Ki-
67 в первые двое суток (рис. 3; левые столбцы –
контроль; средние «Об. фракция» – общая фрак-
ция КС МСК; правые – фракция КC МСК, со-

держащая белки с массой <30 кДа). В более позд-
ние сроки (вторые и четвертые сутки) уровень
экспрессии Ki-67 повышался более чем в два раза
по сравнению с контролем.

Гистология. В контрольной группе максималь-
ный уровень деструкции паренхимы печени на-
блюдался через 4 ч после введения культуральной
среды (контроль) (рис. 4). Портальные вены в
тканях контрольного животного полнокровны,
обширные полнокровные центролобулярные зо-
ны печеночных долек слиты. Площадь некроза
гепатоцитов колебалась от 35 до 50%. После вве-
дения КС зона полнокровия вокруг портальных
вен значительно уменьшалась по сравнению с
контролем. После введения фракции <30 кДа
полнокровные портальные вены не обнаружива-
лись. Площадь зон центролобулярного полно-

Рис. 1. Влияние метода введения паракринных факторов КС МСК на уровень аспартатаминотрансферазы в крови
через 4 ч после введения АЦ; * – различия достоверны при сравнении с контрольной группой, # – различия
достоверны при сравнении с другими группами.

Рис. 2. Динамика влияния КС МСК на уровень аспартатаминотрансферазы в крови на фоне введения АЦ; * –
достоверно по отношению к контрольной группе; # – различия достоверны при сравнении с другими группами.
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кровия была минимальной по сравнению с тако-
вой после введения тотальной фракции.

Так, введение суммарной фракции кондицио-
нированной среды, полученной при культивиро-
вании МСК, через четыре часа после воздействия

АЦ вызывало достоверное уменьшение площади
деструкции; использование фракции <30 кДа
оказывало максимальный протективный эффект.

Гистологический анализ, проведенный через
24 ч после воздействия AЦ, показал:

Рис. 3. Влияние КС МСК на уровень экспрессии Ki-67 в ткани печени.

Рис. 4. Гистология печени: динамика влияния КС МСК на фоне введения АЦ. Окрашивание гематоксилином и
эозином. 
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– в контрольной группе: обширные, соеди-
ненные между собой зоны некроза гепатоцитов в
центролобулярных зонах и узкая полоса регене-
рирующих гепатоцитов (характеризующаяся бо-
лее интенсивным окрашиванием цитоплазмати-
ческих клеток) в пограничных областях некроза;

– в опытной группе животных, которым вво-
дили общую фракцию КС МСК: очаги центроло-
булярного некроза имеют минимальные размеры
и встречаются в отдельных долях.

– в опытной группе животных, которым вво-
дили фракцию КС МСК <30 кДа: в центролобу-
лярных зонах долей печени некрозов не наблюда-
лось, тем не менее эти зоны были умеренно пол-
нокровными.

Гистологический анализ, проведенный через
четверо суток после введения АЦ и культураль-
ной среды, показал, что в контрольной группе зо-
ны центролобулярного некроза сменялись об-
ширной воспалительной инфильтрацией, а в дру-
гих отделах долей печени можно было наблюдать
дистрофические изменения гепатоцитов.

В отличие от контрольной группы, в печени
животных, которым вводили общую фракцию
КС, не наблюдалось воспалительных инфильтра-
тов на всей площади печеночных долей, включая
центролобулярную зону. Введение белковой
фракции <30 кДа также не вызывало некротиче-
ских изменений в центролобулярной зоне. В то
же время можно было наблюдать многочислен-
ные регенерирующие гепатоциты.

Морфометрический анализ (табл. 1) выявлен-
ных изменений показал, что введение белковой
фракции <30 кДа снижает уровень повреждения
гепатоцитов и выраженность воспалительной ре-

акции, способствует более ранним процессам ре-
генерации.

Отдельно исследовано влияние КС на рост со-
единительной ткани в отдаленные сроки после
токсического действия АЦ.

Так, в контрольной группе (рис. 5) на десятые
сутки после воздействия в перипортальной зоне
вокруг воротной вены на фоне жировой дистро-
фии гепатоцитов отмечается нарушение лучевого
строения долек (окраска по Пикро–Маллори).
Дополнительное окрашивание по Ван-Гизону
также выявило нарушение балочной структуры в
перипортальной области и прилежащие гепато-
циты в состоянии жировой дистрофии. Склеро-
тизованная перипортальная строма сохранила
воспалительную инфильтрацию (окраска по Ван
Гизону).

Введение общей фракции КС приводило к по-
явлению признаков незначительных склеротиче-
ских изменений в портальной строме, содержа-
щей одиночные лимфоциты, что подтверждалось
окрашиванием по Ван Гизону.

Следует отметить, что минимальный рост со-
единительной ткани наблюдался при введении
кондиционированной среды и особенно ее фрак-
ции <30 кДа.

Анализ экспрессии генов. Анализ экспрессии
генов показал, что фракция КC <30 кДа индуци-
рует измененную активность генов с провоспали-
тельными и противовоспалительными эффекта-
ми. Данные табл. 2 показывают, что КС вызывает
значительное повышение уровня гена, ответ-
ственного за синтез тиоредоксина. Повышение
экспрессии этого фермента на фоне воздействия
АЦ через 24 ч после введения КС сопровождалось

Таблица 1. Анализ морфологических изменений ткани печени при введении КС на фоне АЦ

Время Изменения Контроль Общая фракция КС КС <30 кДа 

4 ч

Полнокровие портальных вен 2.85 ± 0.11 1.75 ± 0.21* 0.40 ± 0.11*#

Центролобулярное полнокровие 2.65 ± 0.12 1.82 ± 0.31* 0.67 ± 0.21*#

Дегенерация гепатоцитов 2.74 ± 0.23 0.81 ± 0.22* 0.54 ± 0.11*

24 ч

Дегенерация гепатоцитов 2.66 ± 0.22 1.30 ± 0.13* 1.45 ± 0.12*

Центролобулярный некроз 2.60 ± 0.16 1.45 ± 0.21* 0.30 ± 0.12*#

Регенерация гепатоцитов 0.70 ± 0.21 2.01 ± 0.10* 2.67 ± 0.22*#

96 ч

Воспалительная инфильтрация 2.56 ± 0.31 0.41 ± 0.11* 0.44 ± 0.13*

Дегенерация гепатоцитов 2.51 ± 0.31 0.81 ± 0.14* 1.20 ± 0.08*

Регенерация гепатоцитов 0.20 ± 0.08 1.82 ± 0.23* 2.67 ± 0.16*#

Примечание. Представлены средние значения ± стандартные отклонения; * – различия достоверны при сравнении с
контрольной группой, # – различия достоверны при сравнении с другими группами.
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снижением экспрессии ИЛ-6, обладающего про-
воспалительной активностью, но повышением
экспрессии провоспалительного цитокина (мак-
рофаг-ингибирующего фактора – МИФ).

Продукция активных форм кислорода в нейтро-
филах. Продукция АФК является одной из основ-

ных функций нейтрофилов, на которой основан
их антибактериальный эффект.

Исследование показало, что через 4 ч после
воздействия АЦ уровень спонтанной продукции
АФК был таким же, как и в интактном контроле.
Достоверные различия с группой интактных жи-

Рис. 5. Влияние КС МСК на рост соединительной ткани в отдаленные сроки после воздействия АЦ.

Таблица 2. Изменение уровня экспрессии генов после введения фракции КC МСК<30 кДа на фоне АЦ

Ген
Уровни экспрессии генов по отношению к контрольным значениям

4 ч 24 ч 48 ч 96 ч

МИФ
Галектин

1.3 ± 0.7
1.1 ± 0.4

3.2 ± 1.0*
1.4 ± 1.3

1.1 ± 1.0
0.60 ± 0.55

0.9 ± 0.4
1.4 ± 1.3

Каспаза 3
ИЛ6

1.1 ± 0.3
0.6 ± 0.5

1.4 ± 0.5
0.3 ± 0.2*

0.8 ± 0.6
0.8 ± 0.4

1.1 ± 0.5
0.8 ± 0.2

Тиоредоксин 1.4 ± 0.7 1.7 ± 0.3* 1.3 ± 0.5 0.6 ± 0.2

Примечание. Представлены средние значения ± стандартные отклонения; * – различия достоверны при сравнении с
контрольной группой, # – различия достоверны при сравнении с другими группами.
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вотных, которым вводили только фракцию КС
МСК <30 кДа, также не наблюдались. Однако в
группе животных, которым на фоне АЦ вводили
фракцию КС МСК <30 кДа, наблюдалось досто-
верное увеличение спонтанной продукции АФК
в нейтрофилах (рис. 6).

Следует отметить, что анализ ФМА-индуци-
рованной продукции АФК в нейтрофилах пока-
зал противоположные результаты (рис. 7).

Показатель индуцированной продукции АФК
в периферической крови животных, подвергших-
ся воздействию паракринных факторов КС на
фоне АЦ, был достоверно ниже, чем у животных,
подвергшихся воздействию АЦ. В то же время па-
ракринные факторы не оказывали существенного
влияния на продукцию АФК по сравнению с ин-
тактным контролем.

Уровень свободной внеклеточной ДНК. Иссле-
дование показало, что уровень внеклеточной
ДНК в плазме крови мышей, которым вводили
АЦ, достоверно повышался более чем в 30 раз
(рис. 8) по сравнению с интактным контролем. 

В то же время уровень внеклеточной ДНК в
плазме животных, которым вводили фракцию КС
МСК <30 кДа на фоне АЦ, был достоверно в три
с половиной раза ниже уровня, который наблю-
дался у животных, получивших только АЦ. Уро-
вень внеклеточной ДНК у животных, которым
вводили только КС фракцию <30 кДа, был таким
же, как и в контроле.

ОБСУЖДЕНИЕ

Таким образом, исследование показало, что
КСа, полученная при культивировании МСК в
условиях гипоксии (10% О2), снижает уровень
АЦ-ассоциированной деструкции печеночной
ткани. Наиболее примечательным выводом из
анализа печеночной ткани экспериментальных
животных является уменьшение выраженности
гранулоцитарной инфильтрации, которая может
прямо коррелировать со степенью некроза парен-
химы печени, подтвержденной уровнем цитоли-
тического фермента [10]. В поздних наблюдениях

Рис. 6. Влияние КС МСК на спонтанную продукцию
АФК в нейтрофилах. По оси ординат – средняя
интенсивность флуоресценции клеток (усл. ед.),
загруженных DCFHDA; # – различия достоверны
при сравнении с другими группами (p < 0.05). 

Рис. 7. Влияние КС МСК на ФМА-индуцированную
продукцию АФК в нейтрофилах. По оси ординат –
средняя интенсивность флуоресценции клеток (усл.
ед.), загруженных DCFHDA; # – различия достовер-
ны при сравнении с группой АЦ (p < 0.05).

Рис. 8. Влияние КС МСК на уровень внеклеточной
ДНК в плазме крови животных на фоне АЦ.
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этот эффект достигался уменьшением объема
формируемой фиброзной ткани. Это могло быть
обусловлено как подавлением пролиферации
фибробластов пептидами КС, так и уменьшением
выраженности начального воспалительного по-
вреждения паренхимы.

В то же время исследование показало, что КС
(особенно его фракция <30 кДа) может по-разно-
му влиять на продукцию АФК в нейтрофилах:
усиливает спонтанную продукцию АФК и инги-
бирует продукцию АФК, индуцированную ФМА.

Наблюдаемый эффект может быть обусловлен
следующими фактами: спонтанная продукция
АФК в нейтрофилах реализуется за счет уже акти-
вированного NOX2, присутствующего в клеточ-
ной мембране и паракринные факторы могут воз-
действовать непосредственно на уже функциони-
рующий комплекс.

В то же время ФМА-индуцированная продук-
ция АФК требует поэтапной активации промежу-
точных ферментов, в частности протеинкиназы
С, и ее ингибирование паракринными факторами
может влиять на процесс сборки оксидазного
комплекса, что в свою очередь приведет к сниже-
нию продукции АФК.

Галектин 1 и тиоредоксин, факторы, присут-
ствующие при КС, также могут влиять на NOX2.
В наших предыдущих исследованиях было пока-
зано, что условия культивирования существенно
влияют на продукцию этих паракринных факто-
ров в стволовых клетках [15]. В условиях гипо-
ксии (О2 < 10%) значительно усиливалась про-
дукция именно галектина 1 и тиоредоксина, т.е.
факторов, способных изменять продукцию АФК.

Галектин 1 является провоспалительным пеп-
тидом, который может взаимодействовать с кле-
точной мембраной нейтрофилов, активируя
NOX2, при условии, что клетки были активиро-
ваны процессом экстравазации тканей [20, 21].

Активация спонтанной продукции АФК в
нейтрофилах под действием КС (фракция
<30 кДа) будет способствовать регенерации пече-
ночной ткани после воздействия АЦ, так как из-
вестно, что молекулы АФК, секретируемые ней-
трофилами, могут способствовать как развитию
макрофагов, так и процессам регенерации печени
после токсического действия АЦ [14]. Следова-
тельно, увеличение спонтанной продукции ней-
трофилов под действием фракции КС <30 кДа,
продемонстрированное в исследовании, будет
способствовать более быстрому восстановлению
гепатоцитов, показанному в предыдущей работе
[16].

Подавление индуцированной продукции АФК
также могло иметь положительный эффект, по-
скольку было показано, что гиперпродукция
АФК на фоне АЦ с последующей дегрануляцией
и высвобождением нейтрофильных внеклеточ-
ных ловушек (NET) вызывает прогрессирование
печеночной недостаточности [22, 23].

Снижение продукции АФК в индуцированных
клетках могло быть вызвано изменением актив-
ности протеинкиназы С. Ряд авторов показали,
что стимуляция и активация нейтрофилов фор-
бол-12-миристат-13-ацетатом приводит к образо-
ванию NET. Образование NET после стимуляции
ФМА зависит от продукции АФК (через систему
NOX2). Однако было показано, что протеинки-
наза С и особенно ее изоформа ПКCβ, участвую-
щие в сборке NOX2, наиболее важны для образо-
вания NET [24].

Таким образом, возможно, что паракринные
факторы, активируя спонтанную активность
NOX2 и ингибируя активность протеинкиназы С,
могут ингибировать продукцию АФК, дегрануля-
цию нейтрофилов и образование NET при кле-
точной активации и тем самым снижать уровень
гепатоцеллюлярной недостаточности. Косвенно
это предположение может быть подтверждено
данными, показавшими достоверное снижение
уровня внеклеточной ДНК относительно АЦ при
введении КС.

Следует отметить, что вопрос об участии про-
теинкиназы С в патогенезе ацетаминофен-инду-
цированного воспаления печени является акту-
альным. Например, показано, что при АЦ проте-
инкиназа С участвует в гепатотоксичности, а
применение ингибиторов протеинкиназы С эф-
фективно (до 80%) в снижении некроза гепатоци-
тов, вызванного АФК [25, 26].

Также гепатопротективным эффектом может
обладать тиоредоксин – еще один фактор КС. По
литературным данным передозировка АЦ, вызы-
вающая избыточную продукцию АФК, приводит
к снижению эндогенной экспрессии тиоредокси-
на и активации сигнального пути JNK. Таким об-
разом, введение экзогенного тиоредоксина в со-
ставе КС может значительно снижать уровень ге-
патоцеллюлярной недостаточности, о чем
свидетельствуют ранее полученные эксперимен-
тальные данные [27].

Анализ экспрессии генов показал, что исполь-
зование КС МСК (фракция <30 кДа) значительно
увеличивает экспрессию МИФ и тиоредоксина в
ткани печени. Распространено мнение, что МИФ
является провоспалительным цитокином, уро-
вень которого повышается при тканевой недоста-
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точности и системных заболеваниях [28]. В то же
время известно, что уровень экспрессии МИФ и
тиоредоксина повышается практически при всех
состояниях, связанных с окислительно-восста-
новительными процессами, которые следуют за
стрессом, травмой, дегенерацией, воспалением и
гибелью клеток [29–31]. Таким образом, резуль-
таты исследования показывают, что при введе-
нии КС повышенная спонтанная продукция
АФК в нейтрофилах может вызывать повышение
уровня МИФ и тиоредоксина в тканях печени от-
носительно контроля.

Пока неясно, почему эффекты перорального и
подкожного введения КС МСК сопоставимы.
Одной из возможных причин является влияние
АЦ на Р-белок кишечника. Литературные данные
не содержат сведений о влиянии АЦ на всасыва-
ние коротких белковых молекул в кишечнике.
Однако ингибирование Р-белка АЦ и усиление
всасывания ксенобиотиков в портальную систе-
му печени [32] не позволяет исключить всасыва-
ние сигнальных белков через слизистую оболочку
кишечника и их прямое проникновение в ткань
печени.

ВЫВОДЫ
Полученные данные позволяют сделать следу-

ющие выводы: 
1. Фракция КС <30 кДа оказывала максималь-

ный протективный эффект на печень при введе-
нии АЦ.

2. Белки этой фракции снижают выражен-
ность системной воспалительной реакции и сте-
пень фиброза ткани печени в отдаленные сроки
после введения токсина. 

3. Степень выраженности гранулоцитарной
инфильтрации коррелирует со степенью некроза
печеночной паренхимы (что подтверждается
уровнем цитолитических ферментов). 

4. Фракция КС <30 кДа увеличивает спонтан-
ную и уменьшает индуцированную внутрикле-
точную продукцию АФК. 
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 Paracrine Effects of Stem Cell Conditioned Medium on Production of Oxygen Reactive 
Species in Blood Neutrophils in Acetaminophen-Induced Liver Failure

 A.A. Temnov*, **, A.N. Sklifas*, V.K. Zhalimov*, M.G. Sharapov*, R.S. Fadeev***, 
M.I. Kobyakova***, N.I. Kukushkin*, and ****
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**Moscow Institute of Physics and Technology, Institutskii per. 9, Dolgoprudny, Moscow Region, 141701 Russia
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****Research Institute of Human Morphology, Petrovsky National Research Center of Surgery,
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The current study examined the effects of mesenchymal stem cells-derived conditioned medium on the se-
verity of systemic inflammatory response induced by the administration of acetaminophen, as well as its long-
term effects on hepatic tissues. A conditioned medium fraction <30 кDа showed maximum protective effect.
Proteins of this fraction reduce the degree of systemic inflammatory response and liver tissue fibrosis long af-
ter the toxin administration. Liver tissues from experimental animals were examined, and a correlation be-
tween the reduction of granulocytic infiltration scoring and the degree hepatic parenchymal necrosis was
demonstrated (confirmed by the cytolytic enzyme level). The <30 кDа fraction increased the spontaneous
but decreased phobrol-12-myristate-13-acetate-induced intracellular production of reactive oxygen species.
Results from this study show that the level of macrophage migration inhibitory factor and expression of thi-
oredoxin significantly increase as compared to controls during increased spontaneous production of reactive
oxygen species in neutrophils.

Keywords: acetaminophen, liver, fibrosis, stem cells, conditioned media
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Исследованы свойства монохромной, дихромной и трихромной зрительной системы насекомого в
частотной и временной области. В основе метода исследования лежит представление оптической
среды зрительной системы насекомого в виде динамического звена, имеющего вход и выход. Для
аппроксимации спектральных кривых применена функция Гаусса. Исследование инерционных
свойств такого звена во временной области выполнено путем подачи на его вход сигналов в форме
δ-функции или единичной функции. Установившиеся вынужденные колебания на выходе
исследуемого динамического звена определяются при подаче на вход гармонического воздействия.
Предложена методика построения кривых спектральной чувствительности для монохромного,
дихромного и трихромного зрения насекомых в частотной области, установлено, что спектры
обладают свойствами сверхширокополосных сигналов. Обнаружено, что динамическое звено
зрительной системы насекомого обладает свойством усиления оптического сигнала на участках
ультрафиолета и синей части спектра во временной и частотной области. Выявлено, что при частоте
равной и выше частоты диэлектрической релаксации оптическая среда зрительной системы
насекомого не реагирует на электромагнитное излучение. Это явление в наибольшей степени
проявляется в ультрафиолетовой и синей части спектра. Установлено, что показатель
широкополосности оптических сигналов μ изменяется от 0.41 до 1.21, таким образом, зрительная
система насекомого обладает сверхширокополосными свойствами. Показано, что число периодов
световых колебаний в зрительной системе насекомых, имеющей спектр в форме кривой Гаусса,
связано с показателем μ простым соотношением. Выявлено, что при частоте, равной и выше
частоты диэлектрической релаксации, оптическая среда зрительной системы насекомого не
реагирует на электромагнитное излучение. Это явление в наибольшей степени проявляется в
ультрафиолетовой и синей части спектра. Полученные новые знания могут найти применение при
создании матричных твердотельных фотоприемников в ультрафиолетовой и синей части спектра.

Ключевые слова: монохромное зрение, насекомые, спектр, динамическое звено, импульсная
характеристика, переходная характеристика.
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Насекомые – крупнейшая группа живых орга-
низмов, населяющих нашу планету. Несмотря на
различный образ жизни устройство зрительной
системы почти у всех насекомых одинаково: это
фасеточный глаз [1–4]. Он состоит из омматидий
– отдельных глазков, которые смотрят в различ-
ных направлениях. В каждом омматидии есть
своя линза; она фокусирует свет на нескольких
фоторецепторных клетках, объединенные в зри-
тельную палочку. Свет, воздействуя на эти клет-
ки, вызывает последовательность нервных
импульсов, передаваемых в мозг насекомого по
зрительному нерву. Очевидно, основное преиму-

щество фасеточного глаза состоит в том, что та-
кой глаз обладает большим углом обзора. Многим
же млекопитающим, и человеку в том числе, при-
ходится поворачивать голову. Однако за такое
преимущество глазу насекомого пришлось по-
жертвовать резкостью изображения, ведь рез-
кость зависит от диаметра отверстия, через кото-
рое свет входит в оптическую систему. Острота
зрения или разрешающая способность характе-
ризует способность глаза различать степень рас-
члененности объектов, в том числе отличать две
точки от одной более крупной. Для фасеточного
глаза существует простая зависимость между рас-

УДК 543.4 (045)

БИОФИЗИКА CЛОЖНЫX CИCТЕМ



БИОФИЗИКА  том 68  № 1  2023

ЧАСТОТНЫЕ И ВРЕМЕННЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 99

стоянием до объекта и числом различимых дета-
лей: чем ближе объект, тем больше деталей видит
насекомое.

Характерно то, что зрительные клетки, как и
твердотельные фотополупроводниковые матери-
алы, поглощают фотоны определенной энергии,
отраженные окружающими предметами или ис-
ходящие непосредственно от источника. Они
воспринимают лучистую энергию в определен-
ном диапазоне длин волн и отличают свет от теп-
лового воздействия лучей. Зрительную клетку фа-
сеточного глаза может возбудить единичный фо-
тон, кроме того, она обладает свойством анализа
поляризации света и восприятия, невидимых че-
ловеком лучей на определенной длине волны.

Цветовое зрение насекомых основано на ис-
пользовании двух или трех фотоприемников с
разными спектральными характеристиками. Под
фотоприемниками понимают определенный тип
фоторецепторов со специфическим зрительным
пигментом. Спектральная чувствительность фо-
топриемника определяется свойствами зритель-
ного пигмента и условиями проникновения света
к фоторецепторам.

Для различения цветов необходимо присут-
ствие максимум двух фотоприемников. Однако
фасеточные глаза термитов имеют только один
фотоприемник, поэтому они неспособны к цве-
товому зрению. В связи с этим условно выделяют
три типа зрения: монохромное, дихромное и три-
хромное. Их графики, построенные по данным
работы [3], представлены на рис. 1б,в.

Максимальная чувствительность единствен-
ного фотоприемника термитов проявляется при
излучении с длинной волны около 500 нм
(рис. 1а). У жуков-бронзовок в наличии два фото-
приемника, поэтому они способны к цветовому
зрению (рис. 1б). Существуют насекомые, кото-
рые способны различать цвета только одной
(верхней или нижней) половинкой фасеточного
глаза. Так, у стрекозы единственный фотоприем-
ник верхней половины глаза обнаруживает мак-
симум светочувствительности в области 420 нм, в
нижней его половине найдены два фотоприемни-
ка с пиками чувствительности при 515 и 619 нм
(рис. 1в).

Для упрощения анализа на рис. 1 выделены
три характерных участка длин волн: А – первый,
Б – второй и В – третий. Анализ кривых, изобра-
женных на рис. 1, показывает, что спектральные
кривые на участках Б по форме близки к друг дру-
гу и, следовательно, насекомые разного проис-
хождения имеют одинаковую светочувствитель-
ность. Участок А на рис. 1б расположен в ультра-
фиолетовом диапазоне, невидимом для человека.
В то же время у насекомых спектр для красного
цвета, в отличие от глаза человека, здесь отсут-
ствует. В настоящее время установлено, что у

большинства насекомых есть ультрафиолетовый,
синий и зеленый фоторецепторы.

Особенностью света, в котором протекает
процесс зрительного восприятия насекомыми,

Рис. 1. Графики относительной спектральной чув-
ствительности глаз насекомых разных типов зрения:
монохромного (а), дихромного (б) и трихромного (в).
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являются его малые временные интервалы. На-
пример, для длины волны 600 нм (оранжевый
цвет), период колебаний равен ~2 фс, что соот-
ветствует фемтосекундному масштабу времени.
Это означает фактически полную реализацию
возможностей оптического сигнала. Один период
оптического колебания – предельная длитель-
ность светового импульса и одновременно пре-
дельная «скорость» оптического отклика матери-
альной среды. 

Оптика импульсов из малого числа колебаний
светового поля интересна как с фундаменталь-
ной, так и с прикладной точки зрения. Надо
иметь в виду, что фемтосекундные оптические
импульсы, содержат внутри себя всего несколько
периодов электромагнитных колебаний [5, 6]. В
литературе эти вопросы практически не рассмат-
ривались. Между тем решение этих задач имеет
большой научный и практический интерес.

Цель работы заключается в исследовании зри-
тельной системы насекомых различного проис-
хождения в частотной и временной области. В
рамках цели были поставлены следующие задачи:

– построение кривых спектральной чувстви-
тельности зрения насекомых в диапазоне частот;

– исследование импульсных и переходных ха-
рактеристик динамического звена;

– изучение частотных характеристик динами-
ческого звена.

Следует учесть, что в-основном биологиче-
ские системы имеют нелинейную зависимость
согласно психофизиологическому закону Вебе-
ра–Фехнера. И зрительная система насекомых –

не исключение. При решении поставленных за-
дач в исследовании будет применяться необходи-
мый математический аппарат, в том числе – ли-
нейный.

ПОСТРОЕНИЕ КРИВЫХ СПЕКТРАЛЬНОЙ 
ЧУВСТВИТЕЛЬНОСТИ ЗРЕНИЯ 

НАСЕКОМЫХ В ДИАПАЗОНЕ ЧАСТОТ
Вначале рассмотрим процесс построения кри-

вой спектральной чувствительности для моно-
хромного зрения насекомых. Переход от шкалы
длин волн к шкале энергии выполняли по форму-
ле E = 1240/λ, где λ в нм и E в эВ (рис. 2). Затем на-
ходили начальное значение энергии E0, при кото-
ром интенсивность равна нулю. В данном случае
E0 = 1.945 эВ. 

После этого переходили к шкале частот. Ее на-
ходили следующим образом. Из шкалы энергии E
вычитали энергию E0, в результате получали шка-
лу локальной энергии E – E0. Затем учитывали
переход от энергии E к энергии E – E0 с помощью
коэффициента m = Eп/(Eп – E0), где Eп – энергия,
соответствующая пику спектральной кривой;
рассчитывали частоту по формуле: f = mv. Здесь
v = (E – E0)/h, h = 4.1∙10–15 эВ∙с – постоянная
Планка. Окончательно имеем f = (m/4.1)∙(E –
‒ E0)∙1015 Гц. В расчете за единицу частоты при-
нимали величину равную 1015 Гц [7, 8]. По такой
же методике строили частотные спектры для ди-
хромного (кривая Б) и трихромного (кривая В)
зрения насекомых (рис. 3а,б).

Что касается спектров дихромного (кривая А,
рис. 1б) и трихромного (кривые А и Б, рис. 1в)
зрения, они содержат фононную компоненту.
Для ее устранения переходили от шкалы длин
волн к шкале частот. В качестве примера рассмот-
рим процесс преобразования кривой А (рис. 1б).
На рис. 4 показана спектральная кривая А в ча-
стотном диапазоне, нормированная по площади,
равной единице. Для того чтобы вычесть линей-
ный наклонный фон из исходного спектра, зада-
вали значение функции в виде уравнения пря-
мой: y = kx + b. Для данных указанных на рис. 4,
значение k = 2.9 и b = –0.52. В этом случае базовая
линия имеет вид пунктирного отрезка прямой 1.
Результат вычитания, выполненный с помощью
математического пакета Origin [9], представлен
на рис. 3а в виде кривой А. Аналогичным образом
строили спектральные кривые А и В, изображен-
ные на рис. 1в. 

Спектры, изображенные на рис. 2 и 3а,б, нор-
мировали по площади, равной единице. Другими
словами, выполнялось условие нормировки: 

(1)
∞

=0 ( ) 1.G f df

Рис. 2. Дифференциальная функция распределения
монохромного зрения насекомого в диапазоне частот
G(f) (сплошная кривая); аппроксимация функции
G(f) кривыми Гаусса (кривые 1 и 2); Ог – огибающая
спектра; 3 – аппроксимация одной кривой Гаусса,
4 – групповое время задержки. 
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Важным параметром спектральной линии яв-
ляется ее ширина, которая является мерой ее не-
монохроматичности. Если Δf/fm << 1, то колеба-
ния во времени описываются гармонической
функцией.

Вместе с тем, когда Δf и fm сопоставимы по ве-
личине, в оптике нет четкого определения харак-
терной величины их отношения. В то же время в
радиотехнических приложениях для оценки ши-
рины спектра вводится показатель широкополос-
ности, который определяется из следующего со-
отношения [10]:

(2)

где fm, fмин и fмакс – средняя, минимальная и мак-
симальная частоты энергетического спектра,
Δf = fмакс– fмин – ширина полосы частот сигнала
на его полувысоте.

−Δμ = =
+

макс мин

макс мин

,
( ) / 2m

f ff
f f f

Численные значения спектральных кривых,
изображенных на рис. 2 и 3а,б, и вспомогатель-
ных данных (E0 и m), используемых при их по-
строении, представлены в табл. 1.

Сигналы в диапазоне 0.25 ≤ μ ≤ 2 называют
сверхширокополосными. При этом сверхширо-
кополосные сигналы с μ = 2 относятся к видео-
сигналам, с 0.1 ≤ μ ≤ 0.2 – к широкополосным и с
μ ≤ 0.001 – к узкополосным.

Узкополосные и сверхширокополосные сиг-
налы существенно отличаются друг от друга. Уз-
кополосные синусоидальные сигналы обладают
уникальными свойствами. При таких широко ис-
пользуемых преобразованиях, как сложение, вы-
читание, интегрирование, дифференцирование
их форма остается прежней. Здесь и далее под
формой понимается закон изменения сигнала во
времени. Преобразованные сигналы могут разли-
чаться только амплитудой и сдвигом во времени.
В противоположность им у сверхширокополос-
ного сигнала при указанных (и других) преобра-

Рис. 3. Дифференциальные функции распределения дихромного (а) и трихромного (б) зрения насекомых в диапазоне
частот.

Таблица 1. Основные параметры спектральных кривых насекомых в частотной области

Тип зрения Участок fm, ×1015 Гц Δf, ×1015 Гц Н, отн. ед. E0, эВ m μ fr, ×1015 Гц

Монохромное А 0.60 0.52 1.77 1.94 4.61 0.86 0.81

Дихромное
А 0.57 0.34 2.91 1.80 2.27 0.60 0.43

Б 0.60 0.57 1.68 1.94 4.61 0.9 0.89

Трихромное

А 0.76 0.33 2.96 1.80 8.64 0.43 0.37

Б 0.55 0.65 1.43 2.15 3.80 1.18 0.80

В 0.49 0.61 1.50 1.95 5.00 1.21 0.69
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зованиях изменяются не только параметры, но и
форма [11, 12]. В табл. 1 приведены рассчитанные
по формуле (3) значения μ для разных типов зре-
ния насекомых. Можно видеть, что величина μ
находится в диапазоне 1.21 ≥ μ ≥ 0.43, и по опреде-
лению зрительная система насекомых разного ти-
па обладает свойствами сверхширокополосных
сигналов.

ИМПУЛЬСНЫЕ И ПЕРЕХОДНЫЕ 
ХАРАКТЕРИСТИКИ ДИНАМИЧЕСКОГО 

ЗВЕНА

Оптическую среду зрительной системы насе-
комого удобно представить для анализа в виде ди-
намического звена, имеющего вход и выход. Во
временной области для исследования инерцион-
ных свойств такого звена выполняют путем пода-
чи на его вход сигналов в форме δ-функции
или единичной функции 1(t). Реакцию звена на
δ-функцию называют импульсной (временной)
характеристикой g(t), а на единичную функцию
1(t) – переходной характеристикой h(t). Функции
g(t) и h(t) связаны между собой соотношением: 

(3)

Импульсную (временную) характеристику на-
ходят по формуле обратного преобразование Фу-
рье: 

(4)

Вначале решение интеграла (5) выполнено
численным методом для монохромного зрения
(функция G(f), рис. 2). Результаты расчета для мо-
дуля импульсной характеристики приведены на
рис. 5 (кривая 1). Численный метод дает высокую
точность расчета, но не позволяет установить
влияние параметров частотного спектра (fm и Δf)
на временные характеристики переходного про-
цесса. Для установления их влияния аппрокси-
мируем функцию G(f) одной кривой (кривая 3 на
рис. 2) и двумя кривыми Гаусса (пики 1 и 2 на

= 0( ) ( ) .
t

h t g t dt

∞
= − π*

0
( ) ( )exp( 2 ) .g t G f ft df

Рис. 4. Задание базовой линии (пунктир) в виде
линейной функции. Рис. 5. Модуль (кривая 1) импульсной характеристи-

ки и мнимая компонента (кривая 2) комплексной им-
пульсной характеристики монохромного зрения на-
секомого. Сплошная линия – численный расчет,
пунктир – аппроксимация кривой Гаусса.

Таблица 2. Параметры аппроксимации частотного спектра монохромной системы зрения

Число кривых 
Гаусса

Номер кривой на 
рис. 2

Площадь, 
отн. ед.

Пик, ×1015 Гц Ширина, 
×1015 Гц

Амплитуда, 
отн. ед.

1 3 0.99 0.62 0.44 1.78

2 1 0.56 0.54 0.41 1.31

2 0.44 0.76 0.49 0.82
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рис. 2) [13]. Параметры аппроксимации приведе-
ны в табл. 2.

Когда спектр описывается одной кривой Гаус-
са (2), модуль импульсной (временной) характе-
ристики g(t) может быть получен из решения со-
отношений (2) и (4) в аналитическом виде [14]:

g(t) = Cexp(–at2), (5)
где коэффициент С = 1 – амплитуда импульсной 
характеристики, параметр а = 3.5Δf2. Из соотно-
шения (6) можно видеть, что форма импульсной 
(временной) характеристики определяется 
шириной спектра Δf и не зависит от пиковой 
частоты. Расчетная графическая зависимости 
g(t), построенная с учетом данных табл. 2, приве-
дены на рис. 5 в виде кривой 3. 

В случае аппроксимации спектра двумя кри-
выми Гаусса импульсная (временная) характери-
стика имеет вид [15–17]:

(6)

где A1(t) = C1exp(–α1t2), A2(t) = C2exp(–α2t2), α1 =
= 3.5Δf1

2, α2 = 3.5Δf2
2, Ω = f2 – f1.

Результаты расчета по формуле (7) с учетом
данных табл. 2 представлены на рис. 5 в виде кри-
вой 2. В данном случае результаты аналитическо-
го расчета хорошо согласуются с данными чис-
ленного анализа (кривая 1, рис. 5). Это связано с
тем, что, как показывает анализ уравнения (7),
форма кривой g(t) зависит не только от
ширины спектра Δf, но от разности пиковых ча-
стот Ω = f2 – f1. В то же время аппроксимация
спектра одной кривой Гаусса позволяет получить
простое аналитическое соотношение (6) для
оценки длительности переходного процесса в оп-
тической среде глаза насекомого.

Импульсная (временная) характеристика по
физическому смыслу отражает нелинейные свой-
ства процесса перехода глаза насекомого из за-
крытого состояния в открытое состояние. Соот-
ношение (6) с учетом соотношения (2) можно
привести к виду 

g(t) = exp(–3.5μ2(t/Tm)2, (7)

где Tm = 1/fm – период колебаний. Длительность
переходного процесса tп оценим на уровне 0.03,
затем, полагая tп = nT0, где n – число периодов ко-
лебаний, находим связь числа колебаний с пока-
зателем широкополосности:

n = 1/μ. (8)
В соответствии с данными табл. 1 минималь-

ное значение показателя широкополосности со-
ставляет μmin ≈ 0.4 и максимальное – μmax ≈ 1.2.
Согласно выражению (9) это соответствует дли-

= + + πΩ2 2 1/2
1 2 1 2( )  {  ( )   ( )  2 ( ) ( ) cos  (2  )} ,g t A t A t A t A t t

тельности переходного процесса монохромного
зрения насекомых, равной от 0.8 до 2.5 периодов
колебаний света.

В общем случае интеграл (4) с учетом соотно-
шения (6) не имеет аналитического решения.
Численное решение его с данными, представлен-
ными в табл. 1, приведено в виде графика h(t) на
рис. 5. Можно видеть, что значение переходной
характеристики меняется от 0 до максимального,
равного h(∞) = 0.93. В тоже время при t = ∞ мож-
но получить для h(∞) простое соотношение:
h(∞) = С∙0.47/Δf. Коэффициент С – имеет раз-
мерность – число фотонов в единицу времени
(одну фемтосекунду). Коэффициент передачи
(по мощности) динамического звена находится
как в работе [18]:

kmax = h(∞)/1(t) = C·0.47/Δf, (9)

где 1(t) – единичная функция или функция Хеви-
сайда.

Из соотношения (10) следует, что когда шири-
на спектра не превышает критического значении
Δfкр = 0.47∙1015 Гц, коэффициент передачи боль-
ше единицы. Следовательно, в такой ситуации
динамическое звено обладает свойством усиле-
ния оптического сигнала. Согласно данным
табл. 1 этому условию удовлетворяет участки А
дихромного и трихромного спектра глаза насеко-
мых.

Для исследования данного явления было вы-
полнено численное решение интеграла (5) для
участков А и Б дихромного (рис. 3а) и участков А,
Б и В трихромного зрения (рис. 3б). Результаты
расчета в виде графиков g(t) представлены на
рис. 6а,б. Затем по известным значениям g(t) вы-
полняли численное решение интеграла (4). Гра-
фические зависимости h(t) приведены там же на
рис. 6а,б.

Численные значения kmax для участков А и Б
дихромного и участков А, Б и В трихромного зре-
ния на основании данных численного расчета
(рис. 6а,б) представлены в табл. 3. В ней также
приведены величина времени нарастания tn, из-
меренное на уровне 0.1,…,0.9 от максимального
значения для каждого из участков. Здесь также
приведены данные для монохромного зрения.

Анализ данных табл. 3 показывает, что участ-
кам А дихромного и трехмерного зрения, в отли-
чие от других, соответствуют повышенные значе-
ния kmax, равные 1.69 и 1.72. Это указывает на су-
ществование в зрительной системе насекомых
механизма усиления оптического излучения в
ультрафиолетовой и синей части спектра. Дан-
ный результат согласуется с результатами иссле-
дования, опубликованные в научной литературе
[1]. В ней отмечается высокая чувствительность
фасеточных глаз к ультрафиолету и синему свету
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и проявляется у всех насекомых. Исключение
красных лучей из видимой части спектра не обя-
зательно, например, дневные бабочки и мухи ре-
агируют на красный цвет [2, 3].

Важное значение для переходного процесса
имеют потери энергии ΔЕ, Их величину находили
с помощью равенства Парсеваля [19]: 

(10)
Численные значения энергии ΔЕ для различ-

ных типов зрения приведены в табл. 3. Анализ
этих данных показывает, что эффект усиления
света на участке А дихромного и трихромного
зрения сопровождается заметными потерями
энергии равными ~1.11 и ~1.20 эВ. На других
участках спектра подобные потери, примерно, в
два раза меньше.

ЧАСТОТНЫЕ ХАРАКТЕРИСТИКИ 
ДИНАМИЧЕСКОГО ЗВЕНА

Частотные характеристики описывают уста-
новившиеся вынужденные колебания на выходе
исследуемого динамического звена при подаче на
вход гармонического воздействия. Частотные ха-

2

0
( ) .E g t dt

∞
Δ = 

рактеристики являются энергетическими харак-
теристиками системы, которые устанавливают
связь между спектрами входного и выходного
сигналов, представляющих прямое преобразова-
ние Фурье от функции времени g(t).

По известной зависимости g(t) вычисляли
комплексную частотную характеристику r*(f).
Для этого использовали формулу прямого преоб-
разование Фурье [7, 20]:

(11)

Функция (12) содержит вещественную a(f) и
мнимую части b(f).

k*(f) = a(f) + j·b(f). (12)

Модуль функции (13) вычисляли по формуле

(13)

Величину фазового сдвига находили по фор-
муле:

(14)

∞
= − π*

0
( ) ( )exp( 2 ) .r f g t jft dt

= +2 2( ) ( ) ( ).k f a f b f

( ) ( )
( )

= −φ arctg .
b f

f
a f

Рис. 6. Импульсные (временные) g(t) и переходные характеристики h(t) для дихромного (а) и трихромного зрения (б).
Численные значения kmax указаны напротив соответствующих кривых h(t).

Таблица 3. Численные параметры временных характеристик

Тип зрения Участок kmax t н, фс ΔE, эВ

Монохромное Б 0.93 1.35 0.63

Дихромное
А 1.60 2.10 1.11

Б 0.88 1.00 0.59
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Для оценки временных процессов используют
понятие группового времени запаздывания. В об-
щем случае групповое время запаздывания опре-
деляется первой производной фазового спектра
(15) со знаком минус: 

(15)

Здесь фазовый угол φ(f) измеряется в угловых
градусах, нормирующий множитель имеет вели-
чину 360°. Графические амплитудно-частотные
характеристики и амплитудные фазочастотные
характеристики зрительной системы насекомого,
приведены на рис. 7а и 7б соответственно.
Кривая 4, изображенная на рис. 7а, показывает
зависимость группового времени запаздывания
от частоты. При частоте, равной частоте диэлек-
трической релаксации fr, производная dφ/df в со-
отношении (16) равна нулю, оптическая среда
зрительной системы насекомого не реагирует на
электромагнитное излучение. По существу, ча-
стота fr представляет собой предельное значение
частоты, при которой оптическая среда не реаги-
рует на оптическое излучение. При этом веще-
ственная составляющая комплексного спектра
(кривая 1, рис. 7а) принимает нулевое значение,
т. е. активные потери энергии отсутствует, а мо-
дуль r(f) (кривая 3, рис. 7а) становится, как следу-
ет из формулы (14), равным мнимой компоненте
(кривая 2, рис. 7а). В последнем случае зритель-
ная система насекомого проявляет емкостные
свойства. Поэтому в точке a (рис. 7б) происходит
завершение кривой годографа радиус-вектора

φτ = − ⋅1( ) .
360

df
df

зрительной системы насекомого. Тот факт, что на
рис. 7б амплитудные фазочастотные характери-
стики не охватывают начала координат, свиде-
тельствуют об устойчивости режима усиления.
Значения частоты диэлектрической релаксации fr
для зрительных систем насекомых различного
происхождения приведены в табл. 1. Из сопостав-
ления этих данных можно видеть, что дихромное
и трихромное зрения на участке А имеют частоту
fr, которая по величине меньше пиковой частоты
fm, тогда как другие типы зрения имеют обратную
картину.

Численное значение модуля частотной харак-
теристики r(0) находим из соотношения (12), по-
лагая в нем частоту f = 0:

(16)

Соотношение (17) совпадает с интегралом (4),
если в нем положить t = ∞. Тогда r(0) = kmax и,
следовательно, эффект усиления света у дихром-
ного и трихромного зрения (участок А) проявля-
ется и в частотной области. Это явление можно
объяснить, если рассмотреть закон Бугера–Лам-
берта для поглощения света

I = I0exp(–ax), (17)

где а – положительный показатель поглощения;
x – толщина поглощающего слоя; I0 – интенсив-
ность света, входящего в среду; I – интенсивность
света, прошедшего слой толщиной x.

∞
= 0(0) ( ) .r g t dt

Рис. 7. Частотные характеристики зрительной системы насекомого: (а) – амплитудно-частотные характеристики
(участок А дихромного зрения), 1 – вещественная составляющая спектра a(f), 2 – мнимая составляющая спектра b(f),
3 – модуль r(f), 4 – групповое время запаздывания; (б) – амплитудные фазочастотные характеристики, (участок А), 1 –
дихромное зрение, 2 – трихромное зрение.
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Впервые особенности среды с отрицательным
поглощением света рассмотрел советский физик
В.А. Фабрикант. Им было показано, что для та-
кой среды закон (18) имеет другой вид:

I = I0exp(|a|x), 

где |а| – положительная величина, что соответ-
ствует не ослаблению, а усилению света по мере
продвижения его через вещество. Иначе говоря, в
усиливающей среде показатель поглощения сре-
ды становится отрицательным. Этим объясняется
то, что подобную среду иногда называют средой с
отрицательным показателем поглощения. Это
означает, что в такой среде лавинообразно воз-
растает число фотонов за счет актов вынужденно-
го излучения. 

ВЫВОДЫ

1. Предложена методика построения кривых
спектральной чувствительности для монохром-
ного, дихромного и трихромного зрения насеко-
мых в частотной области.

2. Установлено, что показатель широкополос-
ности оптических сигналов μ изменяется от 0.41
до 1.21 и, по определению (2), зрительная система
насекомого обладает сверхширокополосными
свойствами.

3. Показано, что число периодов световых ко-
лебаний в зрительной системе насекомых, имею-
щей спектр в форме кривой Гаусса, связано с по-
казателем μ простым соотношением: n = 1/μ.

4. Обнаружено динамическое звено зритель-
ной системы насекомого, обладающее свойством
усиления оптического сигнала на участках уль-
трафиолета и синей части спектра во временной и
частотной области.

5. Выявлено, что при частоте равной и выше
частоты диэлектрической релаксации оптическая
среда зрительной системы насекомого не реаги-
рует на электромагнитное излучение. Это явле-
ние в наибольшей степени проявляется в ультра-
фиолетовой и синей части спектра. 

6. Полученные новые знания могут найти при-
менение при создании матричных твердотельных
фотоприемников в ультрафиолетовой, и синей
части спектра.
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 Frequency and Time Domain Characteristics of the Insect Visual System in Optic Flow 
 S.I. Zienko* and V.L. Zhbanova*

*Branch of National Research University "Moscow Power Engineering Institute" in Smolensk, 
Energeticheskii proezd 1, Smolensk, 214013 Russia

Frequency and time domain properties of the monochromatic, dichromatic, and trichromatic visual system
in an insect have been studied. The research method is based on the representation of the optical f low field
of the insect visual system in the form of a dynamic link with an input and output. The Gaussian function was
used to approximate the spectral curves. The study of the inertial properties of such a link in the time domain
was performed by applying signals to its input in the form of a δ-function or a unit function. The steady-state
forced oscillations at the output of the investigated dynamic link are determined when a harmonic effect is
applied to the input. A technique for constructing spectral sensitivity curves for monochrome, dichromatic,
and trichromatic vision of insects in the frequency domain is proposed; it has been established that the spectra
exhibit the properties of ultra wideband signals. It has been found that the dynamic link of the insect visual
system is capable of amplifying the optical signal over ultraviolet and blue parts of the spectrum in the time
and frequency domain. It has been revealed that at a frequency equal to or higher than the frequency of di-
electric relaxation, the optical f low field of the insect's visual system does not sense electromagnetic radiation.
This phenomenon is most pronounced in ultraviolet and blue parts of the spectrum. It has been established
that the optical signal wideband index μ varies from 0.41 to 1.21; thus, the visual system of an insect has ultra
wideband properties. It has been shown that the number of periods of light oscillations in the visual system of
insects, which has a spectrum in the form of a Gaussian curve, is related to the exponent μ by a simple rela-
tionship. New knowledge gained can be used for creation of matrix solid-state photodetectors in ultraviolet
and blue parts of the spectrum.

Keywords: monochrome vision, insects, spectrum, dynamic link, impulse response, transient response
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результате введения крысам доксорубицина достоверно увеличивается на 26% скорость образова-
ния короткоживущих активных форм кислорода в гомогенате, а в случае совместного применения
доксорубицина и пластомитина этот эффект в значительной степени подавляется.

Ключевые слова: активные формы кислорода, антиоксидант, гидроксиламин, доксорубицин, пластоми-
тин, спиновая ловушка, электронный парамагнитный резонанс.

DOI: 10.31857/S0006302923010118, EDN: OAJYWX 

Известно, что образование короткоживущих
высокотоксичных активных форм кислорода
(АФК) является одним из основных факторов,
вызывающих существенные и необратимые по-
вреждения органов и тканей [1]. Для защиты био-
логических структур от повреждающего действия
АФК в лабораторной и клинической практике
широко применяются препараты, способные эф-
фективно перехватывать эти короткоживущие
соединения, оказывая тем самым антиоксидант-
ное действие. 

В данной работе исследовалось защитное дей-
ствие такого митохондриально-направленного
препарата, как пластомитин (SkQ, ионы Скулачё-
ва) [2, 3]. При этом важной задачей являлся ана-
лиз действия этого антиоксиданта в условиях ги-
перпродукции АФК, инициированной введени-
ем в организм доксорубицина (антибиотик
антрациклинового ряда, используемый для лече-
ния злокачественных новообразований), облада-
ющего дозозависимым кардиотоксическим дей-

ствием, способным стимулировать образование
АФК в ткани миокарда [4–6]. 

В данной работе такие исследования проводи-
лись на гомогенатах сердец крыс с использовани-
ем метода электронного парамагнитного резо-
нанса (ЭПР). Основной целью работы являлось
изучение интегральной скорости генерации вы-
сокотоксичных кислородных радикалов в усло-
виях окислительного стресса, инициированного
введением в организм животных доксорубицина
и защитного эффекта, вызываемого действием
пластомитина.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Эксперименты проводили на нормотензивных

крысах линии Wistar (самцы массой 320–380 г).
Животных содержали в биоклинике НМИЦ кар-
диологии им. ак. Е.И. Чазова Минздрава России
в клетках по 5 особей со свободным доступом к
сухим кормам и воде. Световой режим контроли-
ровали (12:12 ч – свет : темнота) при достаточной
смене объемов воздуха и температуре 19–23°С.

Все животные были произвольным образом
разделены на три группы. Животные первой

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, SkQ –
пластомитин (ионы Скулачёва), ЭПР – электронный
парамагнитный резонанс.
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группы (контроль) получали подкожно физиоло-
гический раствор. Вторая и третья группы живот-
ных получали доксорубицин в дозе 2 мг/кг под-
кожно еженедельно в течение четырех недель.
Животные из третьей группы в течение всего это-
го периода наряду с доксорубицином получали
также ежедневно подкожно пластомитин (в 50%-
м водном пропиленгликоле) в дозе 0.32 мг/кг.
При таком введении крысам доксорубицина у
них инициировалось развитие сердечной недо-
статочности [7], а пластомитин мог оказывать за-
щитное действие как митохондриально направ-
ленный перехватчик короткоживущих кислород-
ных радикалов.

Через четыре недели всех животных забивали
передозировкой уретана, после чего у них вскры-
вали грудную клетку, изолировали сердце и про-
мывали его в физиологическом растворе, после
чего замораживали в жидком азоте. Далее полу-
ченные образцы миокарда животных всех трех
экспериментальных групп хранили в жидком азо-
те и размораживали непосредственно перед их
анализом методом ЭПР.

После размораживания образцы ткани сердеч-
ной мышцы гомогенизировали. При этом для
каждого образца навеску ткани миокарда, отмы-
тую от крови, измельчали ножницами, после чего
продавливали через сито c отверстиями диамет-
ром 0.8 мм, после этого перетирали в стеклянном
гомогенизаторе с автоматическим приводом вме-
сте со средой гомогенизации (из расчета 100 мг
ткани на 300 мкл среды). Все манипуляции про-
водили при температуре 0–4°C. В качестве среды
гомогенизации использовали раствор Кребса–
Хенселейта. Полученный грубый гомогенат оса-
ждали центрифугированием в течение 3 мин при
4000 об/мин, полученный супернатант сразу же
исследовали методом ЭПР.

Для регистрации образования короткоживу-
щих активных форм кислорода в образцы супер-
натанта, соответствующие всем эксперименталь-
ным группам, добавляли водный раствор спино-
вой ловушки, в качестве которой применяли
гидроксиламин СРН ((3S)-1-гидрокси-2,2,5,5-
тетраметилпирролидин-3-карбоксиловая кисло-
та) [8, 9], конечная концентрация которого в об-
разцах составляла 1 мМ. Полученные пробы вво-
дили в газопроницаемые капилляры объемом
35 мкл, которые помещали в кварцевую трубку
внутренним диаметром 4 мм, продуваемую воз-
душным потоком при комнатной температуре и
расположенную в активной зоне резонатора
ЭПР-спектрометра. 

Регистрацию спектров ЭПР проводили на спек-
трометре Х-диапазона модели Е-109Е (Varian,
США). Амплитуда ВЧ-модуляции магнитного поля
составляла 0.1 мТл при частоте 100 кГц. СВЧ-мощ-
ность спектрометра устанавливали на уровне 10
мВт, а частота СВЧ-излучения всегда составляла
9.14 ГГц. Запись серии сигналов ЭПР проводили в
течение 30 мин после добавления СРН к образцам
гомогената, за это время записывали 7 спектров.
Для анализа содержания полученных парамагнит-
ных аддуктов измеряли амплитуды высокопольной
компоненты их спектров.

Статистическую обработку данных и построе-
ние графиков проводили с использованием па-
кетыта программ Origin 8 (OriginLab Corp.,
США). Все данные представлены как среднее
значение ± ошибка среднего. Кратность повторе-
ния опытов составляла не менее пяти-шести экс-
периментов. Для проверки статистической досто-
верности эффектов использовали двусторонний
t-критерий Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
В ходе работы исследовали образование ко-

роткоживущих АФК в ткани сердечной мышцы с
использованием в качестве спиновой ловушки
гидроксиламина CPH [8, 9]. Как известно, корот-
коживущие кислородные радикалы присоединя-
ются к молекуле данной спиновой ловушки с об-
разованием ковалентной связи. Продуктом этой
реакции являются стабильные нитроксильные
радикалы (спиновые аддукты), имеющие харак-
терный спектр ЭПР.

На рис. 1 представлен характерный спектр
ЭПР нитроксильных радикалов, образующихся
при добавлении СРН в гомогенат ткани миокар-
да. Из рисунка видно, что этот спектр представля-
ет собой триплет узких линий. Такой сигнал, как
известно, соответствует спектру нитроксильных
радикалов, обладающих быстрым и изотропным
молекулярным движением, образующихся в ре-
зультате взаимодействия СРН с короткоживущи-
ми кислородными радикалами [8, 9]. 

Рис. 1. Спектр ЭПР нитроксильных радикалов, образую-
щихся при введении СРН в гомогенат сердца крысы.
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Важно отметить, что реакция данной спиновой
ловушки с различными окислителями приводит к
образованию и накоплению практически одинако-
вых нитроксильных радикалов, поскольку такие ло-
вушки на основе гидроксиламина не демонстриру-
ют специфической реакционной способности к
определенному типу свободнорадикальных АФК и
не допускают поэтому идентификации АФК по
спектру ЭПР. Тем не менее, на специфичность об-
наружения супероксида указывает ингибирование
сигнала ЭПР при добавлении в реакционную среду
супероксиддисмутазы [9].

Кроме того, способность СРН эффективно пе-
рехватывать супероксидные анион-радикалы бы-
ла показана в данных экспериментальных усло-
виях на модельной системе, содержащей ксантин
и ксантиноксидазу в фосфатном буфере при
pH 7.4. На рис. 2 представлена характерная кине-
тика изменения амплитуды высокопольной ком-
поненты сигналов ЭПР образующихся в такой
системе нитроксильных радикалов. Из этого ри-
сунка видно, что их концентрация практически
линейно увеличивается. 

Следовательно, в данных экспериментальных
условиях в результате взаимодействия СРН с су-
пероксидными анион-радикалами, образующимися
в системе «ксантин–ксантиноксидаза», происходит
образование стабильных нитроксильных радикалов,
регистрируемых методом ЭПР. При этом форма
спектров радикалов, регистрируемых в такой мо-
дельной системе, не отличается от формы сигналов
ЭПР этих парамагнитных соединений, образую-
щихся в результате взаимодействия СРН с коротко-
живущими АФК в гомогенате ткани миокарда (дан-
ные не приведены).

В другой части работы исследовали кинетики
формирования и накопления стабильных нит-
роксильных радикалов при введении СРН в об-
разцы гомогената ткани миокарда. Для всех экс-
периментальных групп животных рассчитывали
усредненные кинетики образования этих пара-
магнитных соединений, полученные результаты
представлены на рис. 3. Из этого рисунка видно,
что во всех трех группах животных после введе-
ния СРН в образцы гомогената наблюдалось уве-
личение содержания в пробах парамагнитных
нитроксильных радикалов, и во всех случаях ки-
нетика этого роста могла быть хорошо аппрокси-
мирована линейной зависимостью. Исходя из
этих зависимостей, для всех экспериментальных
групп оценивали скорость образования нитрок-
сильных радикалов, результаты представлены на
рис. 4.

Из этого рисунка видно, что при переходе от
контрольной группы к животным, получавшим
доксорубицин, скорость образования парамаг-
нитных аддуктов увеличивалась на 26%, а в случае
совместного применения доксорубицина и пла-
стомитина она практически не отличалась от сво-
его значения, полученного в контроле.

Таким образом, несмотря на то, что введение
СРН осуществлялось не в интактный организм
животных, а в гомогенат ткани сердечной мышцы
после ее замораживания и оттаивания, в препара-
тах, соответствующих всем экспериментальным
группам, происходит генерация короткоживущих
кислородных радикалов с образованием спино-
вых аддуктов, регистрируемых методом ЭПР.
При этом в результате введения крысам доксору-
бицина достоверно увеличивается скорость обра-
зования короткоживущих АФК в гомогенате, а в

Рис. 2. Кинетика амплитуды высокопольной компо-
ненты сигналов ЭПР нитроксильных радикалов, обра-
зующихся в модельной системе, содержащей СРН и
ксантин–ксантиноксидазу. По оси абсцисс – время с
момента введения СРН в реакционную среду.

Рис. 3. Кинетики амплитуды высокопольной компо-
ненты сигналов ЭПР нитроксильных радикалов, обра-
зующихся после добавления СРН в гомогенат ткани
миокарда крыс, соответствующих трем эксперимен-
тальным группам. По оси абсцисс – время с момента
введения СРН в образцы гомогената.
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случае совместного применения доксорубицина
и пластомитина этот эффект в значительной сте-
пени подавляется.

Следует отметить также, что данный эффект,
полученный нами на модели гомогената ткани
сердца крысы, хорошо согласуется с данными
других авторов, показывающих эффективное
действие пластомитина как перехватчика корот-
коживущих АФК [7].
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 EPR Study of the Generation of Short-Lived Reactive Oxygen Species 
in Rat Heart Homogenate

 A.A. Timoshin*, V.L. Lakomkin*, A.A. Abramov*, and E.K. Ruuge*, **

*Chazov National Medical Research Centre for Cardiology of the Ministry of Health of the Russian Federation,
3-ya Cherepkovskaya ul. 15a, Moscow, 121552 Russia

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

The aim of the present study was to investigate the protective effects of a mitochondrial-targeted antioxidant
such as plastomitin through ROS hypergeneration in animals. The average rate of the generation of highly re-
active oxygen radicals during oxidative stress, induced by doxorubicin injection in rats and a protective impact
of plastomitin use were investigated. The experiments were carried out with rat heart tissue homogenates us-
ing EPR spectroscopy. It was found that in case of doxorubicin injection in rats, there is a significant 26%
increase in the rate of short-lived reactive oxygen species generation in the homogenate but when doxorubicin
and plastomitin were used in combination, this effect was greatly suppressed.

Keywords: reactive oxygen species, antioxidant, hydroxylamine, doxorubicin, plastomitin, spin trap, electron para-
magnetic resonance

Рис. 4. Усредненные значения скорости образования
нитроксильных радикалов, соответствующие трем
экспериментальным группам; ** – р < 0.05
относительно контроля.
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В работе определены: выживаемость мышей, облученных ускоренными ионами углерода
(450 МэВ/нуклон) в пике Брэгга или рентгеновским излучением в дозе 6,5 Гр; методом ДНК-комет
– уровни повреждений ДНК (%TDNA) в лейкоцитах крови мышей за сутки до и через 1–23 сут по-
сле облучения ионами углерода и через 1–28 сут после воздействия рентгеновского излучения в той
же дозе. Обнаружено большее повреждающее действие ионов углерода по сравнению с рентгенов-
скими лучами по критериям выживаемости и %TDNA, а также у индивидуальных животных суще-
ственные вариации %TDNA, которые, по-видимому, могут служить причиной индивидуальных
различий при развитии нестабильности генома в отдаленные сроки. Можно полагать, что более вы-
сокий %TDNA лейкоцитов после облучения ионами углерода по сравнению с рентгеновским излу-
чением, его больший диапазон и несинхронность изменений у индивидуумов в пострадиационном
периоде связаны с возникновением кластерных повреждений в ДНК и дисфункцией митохондрий,
а также обусловлены генетическими и эпигенетическими факторами. Полученные результаты ука-
зывают на необходимость оценки состояния лейкоцитов крови животных с гетерогенным генети-
ческим фоном методом ДНК-комет перед облучением для формирования группы с близкими
значениями %TDNA. Выявленные различия у индивидуальных лабораторных животных требуют
дальнейшего изучения для совершенствования животных моделей в свете развития персонифици-
рованной биомедицины. 

Ключевые слова: метод ДНК-комет, рентгеновское излучение, ускоренные ионы углерода, повреждения
ДНК лейкоцитов, индивидуальные животные. 
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Изучение биологических эффектов ускорен-
ных частиц на живые организмы связано с реше-
нием проблем космобиологии и медицины. Так,
в ограниченном количестве специализированных
клиник в качестве радиотерапии применяют об-
лучение опухолей тяжелыми частицами, в част-
ности, ионами углерода. Специфика передачи
энергии ускоренных тяжелых частиц биологиче-
ским образцам заключается в максимальном вы-
делении энергии в пике Брэгга, что вызывает глу-

бокие изменения структуры хроматина [1]. В от-
личие от пучка ускоренных частиц,
направленного на локальный участок тела паци-
ента, воздействие тяжелых заряженных частиц
при пилотируемых космических полетах может
осуществляться на весь организм. Высокоэнерге-
тические частицы (106–1021 эВ) и фотоны из вне-
земных источников, находящихся внутри и вне
нашей галактики, индуцируют повреждения
ДНК культивируемых клеток и клеток крови кос-
монавтов, даже несмотря на низкие дозы и не-
большие мощности доз [2, 3]. Основным неблаго-
приятным эффектом действия ионизирующих
излучений при радиотерапии и долговременных

Сокращения: %TDNA – уровень повреждений ДНК,
ЛПЭ – линейная передача энергии, АФК – активные фор-
мы кислорода. 
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космических полетах является повышенный риск
возникновения злокачественных новообразова-
ний [1, 4]. Поэтому изучение отдаленных биоло-
гических эффектов воздействия ускоренных ча-
стиц на моделях животных актуально для пони-
мания последствий, как космических полетов,
так и применяемых протоколов лечения онколо-
гических пациентов. В качестве объекта радио-
биологических исследований традиционно ис-
пользуют мышей, в частности, для выявления
биологических эффектов облучения берут пробы
крови. Использование крови мышей представля-
ется интересным, поскольку основное количе-
ство лейкоцитов мыши – это лимфоциты, являю-
щиеся клетками иммунной системы, с одной
стороны, и наиболее радиочувствительными
клетками крови, с другой. Результатом воздей-
ствия фотонов и ускоренных частиц является по-
ражение клеточных структур, в частности,
ДНК, в которой регистрируют различные повре-
ждения – разрывы, повреждение или утрата ос-
нований, сшивки; особенностью действия уско-
ренных ионов на клетки является индукция кла-
стерных повреждений ДНК, то есть близко
расположенных множественных нарушений
структуры хромосомы [1, 5].

Одним из современных методов, выявляющих
широкий спектр повреждений ДНК индивиду-
альных клеток (одно- и двухнитевые разрывы,
апуриновые/апиримидиновые сайты, реализую-
щиеся в разрывы ДНК при высоком рН), являет-
ся щелочная версия метода ДНК-комет [6]. Ме-
тод является высокочувствительным, не требует
большого количества биологического материала,
что позволяет проводить мониторинг уровня по-
вреждений ДНК клеток крови облученных жи-
вотных в течение их жизни в разные сроки после
облучения. Поскольку, как правило, в группе жи-
вотных регистрируют средние значения изучае-
мых показателей, то в свете развития персонифи-
цированной биомедицины особый интерес также
заключается в изучении показателей у индивиду-
альных животных на протяжении длительного
пострадиационного периода. 

Цель работы: оценить выживаемость и уровни
повреждений ДНК (%TDNA) лейкоцитов крови у
индивидуальных животных в отдаленные сроки
после воздействия на мышей ускоренных ионов
углерода с энергией 450 МэВ/нуклон в пике Брэг-
га в дозе 6.5 Гр, сравнить динамику изменений
уровней повреждений ДНК лейкоцитов с таковой
после воздействия рентгеновского излучения в
той же дозе. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Животные. Эксперименты проводили на 8–

9-недельных самцах аутбредных мышей колонии
SHK (масса 31–35 г, n = 60), полученных в фили-

але «Столбовая» НЦБМТ ФМБА, которых разво-
дили и содержали в стандартных условиях вива-
рия ИТЭБ РАН (Пущино, Московская область)
при температуре 20 ± 2°С, естественном световом
дне и свободным доступом к пище и воде. Мыши
содержались в полипропиленовых клетках по
10 особей. 

Облучение. Мышей, предварительно анестези-
рованных смесью ксилазин–золетила (Interche-
mie Werken. BV, Нидерланды; Virbac Sante Ani-
male, Франция), облучали тотально в индивиду-
альных хорошо вентилируемых контейнерах на
установке «Радиобиологический стенд на угле-
родном пучке У-70» НИЦ «Курчатовский инсти-
тут» – ИФВЭ (Протвино, Московская обл.) мо-
ноэнергетическим пучком ускоренных ионов уг-
лерода с энергией 450 МэВ/нуклон в пике Брэгга
в дозе 6.5 Гр, как описано в работе [7]. Расчетная
величина линейной передачи энергии (ЛПЭ)
ионов углерода при позиционировании мышей в
модифицированном пике Брэгга составляла
100 кэВ/мкм. Дозиметрию во время облучения
проводили по показаниям монитора и ТЛД-дози-
метров типа ММТ. Профили пучка и равномер-
ность поперечного облучения контролировали с
помощью радиохромной пленки ЕВТ-3 (Caf-
Chromic, США). Параллельно другие группы мы-
шей были облучены в дозе 6.5 Гр на рентгенов-
ской установке «РУТ-250-15-1» (ЦКП «Источни-
ки излучений» ИБК РАН, Пущино, Московская
обл.) при мощности дозы 1.12 Гр/мин, напряжен-
ности 200 кВ, силе тока 20 мА, фильтры 1 мм Al и
1 мм Cu, фокусное расстояние 37 см, ЛПЭ =
= 2 кэВ/мкм. Дозиметрию проводили по методу
Фрике в присутствии бензойной кислоты с помо-
щью дозиметра VA-J-18.

Метод ДНК-комет. Для определения уровня
повреждения ДНК в лейкоцитах крови у каждой
мыши за сутки до, а также в разные периоды по-
сле облучения на протяжении 23–28 суток надре-
зали кончик хвоста, брали по 5 мкл крови и поме-
щали в пробирки с фосфатно-солевым буфером,
рН 7.2, содержащим 0.001 моль/л ЭДТА. Цельную
кровь мышей разбавляли этим раствором в шесть
раз. Слайды для анализа ДНК-комет готовили по
методике [8] и анализировали под флуоресцент-
ным микроскопом «ЛЮМАМ И-3» (ЛОМО,
Санкт-Петербург). Для экспериментов in vitro из
крови интактных мышей аналогичным образом
готовили слайды, которые облучали на льду на
рентгеновской установке «РУТ-250-15-1» с той
же мощностью дозы, как указано выше. Сразу по-
сле облучения слайды помещали в лизирующий
раствор и проводили все процедуры согласно ра-
боте [8]. Изображения комет были сняты цифро-
вой камерой CoolPix 995 (Nikon, Япония) и обра-
ботаны с помощью специально разработанного
программного обеспечения, содержащего алго-
ритмы расчета стандартных параметров комет [9].
Уровень повреждения выражали в процентах
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ДНК, содержащейся в хвосте кометы, отно-
сительно общего количества ядерной ДНК
(%TDNA). Для каждой экспериментальной еди-
ницы анализировали по три слайда, фотографи-
руя не менее 50 клеток на слайд, как описано в ра-
боте [10]. 

Определение выживаемости. Для определения
30-суточной выживаемости использовали 20 мы-
шей, которые были разделены на две группы. Бы-
ли проведены два независимых эксперимента.
После облучения в течение месяца ежедневно
учитывали гибель животных и по итогам наблю-
дения определяли 30-суточную выживаемость,
динамику гибели и среднюю продолжительность
жизни погибших мышей.

Статистическая обработка результатов. Анализ
статистической достоверности отличий проводи-
ли методом однофакторного дисперсионного
анализа (one-way ANOVA), расчет p-value досто-
верности уровней значимости производили мето-
дом последующего теста Турки (Turkey HSD post-
hoc test), а также с использованием t-критерия
Стьюдента. Показатели выживаемости мышей
сравнивали с помощью непараметрических кри-
териев: Гехана–Вилкоксона для оценки продол-
жительности жизни погибших от облучения жи-
вотных и логрангового критерия для сравнения
30-ти суточной выживаемости. Различия считали
статистически значимыми при p ≤ 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 1 показана зависимость %TDNA лей-
коцитов крови от дозы сразу после воздействия
рентгеновского излучения на кровь мыши in vitro.
Облучение клеток в дозах 0–8 Гр проводили в со-
ставе агарозных слайдов на льду для исключения
репарации ДНК. Видно, что с увеличением дозы
растут значения %TDNA.

На рис. 2 показана зависимость %TDNA лей-
коцитов крови через сутки после облучения мы-
шей рентгеновским излучением в диапазоне доз
0–5 Гр. Различия в уровнях остаточных повре-
ждений ДНК при облучении лейкоцитов при
этих дозах в условиях in vivo не были выявлены.
При данной постановке эксперимента регистри-
ровали лишь остаточные нерепарированные по-
вреждения. 

На рис. 3 представлены кривые выживаемости
мышей, облученных в дозе 6.5 Гр в пике Брэгга
ионами углерода и для сравнения – рентгенов-
ским излучением. Основная гибель мышей при

Рис. 1. Средние значения %TDNA лейкоцитов крови
после облучения рентгеновскими лучами слайдов, со-
держащих клетки крови, в диапазоне доз 0–8 Гр; * – до-
стоверные отличия от необлученных (р < 0.05).

Рис. 2. Средние значения %TDNA лейкоцитов крови
через сутки после воздействия на мышей рентгеновско-
го излучения в диапазоне доз 0–5 Гр. 

Рис. 3. Динамика выживаемости мышей после тоталь-
ного облучения ионами углерода и рентгеновским излу-
чением в дозе 6.5 Гр.
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облучении ионами углерода наблюдалась с ше-
стых по девятые сутки в отличие от рентгеновско-
го излучения, где животные начинали гибнуть
только с двенадцатых суток, что может быть обу-
словлено разным характером течения лучевой бо-
лезни: развитие желудочно-кишечного синдрома
после действия ионов углерода и костномозгово-
го синдрома после рентгеновского излучения. В
период развития острой лучевой болезни во всех
группах наблюдалось прогрессивное снижение
массы тела животных и угнетение двигательной
активности. Максимальная потеря веса на 30% в
группе мышей после рентгеновского излучения
наблюдалась через 11–15 суток, а в группе, облу-
ченной ионами, критическое снижение веса на-
блюдалось уже на 5–7 сутки. Средняя продолжи-
тельность жизни погибших при облучении иона-
ми углерода мышей составила 9 ± 3 суток, а при
рентгеновском облучении – 16 ± 3 суток. Дина-
мика гибели мышей после воздействия рентге-
новских фотонов и ионов достоверно различа-
лась (р < 0.05), и к 30 суткам при облучении иона-
ми углерода выживаемость составила 21%, а для
рентгеновского излучения – 40%. 

В параллельных экспериментах изучали дина-
мику изменения %TDNA лейкоцитов крови у вы-
живших животных примерно в те же сроки после
воздействия на мышей ионов углерода и рентге-
новского излучения. На рис. 4 показана динами-
ка изменений средних значений %TDNA лейко-
цитов крови через 1–28 суток после воздействия
на мышей рентгеновского излучения в дозе
6.5 Гр. Как видно из этого рисунка, достоверные
отличия %TDNA от контрольного уровня наблю-
дались на 3 сут после облучения. На рис. 5 пока-
заны средние значения %TDNA лейкоцитов в те-
чение периода 1–23 суток после облучения иона-

ми углерода. Видно, что уже через сутки %TDNA
достоверно увеличивался по сравнению с тако-
вым до облучения и оставался высоким вплоть до
23 суток (р < 0.05).

Поскольку нами выявлены резкие различия в
динамике уровней %TDNA лейкоцитов крови,
индуцированных рентгеновским и ионным излу-
чениями, действие которых еще более значимо
проявились по критерию выживаемости мышей,
было интересно проанализировать индивидуаль-
ные вариации уровней повреждений ДНК у вы-
живших мышей. На рис. 6 показана динамика ин-
дивидуальных изменений %TDNA лейкоцитов
крови через 1–28 суток после воздействия рентге-
новского излучения. У всех мышей на третьи сут-

Рис. 4. Средние значения %TDNA лейкоцитов крови
через 1–28 сут после воздействия на мышей рентгенов-
ского излучения в дозе 6.5 Гр (M ± SD); * – достоверные
отличия от необлученных мышей (р < 0.05). 

Рис. 5. Средние значения %TDNA лейкоцитов крови
через 1–23 сут после облучения мышей ионами
углерода в дозе 6.5 Гр (M ± SD); * – достоверные
отличия от необлученных мышей (р < 0.05). 

Рис. 6. Динамика изменений %TDNA у индивидуаль-
ных мышей через 1–28 сут после облучения рентгенов-
ским излучением в дозе 6.5 Гр (M ± SEM). 
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ки наблюдались достоверные отличия значений
%TDNA от соответствующего контроля. Индиви-
дуальная динамика изменений %TDNA у мышей,
выживших к 28 суткам после облучения, была
сходная. На рис. 7 показана динамика индивиду-
альных изменений %TDNA лейкоцитов крови на
1–23 сутки после облучения ионами углерода.
Различия %TDNA на 16 сутки после облучения
между мышами №№ 1 и 2, 2 и 3, 2 и 4, 3 и 5, а так-
же на 23 сутки между мышами 2 и 4, 2 и 5, 3 и 5, 4
и 5 статистически достоверны (р < 0.05).

ОБСУЖДЕНИЕ

Для исследования динамики изменений
%TDNA у животных в отдаленные сроки (до ме-
сяца) после радиационного воздействия предва-
рительно были проанализированы зависимости
величин %TDNA лейкоцитов крови мышей от
дозы рентгеновского излучения in vitro и in vivo,
поскольку нужно было оценить возможности ще-
лочной версии метода ДНК-комет для регистра-
ции повреждений ДНК в этом типе клеток. В
большинстве работ по определению молекуляр-
ных повреждений ДНК, выполненных этим ме-
тодом, используются, как правило, культуры кле-
ток, высокие дозы облучения, а при облучении
животных повреждения регистрируются в корот-
кие сроки после облучения (до 4–6 ч). Лишь в не-
большом количестве работ регистрируют биоло-
гические эффекты воздействия тяжелых ионов в
сильно отдаленные сроки – до одного года [11].
Кривая «доза–эффект» облученных рентгенов-
скими фотонами лейкоцитов in vitro имела линей-
ный характер (рис. 1) и существенно отличалась
от кривой, полученной при облучении мышей

in vivo (рис. 2), где уровень %TDNA практически
не зависел от дозы. Это объясняется тем, что при
облучении клеток в агарозных слайдах при 4°С
процессы репарации ДНК практически отсут-
ствовали, и регистрировался индуцированный
облучением уровень повреждений ДНК. Через
сутки после облучения мышей (рис. 2) регистри-
ровались остаточные повреждения ДНК лейко-
цитов после реализации как репарации ДНК, так
и клеточного обновления. Известно, что в клет-
ках через 20–24 ч после воздействия фотонов в
основном заканчивается репарация всех типов
повреждений ДНК [12]. Следует отметить, что
как при облучении in vitro, так и in vivo наблюда-
лись большие величины стандартного отклоне-
ния, что указывало на гетерогенность радиацион-
ного ответа клеток крови. Очевидно, что наблю-
даемая гетерогенность ответа связана не с
различным ответом субпопуляций лейкоцитов,
поскольку, как было показано, лимфоциты и гра-
нулоциты не различаются по уровню поврежде-
ний ДНК в интервале доз 0.93–5.43 Гр [13]. 

Влияние гетерогенности радиационного отве-
та у отдельных животных по критерию уровня по-
вреждений ДНК в последующих экспериментах
было проанализировано при действии облучений
с разной ЛПЭ: рентгеновскими фотонами с
ЛПЭ = 2 кэВ/мкм и ускоренными ионами угле-
рода с ЛПЭ = 100 кэВ/мкм. Исходя из кривых на
рис. 1 и 2, была выбрана доза 6.5 Гр, при которой
изучали динамику изменений %TDNA как у ин-
дивидуумов, так и в группе, а также анализирова-
ли выживаемость мышей примерно в одни и те же
сроки пострадиационного периода. Данные по
30-суточной выживаемости мышей, которая яв-
ляется базовой биологической характеристикой
объекта и исследуемого излучения, демонстриру-
ют значительно большее повреждающее действие
ускоренных ионов углерода по сравнению с рент-
геновским излучением (рис. 3) – за счет резкой
гибели мышей в более ранние сроки после облу-
чения ионами углерода, что согласуется с величи-
ной и динамикой уровней повреждений ДНК, ко-
торые характеризуются повышением %TDNA от-
носительно контроля при рентгеновском
облучении на третьи сутки, а после воздействия
ионов углерода – уже на первые сутки (рис. 4 и 5).
Динамика изменений значений %TDNA на 3, 6–
14 и 23–28 сутки в целом похожа при обоих видах
облучения, что, по-видимому, обусловлено про-
цессами клеточного обновления в органах и тка-
нях, связанных с продукцией клеток крови и фор-
мированием иммунитета. Использование метода
ДНК-комет для определения повреждений ДНК
в клетках крови представляется важным для
оценки лучевой реакции разных клеток в отда-

Рис. 7. Динамика изменений %TDNA у индивидуаль-
ных мышей через 1–23 сут после облучения ионами уг-
лерода в дозе 6.5 Гр (M ± SD).
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ленные сроки. Лейкоциты мышей представлены
в основном лимфоцитами (считающимися наи-
более радиочувствительными среди клеток кро-
ви), и более высокие (по сравнению с рентгенов-
ским излучением) уровни повреждений ДНК
лейкоцитов при воздействии ионов углерода, по-
видимому, отражают в какой-то степени реакцию
других активно делящихся и поэтому высокочув-
ствительных клеток организма – кишечника и
костного мозга, что может свидетельствовать о
разнице в стадиях развивающейся после воздей-
ствия фотонов и ионов лучевой болезни – желу-
дочно-кишечной или костномозговой. 

Очевидно, что повышенный уровень %TDNA
у 12С-облученных мышей связан с особенностя-
ми воздействия ионов углерода, которые индуци-
руют многочисленные, сложные по структуре,
расположенные близко друг к другу повреждения
ДНК, трудно репарируемые или не репарируемые
[5, 14]. Возможно, что репарация таких специфи-
ческих повреждений ДНК не может в достаточ-
ной мере реализоваться в наблюдаемые после об-
лучения углеродом сроки, что согласуется с дан-
ными литературы о механизмах и путях
репарации повреждений при действии ионизиру-
ющих излучений с высокими значениями ЛПЭ
[14]. 

Сохраняющийся высокий уровень поврежде-
ний ДНК через 23 суток после облучения ионами
углерода может быть обусловлен не только сохра-
нением нерепарированных и результатом оши-
бочной репарации сложных кластерных повре-
ждений ДНК, но и атаками активных форм кис-
лорода и азота (АФК/А), внутриклеточная
генерация которых продолжается и в пострадиа-
ционном периоде. Например, в гамма-облучен-
ных фибробластах человека обнаружили дозоза-
висимую продукцию АФК, уровень которых воз-
растал с третьих по седьмые сутки после
облучения, как в цитоплазме клеток, так и в ми-
тохондриях [5]. Ранняя и поздняя генерация ра-
диационно-индуцированных митохондриальных
АФК/А опосредуют изменения числа копий ми-
тохондриальной ДНК, мутации и экспрессию ге-
нов, аутофагию и апоптоз, повреждение ядерной
ДНК и нестабильность генома. Примечательно,
что сохранение радиационных эффектов, приво-
дящих к митохондриальной дисфункции в клет-
ках-потомках, имеет серьезные последствия для
жизнедеятельности клеток и организма [15]. Если
при воздействии фотонами в основном генериру-
ются высокореакционные радикалы, то при облу-
чении тяжелыми частицами увеличивается выход
генотоксичных молекулярных продуктов, таких

как H2O2. Электростатически нейтральные моле-
кулы H2O2 легко проникают сквозь мембраны и
повреждают клеточные органеллы [5]. Митохон-
дрии, которые потребляют около 90% кислорода
в организме и генерируют большую часть АФК,
являются также одной из вероятных клеточных
мишеней при облучении тяжелым ионами, по-
скольку расположены близко к ядру и занимают
существенную долю объема клетки. Индуциро-
ванная ионами углерода генерация АФК может
быть также обусловлена дисфункцией митохон-
дрий, которая существенно зависит от характери-
стик генотоксического воздействия [16–18].

Следует отметить, что при анализе средних
значений %TDNA в группе облученных мышей
также регистрировались большие стандартные
отклонения, что, по-видимому, связано с разли-
чиями в уровнях повреждений ДНК лейкоцитов у
индивидуумов. Можно было предположить, что
радиочувствительность мышей зависит от спон-
танного уровня %TDNA у индивидуумов. Спон-
танный уровень повреждений ДНК в клетках не-
облученных животных отражает физиологиче-
ские процессы возникновения и репарации
повреждений, поскольку ДНК постоянно под-
вергается окислению и спонтанной тепловой и
гидролитической деградации в условиях нор-
мального метаболизма организма [19]. Однако в
наших экспериментах спонтанные уровни повре-
ждений ДНК в лейкоцитах крови мышей не отли-
чались существенной вариабельностью и были
низкими – менее 10%. Динамика индивидуаль-
ных изменений %TDNA у мышей, выживших к
28 суткам после рентгеновского облучения, была
сходная (рис. 6). В отличие от этого, при облуче-
нии ионами углерода наблюдались различия ми-
нимальных и максимальных значений %TDNA в
одни и те же сроки у разных индивидуумов и до-
стоверные отличия %TDNA на 16 и 23 сутки меж-
ду отдельными индивидуумами (рис. 7). Эти от-
личия между индивидуумами могут быть связаны
с различиями в репарации сложных повреждений
ДНК и отличиями метаболизма ДНК, ассоцииро-
ванными с особенностями генома и эпигенетиче-
ской регуляцией: аутбредные мыши SHK, как из-
вестно, отличаются большей генетической гете-
рогенностью [20]. Поскольку ускоренные ионы
углерода имеют высокую относительную биоло-
гическую эффективность и низкий коэффициент
кислородного усиления по сравнению с рентге-
новскими лучами, то необходимо дальнейшее
изучение биологических эффектов 12С-облуче-
ния, связанных с участием АФК в отдаленные
сроки после облучения в условиях in vivo [21].
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Таким образом, выявлена вариация уровней
повреждений ДНК лейкоцитов крови как в груп-
пах животных, так и у индивидуальных мышей в
отдаленные сроки после облучения ионами угле-
рода; при сравнении динамики изменений %TD-
NA при облучении ионами углерода с таковой
при воздействии рентгеновского излучения у ин-
дивидуальных животных обнаружено, что и диа-
пазон значений %TDNA, и их вариабельность
наиболее явственно выражены при облучении
ионами углерода, что свидетельствует о большей
нестабильности генома после воздействия ионов.
Значение уровня повреждений ДНК в клетках
крови лабораторных животных в формировании
отдаленных последствий на организменном
уровне требует дальнейшего иcследования для
разработки новых и совершенствования традици-
онных тест-систем с использованием моделей
животных в свете развития как персонифициро-
ванной биомедицины, так и применения их для
доклинического исследования источников ядер-
ной медицины. 
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 Comparison of the Dynamics of DNA Damage in Blood Leukocytes and Survival 
of Mice after Total Body Irradiation with Bragg Peak Carbon Ions or X-Rays

 E.A. Kuznetsova*, O.M. Rozanova*, E.N. Smirnova*, S.I. Glukhov*, T.V. Sirota*,
T.A. Belyakova** and N.P. Sirota *

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

**Physical-Technical Center of Lebedev Physical Institute, Russian Academy of Sciences,
Akademicheskii proezd 2/110, Protvino, Moscow Region, 142281 Russia

This study has determined a survival rate of mice irradiated with accelerated carbon ions (450 MeV/nucleon)
in the Bragg peak or X-ray at a dose of 6.5 Gy, using the comet assay.  Levels of DNA damage (%TDNA) in
blood leukocytes from mice were measured 1 day before, 1–23 days after exposure to carbon ions and 1–
28 days after exposure to X-ray radiation at the same dose. According to survival and % TDNA parameters,
it was found that a damaging effect of carbon ions is greater than that of X-rays and substantial variations in
% TDNA, which occur in individual animals, could appear to cause individual differences in the develop-
ment of genome instability in the long term. It is assumed that a higher % TDNA in leukocytes after carbon
ion exposure compared to that of X-rays, a wide range of variations and asynchronous changes in individuals
in the post-irradiation period are associated with the induction of clustered DNA damages and mitochondrial
dysfunction, and are also due to genetic and epigenetic factors. The results obtained point to the need to assess
the state of blood leukocytes in animals with a heterogeneous genetic background using the comet assay be-
fore irradiation in order to form a group with similar %TDNA values. The revealed differences in individual
laboratory animals require further study in order to improve animal models in the light of the development of
personalized biomedicine.

Keywords: comet assay, X-ray irradiation, accelerated carbon ions, DNA damage in leukocytes, individual ani-
mals
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В эксперименте на аутбредных мышах-самцах ICR CD-1, облученных в широком диапазоне доз γ-
облучения 60Со от 7.4 до 9.4 Гр, при 30-суточной выживаемости от 100 до 5% исследованы
зависимости «доза–эффект» и «время–эффект» показателей температуры и массы тела животных
при острой лучевой болезни. В ходе развития острой лучевой болезни уже в латентный период
происходит снижение температуры тела, определяемой с помощью дистанционного
инфракрасного термометра, на фоне снижения массы тела. Максимальное дозозависимое
снижение температуры тела отмечено в разгар лучевой болезни, в период выраженной гибели
животных. В восстановительный период отмечена нормализация температуры тела на фоне
восстановления массы тела. Показатель температуры тела облученных мышей рассматривается в
качестве важного критерия их астенизации и может быть использован как в теоретических, так и в
прикладных исследованиях.

Ключевые слова: лучевая болезнь, мыши, инфракрасная термометрия, энергетический потенциал, доза–
эффект, время–эффект. 
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В ходе экспериментов на облученных мышах
мы обнаружили принципиальное различие в из-
менении их температуры тела по сравнению с со-
баками и человеком в ходе острой лучевой болез-
ни [1, 2]. В острый период лучевой болезни у че-
ловека и собак отмечено повышение
температуры тела, тогда как у мышей обнаружено
ее понижение [3]. Динамическое дистанционное
измерение температуры тела мышей стало воз-
можным после широкого распространения в ме-
дицинской практике ручных инфракрасных тер-
мометров и появления отдельных сообщений [4]
о применении этих приборов в эксперименталь-
ной работе. Как известно [5, 6], важным призна-
ком развития острой лучевой болезни является
астенизация, выражающаяся, в частности, в сни-
жении массы тела. В то же время снижение массы
тела у мышей приводит к истощению их энерге-
тического потенциала [7], что, в свою очередь,
обуславливает невозможность поддержания тем-
пературы тела на нормальном уровне.

Целью нашей работы стало сравнение дина-
мики снижения температуры и массы тела у мы-
шей, облученных в широком диапазоне доз ради-
ации. Достижение поставленной цели позволит
получить сведения о главных радиобиологиче-
ских зависимостях: «доза–эффект» и «время–эф-
фект». Полученные при этом данные должны
расширить наши представления о роли энергети-
ческого потенциала организма животных в пато-
генезе острого лучевого поражения. Решение
этой задачи позволит дать экспериментаторам
простой инструмент для объективной оценки
уровня астенизации животных в ходе лучевой бо-
лезни, а также использовать этот тест для допол-
нительной характеристики эффективности про-
тиволучевых средств.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Работа выполнена на аутбредных мышах-сам-

цах ICR CD-1 (n = 260) SPF-категории с исход-

УДК 577.34
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ной массой тела 36–37 г, полученных из Питом-
ника экспериментальных животных РАН (Пущи-
но, Московская обл.). 

Мышей содержали на стандартном кормовом
рационе ad libitum и водопроводной воде в кон-
венциональных условиях по десять особей в клет-
ке при температуре 20–23°С. Группы облученных
(n = 40) и ложнооблученных (n = 20) животных
формировали из равнозначных по массе мышей. 

Учет гибели животных проводили ежедневно в
течение 30 суток.

Тотальное облучение мышей γ-квантами 60Со 
проводили в специально изготовленной клетке 
из радиационно-проницаемого материала, по 
одному животному в ячейке, по десять мышей в 
клетке, в боковом положении по отношению к 
направлению излучения источника, в дозах: 7.4, 
7.8, 8.2, 8.6, 9.0 и 9.4 Гр,  одновременно  в  тече-
ние 406 с, при переменной мощности дозы в 
зависимости от удаленности клетки с мышами 
от источника излучения. Контрольных (ложно-
облученных) животных помещали в установку 
без включения источника. 

Для определения температуры тела мышей ис-
пользовали бесконтактный инфракрасный тер-
мометр марки GP-300 (Harbin Xiande Technology
Development, Китай), диапазон измерений 32.0–
42.9°С, точность измерений ±0.2°С, а также более
совершенный термометр модели WF-1000 (B.Well
Swiss AG, Швейцария), диапазон измерений 10–
50°С, точность измерений ±0.2°С. Температуру
тела у мышей измеряли в области живота еже-
дневно. Массу тела измеряли на электронных ве-
сах SF-400 с ценой деления 1 г.

Статистический анализ с определением сред-
ней арифметической (М), скользящей средней
(SMA) и средней ошибки (m), а также оценка ре-
зультатов функциональных зависимостей и ко-
эффициента корреляции (R2) проведены с помо-

щью вычисления средневзвешенного значения
показателей в программе Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ 

Данные о 30-суточной выживаемости облу-
ченных мышей и средней продолжительности
жизни павших животных показаны в табл. 1, а
данные о динамике выживаемости – на рис. 1.

Как видно, по данным в табл. 1 и на рис. 1 вид-
на отчетливая дозовая зависимость по 30-суточ-
ной выживаемости облученных мышей и средней
продолжительности жизни павших животных.
При сопоставлении динамики выживаемости в
различных дозовых группах, снижении выживае-
мости, а также снижении продолжительности
жизни павших после облучения животных отчет-
ливо проявляется S-образный характер дозовой
зависимости радиобиологических эффектов,
подтверждаемый прямолинейной зависимостью

Таблица. Выживаемость мышей ICR CD-1, облученных γ-квантами 60Со и средняя продолжительность жизни
павших животных

Группа Доза облучения, Гр Число 
мышей

Выживаемость  за 30 
суток, %

Средняя продолжительность жизни 
павших мышей (M ± m), сут

1 7.4 40 100 –

2 7.8 40 98 20 ± 0

3 8.2 40 72 15 ± 4

4 8.6 40 68 15 ± 5

5 9.0 40 18 14 ± 2

6 9.4 40 5 13 ± 2

7 Ложнооблученные 20 100 –

Рис. 1. Динамика выживаемости мышей, облучен-
ных γ-квантами 60Со в разных дозах.
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«доза облучения – выживаемость», выраженной в
пробитах (рис. 2). Таким образом, выбранный на-
ми диапазон доз облучения и шаговый интервал
по дозе облучения 0.4 Гр убедительно описывает
зависимость «доза–эффект» по классическим ра-
диобиологическим показателям. 

На рис. 3а показана динамика температуры те-
ла мышей в ходе 30-суточного наблюдения. Наи-
большее снижение температуры тела мышей от-
мечается в группах мышей со средней и высокой
летальностью (от 8.6 до 9.4 Гр). У мышей, облу-
ченных в минимально летальных дозах и неле-
тальной дозе (от 7.4 до 8.2 Гр), также отмечено
снижение температуры тела, однако оно было ме-

нее выражено. В восстановительный период тем-
пература тела практически нормализовалась, за
исключением группы 9.4 Гр, в которой выжило
одно животное.

Динамика температуры тела в ходе острой лу-
чевой болезни (рис. 3а) хорошо согласуется с ди-
намикой массы тела у этих животных (рис. 3б).
Однако следует отметить, что в восстановитель-
ный период наблюдается значительное колеба-
ние средней массы тела, проявляющееся в нело-
гичном временном повышении показателя, что
связано с гибелью наиболее слабых животных.

Представление о зависимости «доза–эффект»
на десятые и семнадцатые сутки после облучения,
т.е. в период разгара острой лучевой болезни, по
показателям температуры тела и массы тела дает
рис. 4. Как видно на рис. 4а, на десятые сутки по-
сле облучения в период, предшествующий массо-
вой гибели животных (рис. 1), отмечается прямая
зависимость снижения температуры тела от дозы
облучения. Небольшое отклонение от этой зако-
номерности отмечено при дозе 8.6 Гр. По нашему
мнению, повышенная температура тела у этих
животных может быть связана с развитием оп-
портунистической инфекции [8] при достаточно
высокой сохранности массы тела у этих живот-
ных (рис. 4б), т.е. энергетического потенциала. 

На семнадцатые сутки после облучения, завер-
шающие период массовой гибели облученных
мышей, отмечено временное повышение темпе-
ратуры тела в группе мышей, облученных в дозе
7.8 Гр (рис. 4а), что также может быть обусловле-
но развитием оппортунистической инфекции на

Рис. 2. Зависимость «доза–эффект» выживаемо-
сти облученных мышей ICR CD-1 (пробиты). 

Рис. 3. Динамика температуры тела (а) и массы тела (б) мышей ICR CD-1, облученных γ-квантами 60Со в дозах:
7.4, 7.8, 8.2, 8.6, 9.0 и 9.4 Гр (скользящая средняя SMA). 
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фоне достаточного сохранения энергетического
потенциала (рис. 4б).

Начиная с дозы 8.2 Гр и до 9.4 Гр отмечено
дозозависимое снижение температуры тела до
минимальных значений при максимальной дозе
облучения. В этот срок отмечена удовлетвори-
тельная корреляция между показателями темпе-
ратуры и массы тела (рис. 3а,б). Судя по величине
коэффициента корреляции R2, падение массы те-
ла, т.е. снижение энергетического потенциала,
опережает снижение температуры тела.

Выявленное в наших экспериментах сниже-
ние температуры тела мышей в разгар острой лу-
чевой болезни мы склонны объяснить очевид-
ным, судя по катастрофическому снижению мас-
сы тела, снижением энергетического потенциала.

Расходы энергетического потенциала на поддер-
жание температуры тела пропорциональны по-
верхности тела и величине основного обмена. По
литературным данным [5] мыши и крысы отно-
сятся к видам с высоким уровнем основного об-
мена – более 100 кал/кг сутки, тогда как человек
и собаки имеют основной обмен порядка 30–
40 кал/кг сутки. Таким образом, вполне вероят-
но, что выявленная у мышей температурная реак-
ция будет характерна и для крыс, но не характер-
на для овец, ослов и обезьян, имеющих низкий
основной обмен. Высказанное предположение
может стать предметом дополнительного иссле-
дования.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Суммируя вышеизложенное, следует заклю-

чить, что в диапазоне доз облучения, вызываю-
щих костномозговую форму острой лучевой бо-
лезни у мышей, отмечены следующие закономер-
ности.

В период разгара острой лучевой болезни про-
исходит резкое дозозависимое снижение темпе-
ратуры тела мышей.

Максимальное снижение температуры тела
облученных мышей совпадает по времени с мак-
симальным снижением их массы тела, что указы-
вает на зависимость температуры тела грызунов
от энергетического потенциала.

Показатель температуры тела облученных мы-
шей является важным критерием их уровня асте-
низации, что может быть использовано для оцен-
ки динамики развития лучевой болезни при раз-
личных видах облучения, а также эффективности
противолучевых средств.

Исходя из полученных данных представляется
целесообразным в качестве лечебных средств при
острой лучевой болезни применение препаратов,
восполняющих энергетический потенциал орга-
низма, в частности, аденозинтрифосфат. 
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 Dynamics of Temperature and Body Weight in Irradiated Mice: the Dose–Effect 
and Time–Effect Relationships

 Yu.A. Zrilova*, **, O.V. Nikitenko*, ***, T.M. Bychkova*, ***, I.M. Parfenova*,
T.A. Karaulova*, and A.A. Ivanov*, ***

*A.I. Burnasyan Federal Medical Biophysical Center of Federal Medical Biological Agency, 
Zhivopisnaya ul. 46, Moscow, 123098 Russia

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

***Institute of Biomedical Problems, Russian Academy of Sciences, Khoroshevskoe shosse 76a, Moscow, 123007 Russia

In an experiment on outbred male ICR CD-1 mice irradiated at a wide range of doses of gamma irradiation
60Co from 7.4 to 9.4 Gy with a 30-day survival rate from 100 to 5%, the dose-effect and time-effect relation-
ships in relation to animals’ temperature and body mass index during acute radiation sickness were studied.
The latent phase of acute radiation sickness is already related to a decrease in body temperature, which is de-
termined using a remote infrared thermometer, in presence of body weight loss. A maximum dose-dependent
fall in body temperature was observed in the critical phase of acute radiation sickness, when animals die in
large numbers. In the recovery phase, body temperature returned to normal with subsequent body weight
gain. Body temperature of irradiated mice is considered as an important criterion for their asthenia and can
be used both in theoretical and applied studies.

Keywords: radiation sickness, mice, infrared thermometry, energy potential, dose–effect, time–effect
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Экспериментально определена зависимость увеличения объема легких лабораторных животных от
уровня высокоинтенсивного низкочастотного звука на резонансной частоте их дыхательной
системы. Эксперименты проведены на 16 кроликах. Измерение резонансной частоты дыхательной
системы осуществляли в диапазоне частот от 5 до 100 Гц с шагом 3 Гц с применением
модифицированной двухмикрофонной техники. Определив резонансную частоту, в легкие
подавали тональный сигнал на этой частоте с регулируемой амплитудой звука от 120 до 138 дБ.
Результаты измерений свидетельствуют, что резонансные частоты дыхательной системы кроликов
снизились в среднем на 13%, что соответствует увеличению объема легких на 33% за счет открытия
резервных альвеол. Зарегистрированное явление повышения объема легких при воздействии
стимулирующего высокоинтенсивного звукового сигнала на резонансной частоте может быть
использовано для повышения эффективности биоакустической стимуляции легких человека в
интересах увеличения объема дыхательной системы.

Ключевые слова: объем легких, импеданс дыхательной системы, двухмикрофонный метод, резонансные
частоты дыхательной системы, биоакустическая стимуляция дыхательной системы.
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Развитие спорта высоких достижений требует
совершенствования методов повышения функ-
циональных резервов организма. При этом важ-
ную роль для обеспечения физической работо-
способности имеет функция дыхания [1]. Повы-
шение функциональных резервов дыхательной
системы осуществляется путем улучшения легоч-
ной вентиляции и газообмена в легких [2–4]. В
восстановительной медицине аналогичные зада-
чи решаются при проведении реабилитационных
мероприятий, направленных на устранение нару-
шений легочной вентиляции и газообмена в лег-
ких пациентов [1, 5].

Повышение функциональных резервов орга-
низма с помощью немедикаментозных методов и
средств, основанных на физических явлениях,
является приоритетным направлением развития
профилактической медицины.

В настоящее время в спортивной и восстано-
вительной медицине активно используется тех-
нология биоакустической стимуляции дыхатель-

ной системы. Технология основана на взаимо-
действии высокоинтенсивной низкочастотной
звуковой волны с дыхательной системой челове-
ка на резонансной частоте этой системы [6, 7]. За
счет резонансных явлений высокоинтенсивный
звук через воздухоносные пути проходит к альве-
олам с минимальными потерями энергии [8, 9].
Звуковое давление высокой интенсивности вы-
зывает раскрытие резервных альвеол, а физиче-
ский массаж приводит к уменьшению тонуса
гладких мышц дыхательных бронхиол и, как
следствие, к увеличению их поперечного сече-
ния. Раскрытие резервных альвеол и увеличение
поперечного сечения дыхательных бронхиол уве-
личивает жизненную емкость легких и улучшает
газообмен [10, 11]. Это, соответственно, приводит
к повышению функциональных резервов дыха-
тельной системы человека [8, 12]. В настоящее
время аппаратно-программный комплекс био-
акустической стимуляции дыхательной системы
прошел технические, токсикологические и кли-
нические испытания в целях государственной ре-
гистрации как медицинское изделие.Сокpащение: УЗД – уровень звукового давления.

УДК 612.2
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В результате пятидневного курса биоакустиче-
ской стимуляции дыхательной системы (еже-
дневный сеанс включал три стимуляции длитель-
ностью по три минуты, с перерывами между ними
в одну минуту) у 98.3% спортсменов зарегистри-
ровано увеличение жизненной емкости легких на
5–15%. В процессе стимуляции в дыхательную
систему подавался высокоинтенсивный низкоча-
стотный сигнал с уровнем звукового давления
(УЗД) до 130 дБ и частотой, изменяющейся от 22
до 36 Гц. Фазы вдоха-выдоха синхронизировали с
изменением частоты: при увеличении частоты
спортсмен делал выдох, а при снижении частоты
– вдох. Для синхронизации ритма дыхания со
сканированием частоты была использована све-
товая индикация – ритм дыхания подбирался ин-
дивидуально для каждого спортсмена и, как пра-
вило, составлял две-три секунды. Диапазон ча-
стот (от 22 до 36 Гц) был определен по
результатам измерений резонансных частот ды-
хательной системы более чем у ста спортсменов
[1].

Однако вопрос о влиянии уровня звукового
давления на эффективность биоакустической
стимуляции остается неисследованным. В этой
связи проведен цикл экспериментальных иссле-
дований по определению зависимости увеличе-
ния объема легких лабораторных животных от
уровня высокоинтенсивного низкочастотного
звука на резонансной частоте дыхательной систе-
мы. Для определения искомой зависимости необ-
ходимо точно определять резонансные частоты
дыхательной системы. Одним из современных
методов, который используется в клинической
практике наблюдения за динамикой восстанови-
тельных процессов в дыхательной системе чело-
века, является метод форсированных осцилляций
или более поздняя его модификация – импульс-
ная осциллометрия [13, 14]. В базовом варианте
импульсной осциллометрии осуществляется из-
мерение импедансных характеристик и определе-
ние резонансных частот дыхательной системы в
диапазоне от 5 до 35 Гц. Существуют методики,
охватывающие более высокие частоты – до 300 и
даже до 800 Гц [15–17]. В работе [18] авторы ис-
пользуют стандартный двухмикрофонный метод
измерения импедансных характеристик дыха-
тельного тракта. Однако применение этого мето-
да для исследования резонансных частот дыха-
тельного тракта весьма проблематично. Вызвано
это тем обстоятельством, что в стандартном двух-
микрофонном методе нижняя граница частотно-
го диапазона находится выше 50 Гц, а основной
резонанс дыхательного тракта существенно ниже
и составляет менее 35 Гц. В этой связи и был при-
менен модифицированный метод двух микрофо-
нов, позволяющий осуществлять измерения в за-
данном частотном диапазоне [19].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Измерение резонансных частот дыхательного
тракта осуществляли на декапитированных кро-
ликах при подсоединении трахеи к измеритель-
ному комплексу. Подготовку животного к изме-
рениям проводили следующим образом. Сначала
производилась неполная декапитация, при кото-
рой шейный отдел позвоночника с находящимся
в нем спинным мозгом и магистральными сосу-
дами пересекался на уровне третьего-четвертого
позвонка с сохранением целостности трахеи. Жи-
вотное умерщвляли. После этого обнажали тра-
хея, и на нее, выше щитовидного хряща, накла-
дывали зажим, чтобы предотвратить заброс крови
в легкие. Далее голову полностью отделяли от ту-
ловища, трахею отделяли от пищевода, а щито-
видный хрящ вместе с зажимом отсекали. Дека-
питированное животное укладывали на горизон-
тальную поверхность рядом с установкой так,
чтобы соединить трахею без перекосов и натяже-
ний с трубкой измерительной установки. После
соединения трахеи с трубкой и обеспечения гер-
метичности этого соединения запускали измери-
тельный комплекс.

Всего использовано 16 кроликов породы «Со-
ветская шиншилла» массой 2.5–3.0 кг. 

Измерения резонансных частот легких кроли-
ков проведены модифицированным двухмикро-
фонным методом и осуществлены на специально
созданном стенде. Легкие кролика, обладающие
свойствами акустического резонатора, присо-
единяли трахеей к волноводу, представляющему
собой трубу постоянного сечения [10]. На одной
стороне волновода был установлен громкогово-
ритель, формирующий полигармонический сиг-
нал, состоящий из тональных частот в заданном
диапазоне с шагом 3 Гц [6]. С другой стороны
волновод заканчивался торцевой стенкой, пер-
пендикулярной оси волновода. В центре стенки
имелось круглое отверстие со вставленной в него
трубкой, на которую герметично надевали трахею
животного.

Импедансные характеристики рассчитыва-
ются на основе результатов измерений звукового
давления в двух сечениях волновода Р1 и Р2 и раз-
ности фаз ϕ12 между сигналами давления в этих
точках. По этим данным для каждой частоты рас-
считываются значения модуля и аргумента ком-
плексного коэффициента отражения ( )
по следующим формулам [7, 9, 19]: 

ir re θ=
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где r – модуль комплексного коэффициента отра-
жения , θ – аргумент комплексного коэффици-
ента отражения, k – волновое число, ϕ12 – раз-
ность фаз сигналов регистрируемых с двух мик-
рофонов, L – расстояние между микрофонами,
N = Р1/Р2 – отношение амплитуд давления, изме-
ренных в двух точках волновода, l2 – расстояние
от первого микрофона до торцевой стенки волно-
вода.

Коэффициент поглощения α вычисляли по
формуле:

α = 1 – r2.
По величинам модуля коэффициента отраже-

ния (r) и его аргумента (θ) рассчитывали компо-
ненты безразмерного удельного акустического
импеданса легких кролика Z1 = R1 + iY1 для каж-
дой частоты по формулам [8, 19, 20]:

Измерение компонентов импеданса на каждой
тональной частоте проводили одновременно, что
существенно уменьшает продолжительность про-
цедуры исследования [7, 9].

Экспериментально определяются частотные
зависимости коэффициента поглощения (α) и
компоненты безразмерного удельного акустиче-
ского импеданса (R1 и Y1) дыхательной системы.
На резонансной частоте f00 коэффициент погло-
щения α дыхательной системы достигает макси-
мального значения, а реактивная компонента им-
педанса (Y1) изменяется от отрицательных значе-
ний к положительным (график пересекает ось
абсцисс). Эти свойства позволяют с высокой точ-
ностью определять резонансную частоту дыха-
тельной системы в заданном диапазоне частот [7,
9]. Резонансная частота дыхательной системы
характеризует емкость легких [8, 21, 22]. Умень-
шение регистрируемой резонансной частоты
свидетельствует об увеличении емкости легких,
что характеризует эффективность биоакустиче-
ской стимуляции [10, 23].

Первоначально измерения резонансной ча-
стоты легких кроликов проведены в частотном
диапазоне от 5 до 100 Гц с шагом 3 Гц при сум-
марном уровне звукового давления тестового по-

лигармонического сигнала не выше 120 дБ. По
результатам каждого измерения определены ре-
зонансные частоты f00 и компоненты безразмер-
ного удельного акустического импеданса. По-
скольку импедансометрия дыхательной системы
животных проводится на частотах выбранного
диапазона с заданным шагом, возникает необхо-
димость в определении контролируемых пара-
метров на частотах, находящихся между ближай-
шими частотами тестового полигармонического
сигнала. Для этого используется вычислительный
метод кубической сплайн-интерполяции [24].
Определение первоначальных значений резо-
нансных частот дыхательной системы на поли-
гармоническом тестовом сигнале производится
методом сплайн-интерполяции. В результате из-
мерений и расчетов получены значения резо-
нансных частот f00, при которых Y1 = 0, а коэф-
фициент поглощения принимает максимальное
значение (αmax).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ

На первом этапе определяли резонансную ча-
стоту легких каждого кролика (f00). УЗД полигар-
монического сигнала составлял менее 100 дБ на
каждой гармонике. На рис. 1 в качестве примера
приведены типичные графики Y1(f), R1(f) и α(f)
для одного из кроликов (№ 8 в табл. 1). Графики
представлены вблизи резонансной частоты. Па-
раметры дыхательной системы, вычисленные с
помощью сплайн-интерполяции для этого кро-
лика, имели следующие значения: f00 = 28.1 Гц,
D(f00) = 0.26 Гц–1 (определение параметра D см.
ниже), α(f00) = 0.648, R1(f00) = 3.92. При последу-
ющей процедуре исследования изменения объе-
ма легких в зависимости от амплитуды тонально-
го сигнала его частота принималась равной бли-
жайшему к f00 целому числу. Индивидуальная
резонансная частота легких рассматриваемого
кролика и соответствующая частота тонального
стимулирующего сигнала принималась равной
f0 = 28 Гц.

Характер частотных зависимостей Y1(f), R1(f)
и α(f) у всех кроликов практически идентичен,
различались лишь индивидуальные числовые
показатели, определяемые для каждого кролика.
Эти параметры приведены в табл. 1.
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ДРАГАН и др.

В таблице приведены статистические характе-
ристики экспериментальной группы кроликов по
каждому параметру. Разброс параметров (т.е. ко-
эффициенты вариации) составил от 12.7% до
20.3%, что характерно для биологических объек-
тов и свидетельствует о достоверной воспроизво-
димости результатов измерений.

Далее измерения проводили только на тональ-
ном сигнале с частотой, равной индивидуальной
резонансной частоте легких исследуемого кроли-
ка (f0). Время между измерениями на полигармо-
ническом сигнале и измерениями на тональном
сигнале резонансной частоты составляло не бо-
лее 1 мин. Для обеспечения идентичности усло-
вий измерений на полигармоническом и тональ-
ном сигнале манипуляции с кроликом между из-
мерениями не проводили.

Измерения с экспериментальными кроликами
проведены на пяти УЗД тонального сигнала. Для
каждого УЗД тонального сигнала регистрировали
значения звукового давления Р1 и Р2 в двух точках
и разность фаз ϕ12 между ними. По этим данным
рассчитывались значения активной и реактивной
компонент импеданса R1 и Y1, а также УЗД в
плоскости торцевой стенки, у входа в дыхатель-

Рис. 1. Экспериментальные зависимости Y1(f) (квад-
раты, левая ось ординат), R1(f) (ромбы, левая ось ор-
динат) и α(f) (треугольники, правая ось ординат), по-
лученные для кролика № 8 на полигармоническом
сигнале частоты f, Гц (ось абсцисс).

Таблица 1. Параметры дыхательной системы кроликов, полученные на полигармоническом сигнале
№ кролика f00, Гц D(f00), Гц–1 α(f00) R1(f00) f0, Гц

1 31.4 0.32 0.490 6.00 31

2 22.3 0.28 0.654 3.85 22

3 26.1 0.21 0.752 2.99 26

4 32.2 0.26 0.649 3.90 32

5 23.6 0.25 0.504 5.77 24

6 31.1 0.26 0.653 3.87 31

7 24.5 0.22 0.720 3.25 25

8 28.1 0.26 0.648 3.92 28

9 32.2 0.24 0.531 5.34 32

10 31.9 0.21 0.571 4.79 32

11 26.5 0.33 0.527 5.40 26

12 30.0 0.25 0.597 4.48 30

13 30.0 0.30 0.490 6.00 30

14 23.6 0.24 0.584 4.63 24

15 27.3 0.24 0.588 4.59 27

16 34.0 0.20 0.568 4.84 34

Среднее значение 28.4 0.25 0.595 4.60 28.4

Стандартное отклонение 3.67 0.038 0.079 0.93 3.6

Коэффициент вариации, % 12.9 15.1 13.3 20.3 12.7
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ную систему кролика – Р0. Средние значения Р0
составили: 120, 126, 134, 136 и 138 дБ. При этом
стандартное отклонение по каждому уровню не
превышало 1.2 дБ. В табл. 2 в качестве примера
приведены значения регистрируемых и рассчи-
танных показателей одного из кроликов (№ 8)
для пяти УЗД Р0.

Для расчета значения резонансной частоты на
каждом уровне громкости тонального сигнала ис-
пользованы значения Y1i из табл. 2 (столбец 7) и
величины тангенса угла наклона частотной зави-
симости реактивной компоненты (Y1) при пере-
ходе через «0», т.е. на частоте первоначального
резонанса f00. Параметр D (тангенс угла наклона)
определяется по результатам измерения функции
Y1(f) на первом этапе с полигармоническим сиг-
налом: 

Величина D равна значению производной
функции Y1(f) в точке резонанса. На практике D
определяется отношением ΔY1/Δf, рассчитанным
по зависимости Y1(f) в области перехода ее через
ноль. Расчет резонансной частоты (fresi) при изме-
рениях на тональном сигнале проведен по фор-
муле

Вычисленные по этой формуле резонансные
частоты (см. табл. 2, столбец 10) заметно умень-
шаются с ростом УЗД. Для приведенных данных
это снижение достигает 14.5%.

Результаты измерения свидетельствуют, что с
ростом УЗД (табл. 2, столбец 9) происходит изме-
нение импедансных характеристик легких кроли-
ка. Активная компонента импеданса (R1) немно-
го возрастает от значения 4.39 до 5.0. Однако если
бы это было вызвано нелинейными явлениями
звукопоглощения [25], то рост активной компо-
ненты был бы более существенным при достигну-
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тых УЗД. Более значимые изменения зарегистри-
рованы у реактивной компоненты импеданса
(Y1), которая изменяется от –0.42 до +0.69. Уве-
личение реактивной компоненты безразмерного
удельного акустического импеданса (Y1) свиде-
тельствует об уменьшении резонансной частоты
легких кролика с ростом амплитуды тонального
сигнала [8].

В табл. 3 приведены вычисленные значения
fresi и P0i для 16 кроликов на пяти ступенях УЗД то-
нального сигнала.

Анализ результатов измерений и расчетов сви-
детельствует, что увеличение амплитуды тональ-
ного сигнала, как правило, приводит к снижению
резонансной частоты дыхательной системы. В
табл. 3 только у одного животного при увеличе-
нии амплитуды падающей волны с 120.1 до
125.6 дБ произошло увеличение резонансной ча-
стоты с 27.9 до 28.3 Гц (кролик № 11). В трех слу-
чаях зарегистрировано отсутствие изменений ре-
зонансной частоты (кролики №№ 11, 13 и 16, вы-
делено жирным). При сравнении двух связанных
выборок очень удобен критерий знаков [26]. Свя-
занными называют такие выборки, в которых
каждому наблюдению в опыте соответствует свой
контроль. Здесь каждому последующему значе-
нию резонансной частоты дыхательной системы
конкретного кролика, соответствует предшеству-
ющая резонансная частота. В соответствии с кри-
терием знаков [26], для выборки из 16 наблюде-
ний максимальное число знаков (т.е. увеличение
резонансной частоты), при которых различия в
парных сравнениях можно считать существенны-
ми с РКЗ = 0.05 или PКЗ = 0.01 составит четыре и
два случая соответственно. Таким образом, в со-
ответствии с критерием знаков зарегистрирован-
ное снижение резонансной частоты дыхательной
системы кроликов при действии высокоинтен-
сивного тонального сигнала является статистиче-
ски значимым.

Кроме того, в табл. 4 представлены средне-
групповые значения резонансных частот легких
обследованных кроликов и соответствующие им

Таблица 2. Измеренные и рассчитанные значения характеристик легких кролика на тональном сигнале
№ п/п, i f0, Гц P1, дБ P2, дБ ϕ12, град R1 Y1 α P0, дБ fres, Гц

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Измеренные значения Вычисленные значения

1 28 119.6 120.0 3.6 4.39 –0.42 0.60 120.0 29.6

2 125.2 125.6 3.8 4.50 –0.35 0.59 125.7 29.4

3 133.3 133.7 3.2 4.90 0.33 0.56 133.7 26.7

4 135.2 135.6 3.1 4.90 0.55 0.56 135.6 25.9

5 136.8 137.2 3.0 5.00 0.69 0.55 137.2 25.3
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значения t-критерия Стьюдента (сравниваются
выборки fres2, fres3, fres4 и fres5 с выборкой fres1, см.
табл. 3). В таблице представлены также статисти-
ческие характеристики УЗД высокоинтенсивного
тонального сигнала для пяти уровней сигнала.
Достоверное изменение среднегрупповой резо-
нансной частоты дыхательной системы кроликов
(с доверительной вероятностью 95%) происхо-
дит, начиная с третьего уровня звукового давле-
ния (P03, P04 и P05), когда величина t-критерия

Cтьюдента превышает его критическое значение
tкритич (α = 0.05).

На рис. 2 представлены изменения резонанс-
ных частот легких кроликов относительно перво-
начального значения (fresi/fres1) в зависимости от
УЗД тонального сигнала падающей волны (P0). 

Относительные изменения частоты представ-
лены по отношению к резонансной частоте,
определенной на первом уровне громкости то-
нального сигнала. Можно отметить, что при УЗД,

Таблица 3. Резонансные частоты легких кроликов, полученные на пяти ступенях УЗД тонального сигнала Р0i

№ кролика fres1, Гц fres2, Гц fres3, Гц fres4, Гц fres5, Гц P01, дБ P02, дБ P03, дБ P04, дБ P05, дБ

1 37.4 37.0 32.5 31.6 31.1 120.6 126.2 134.4 136.4 138.0

2 23.6 22.7 21.0 20.5 20.5 119.3 124.9 133.0 135.0 136.6

3 26.1 25.3 22.7 22.2 21.8 119.5 125.1 133.3 135.2 136.9

4 32.7 32.2 30.9 30.5 30.2 120.5 126.2 134.4 136.4 138.0

5 28.9 28.4 25.8 24.7 24.7 119.8 125.4 133.5 135.4 136.9

6 32.7 32.2 29.9 29.3 29.2 120.5 126.1 134.3 136.3 137.9

7 26.2 26.0 24.3 24.2 24.2 119.6 125.2 133.3 135.2 136.8

8 29.6 29.4 26.7 25.9 25.3 120.0 125.7 133.7 135.6 137.2

9 33.8 33.4 31.1 30.4 30.0 120.8 126.4 134.5 136.3 137.9

10 34.7 34.0 30.7 30.2 29.7 120.8 126.4 134.4 136.3 137.9

11 27.9 28.3 26.7 26.0 26.0 120.1 125.6 133.5 135.4 137.0

12 31.1 30.8 28.7 27.8 27.3 120.3 125.8 133.8 135.7 137.2

13 30.6 30.6 29.2 28.6 28.5 120.7 126.2 134.2 136.1 137.7

14 27.8 27.4 24.5 24.0 23.3 119.8 125.4 133.4 135.2 136.8

15 28.4 24.6 23.6 22.7 119.8 133.3 135.1 136.7

16 35.3 35.3 33.6 33.1 32.0 121.2 126.8 134.9 136.8 138.4

Примечание. Полужирным шрифтом выделены случаи отсутствия изменений резонансной частоты (кролики №№ 11, 13 и 16).

Таблица 4. Среднестатистические значения резонансных частот легких кроликов и УЗД воздействующего
высокоинтенсивного тонального сигнала Р0i

Статистические 
характеристики

fres1, Гц fres2, Гц fres3, Гц fres4, Гц fres5, Гц P01, дБ P02, дБ P03, дБ P04, дБ P05, дБ

Среднее 30.4 30.2 27.7 27.0 26.7 120.2 125.8 133.9 135.8 137.4
Стандартное 
отклонение 3.8 4.0 3.7 3.7 3.6 0.55 0.56 0.58 0.58 0.59

Минимум 23.6 22.7 21.0 20.5 20.5 119.3 124.9 133.0 135.0 136.6
Максимум 37.4 37.0 33.6 33.1 3.02 121.2 126.8 134.9 136.8 138.4
t-критерий 
Cтьюдента 0.16 2.08 2.56 2.89

tкритич 
(α = 0.05)

2.05 2.04 2.04 2.04
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равном 120 дБ, резонансная частота, измеренная
на тональном сигнале, мало отличалась от резуль-
татов измерений на полигармоническом сигнале
с тем же суммарным УЗД 120 дБ. Но уже при УЗД
тонального сигнала, равном 134 дБ, зарегистри-
ровано статистически значимое снижение ча-
стоты. 

На рисунке представлена линия тренда – ре-
грессионная зависимость относительного сниже-
ния частоты (у = fresi/fres1) в зависимости от УЗД
падающей волны (х = P0). Уравнение регрессии
имеет следующий вид:

y = –0.00024x2 + 0.0536x – 2.011.

Коэффициент детерминации R2 = 0.728, стан-
дартная ошибка оценки составляет 0.03, коэффи-
циент Фишера F = 206.

Таким образом, с увеличением УЗД падающей
волны резонансные частоты легких кроликов ста-
тистически значимо уменьшаются по сравнению
с первоначальными значениями, в среднем от 0.4
до 3.8 Гц. Максимальное уменьшение частоты со-
ставило 6.3 Гц. УЗД в падающей волне, в среднем
составили от 120.2 до 137.4 дБ. Разброс в значени-
ях на каждой ступени увеличения УЗД составил в
среднем по всем данным менее 2 дБ, см. табл. 4.

В работах [7, 9] показано, что математической
моделью легких можно считать резонатор Гельм-
гольца. Поэтому снижение резонансной частоты
легких можно объяснить увеличением объема
легких кроликов. Расчет увеличения объема Vi от-
носительно первоначального объема V1 легких
кроликов, в зависимости от значений зарегистри-
рованных резонансных частот fresi проведен для

пяти уровней звукового давления (i = 1,…,5) по
формуле: 

.

Приведенное выше выражение является след-
ствием формулы для определения резонансной
частоты резонатора Гельмгольца при неизменных
параметрах горла:

где fi – частота резонанса для объема полости ре-
зонатора, равного Vi, K = S0/h0 – проводимость
горла резонатора, S0 – площадь горла резонатора,
h0 – длина горла резонатора, c – скорость звука в
воздушной среде.

На рис. 3 представлены расчетные среднеста-
тистические данные относительного увеличения
объема легких кроликов (  − 1)/ 1 и размах
стандартного отклонения этого увеличения в за-
висимости от УЗД тонального сигнала падающей
волны (P0).

С увеличением УЗД падающей волны (Р0) про-
исходит снижение резонансной частоты, что объ-
ясняется соответствующим увеличением объема
легких у кроликов. Зависимость имеет практиче-
ски линейный характер, увеличение УЗД на 2 дБ
приводит к уменьшению резонансной частоты на
2%. Расчетные значения относительного измене-
ния объема увеличиваются на 6% при повышении
УЗД на 2 дБ. Следует отметить, что начиная с
УЗД, равного 126 дБ, происходит увеличение объ-
ема легких в среднем на ~3%, а при УЗД, равном

2

1 1

1

1i res

resi

V V f
V f

 − = − 
 

=
π

,
2i

i

c Kf
V

Рис. 2. Относительные изменения резонансной ча-
стоты легких кроликов (ось ординат) в зависимости
от уровня звукового давления падающей волны то-
нального сигнала P0, дБ (ось абсцисс).

Рис. 3. Относительное изменение объема легких кро-
ликов (ось ординат) в зависимости от уровня звуко-
вого давления падающей волны тонального сигнала
P0, дБ (ось абсцисс).
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134 дБ, увеличение объема легких достигает в
среднем 21% и далее пропорционально возрас-
тает.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты экспериментальных исследований
свидетельствуют, что резонансные частоты дыха-
тельной системы кроликов при увеличении уров-
ня стимулирующего звука статистически значимо
снижаются. В процессе эксперимента геометри-
ческие характеристики легких не изменялись, по-
этому это обстоятельство свидетельствует об уве-
личении объема легких за счет открытия резерв-
ных альвеол. Сопоставление результатов
биоакустической стимуляции спортсменов при
УЗД, равном 130 дБ, когда было зарегистрирова-
но увеличение объема легких на 5–15%, и пред-
ставленных экспериментальных данных по кро-
ликам, когда при уровне 130 дБ наблюдаемое уве-
личение объема легких составляет в среднем
примерно 10%, свидетельствует об идентичности
процессов (раскрытия альвеол).

Таким образом, зарегистрированное явление
повышения объема легких при воздействии сти-
мулирующего высокоинтенсивного звукового
сигнала на резонансной частоте может быть ис-
пользовано для повышения эффективности био-
акустической стимуляции легких спортсменов.
При повышении УЗД стимулирующего сигнала
до 134 дБ можно ожидать увеличения объема ды-
хательной системы у спортсменов до 20%, что
приведет к повышению функциональных резер-
вов организма и, как следствие, к повышению
физической работоспособности.
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 Investigation of Changes in Lung Volume Caused by High-Intensity Acoustic 
Oscillations at the Resonant Frequency of the Respiratory System

 S.P. Dragan*, V.I. Kezik*, A.V. Bogomolov*, and S.V. Drozdov*

State Scientific Center of the Russian Federation – Burnazyan Federal Medical Biophysical Center, 
FMBA of Russia, ul. Marshala Novikova 23, Moscow, 123098 Russia

This paper presents an experimentally determined dependency of an increase in the volume of the lungs of
laboratory animals on the level of high-intensity low-frequency sound at the resonant frequency of their re-
spiratory system. Experiments were conducted on 16 rabbits. A modified two-microphone technique was
used for the measurement of the resonant frequency of the respiratory system in the frequency range from
5 Hz to 100 Hz for a step in frequency of 3 Hz. Having determined the resonant frequency, a tone signal was
delivered to the lungs at this frequency with an adjustable sound amplitude from 120 to 138 dB. The measure-
ment results indicate that the resonant frequencies of the respiratory system in rabbits decreased by  an aver-
age of 13%, that corresponds to an increase in lung volume by 33% due to the opening of  the alveolar oxygen
reserve. The observed phenomenon relating to lung volume increase under the influence of a stimulating
high-intensity sound signal at a resonant frequency can be used to enhance the effectiveness of bioacoustic
stimulation of human lungs in order to increase the volume of the respiratory system.

Keywords: lung volume, impedance of the respiratory system, two-microphone method, resonance frequencies of
the respiratory system, bioacoustic stimulation of the respiratory system
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Предложена пространственно-временная модель динамики терпуговых рыб в период их преднере-
стовых и нерестовых массовых миграций. Модель разработана на материале оригинальных верифи-
цированных многолетних наблюдений и промышленных уловов в заливе Петра Великого (Япон-
ское море), запись уравнений динамики плотности самцов/самок и массовых суточных перемеще-
ний рыб выполнена в терминах уравнений переноса. Эти уравнения представлены в форме
модифицированных уравнений Патлака–Келлера–Сегеля, согласно которым поток объектов/суб-
станции направлен вдоль градиентов введенных функций зон стимулов. Полагается, что в предне-
рестовый период происходят морфофизиологическая (биохимическая терморегуляция и ряд других
эндогенных процессов) и поведенческая адаптации к достаточно длительному и энергозатратному
нересту, где стимулом массовых перемещений рыб выступает их пребывание в комфортных для них
в этот период условиях среды. При нересте стимул обусловливает поиск распределенных в при-
брежной области дна водоема удобных и хорошо аэрированных выступов его рельефа. Моделиро-
вание связанных со стимулами действий выполнено на основании сведений о предпочтительных
глубинах преднерестовой зоны рыб и особенностях распределений комфортных для них участков
нереста. Полагается, что интенсивность суточных перемещений пропорциональна их линейному
размеру (чем крупнее рыба, тем быстрее она движется). В уравнениях для этапа нереста учитывается
пространственная конкуренция самцов, что в естественных условиях наблюдается только в окрест-
ности нерестовых участков. Вне этих участков самцы продолжают поиски новых удобных для нере-
ста участков. Для самок стимулом передвижений выступают скопления самцов, сигналом о скопле-
нии которых могут выступать некоторые выделяемые самцами субстанции (например, выделяемая
самцами слизь) или визуальный контакт. Учитывается диффузия распределения рыб и вязкость
среды обитания (диффузия скорости). Начальное распределение рыб задается их усредненным за
многолетний период наблюдений июльским распределением в заливе Петра Великого. 

Ключевые слова: миграция рыб, нерест, уравнения Патлака–Келлера–Сегеля, зона адаптации. 

DOI: 10.31857/S0006302923010155,  EDN: OBCFQP

Характер пространственно-временной после-
довательности этапов жизненного цикла рыб от-
ражает особенности их эволюционного пути раз-
вития. Так, в преднерестовый этап поколения не-
рестовых мигрирующих видов рыб регулярно
преодолевают значительные расстояния, чтобы
затем образовать нерестовые скопления.  Для тер-
пуговых рыб это область первой сотни метров
морских глубин, которая обычно к моменту нача-
ла преднерестовой миграции уже достаточно для

них прогрета и аэрирована. Именно здесь проис-
ходит их приспособление к продолжительному
энергозатратному периоду последующего нере-
ста. К тому же повышенная температура этих глу-
бин интенсифицирует процессы дозревания их
половых продуктов. И здесь же рыбы усиленно
питаются, компенсируя затраты энергии на фор-
мирование половых продуктов. 

Согласно наблюдениям, самцы первыми по-
кидают преднерестовую зону и поднимаются к

УДК 51-73 
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местам нереста, что связано с расчисткой нере-
стового участка и подготовкой галечного грунта
для строительства нерестового бугра [1]. Перед
занятием нерестовых участков самцы прогоняют
более или менее крупных рыб. Вслед за ними сю-
да отправляются и самки для откладывания икры,
которую затем оплодотворяют самцы. Интересно
заметить, что многократное спаривание и увели-
чение плотности в скоплениях обеспечивает ре-
продуктивный успех в условиях идеального рас-
пределения самок [2, 3].

Постановка задач математического моделиро-
вания преднерестовых и нерестовых миграций
морских рыб не является важной темой предмет-
но ориентированных публикаций, что, по-види-
мому, обусловлено трудностями выбора универ-
сальных (или относительно стандартных) схем
из-за различий в стратегии размножения, этоло-
гии нереста и характера миграций. На наш взгляд,
основная причина такой ситуации состоит в мо-
бильности перемещений рыб и малости их разме-
ров по сравнению с остальными характерными
размерами. Количественные измерения показа-
телей у плавающих рыб и обследование нерести-
лищ на порядок сложнее аналогичных исследова-
ний в сухопутной среде. Между тем актуальность
таких исследований определяется теоретически-
ми и прикладными аспектами. Во-первых, актив-
ные перемещения рыб дают искаженную оценку
промысловых запасов, что может отразиться на
рациональной эксплуатации промысловой части
популяции. Кроме того, полученные результаты
могут оказаться полезными для краткосрочного
прогнозирования промысловой обстановки.

Цель работы состоит в разработке компактной
численной 1D-модели преднерестовой и нере-
стовой миграций массовых самцов и самок, где в
рамках единого механизма рассматриваются про-
блемы преднерестовой приспосабливаемости и
таксис рыб, конкуренция самцов за место нере-
стового участка. Под таксисом здесь понимаются
массовые направленные перемещения, обуслов-
ленные неоднородностью пространственного
распределения некоторого стимула [4]. Для реше-
ния поставленных задач вводится понятие этапа
адаптации, по завершения которого самцы и сле-
дующие за ними самки уходят на нерест. Для са-
мок в качестве стимула их передвижений высту-
пают скопления самцов, сигналом о таком скоп-
лении могут являться выделяемые ими
некоторые химических вещества (например, вы-
деляемая самцами характерная слизь). Для оцен-
ки адекватности модели и понимания сущности
результатов моделирования выполнен ряд вычис-
лительных экспериментов на примере терпуга

Pleurogrammus azonus, который является наиболее
массовым представителем  семейства терпуговых
Hexagrammidae, включающего в себя три рода и
9 видов [5].

МАТЕМАТИЧЕСКАЯ МОДЕЛЬ

Количественным основанием для построения
модели является система уравнений Патлака–
Келлера–Сегеля [6, 7]. Суть положений ее меха-
низма состоит в принятии положения о направ-
ленных массовых перемещениях особей в поле
гетерогенного распределения некоторой функ-
ции, которая в терминах работ [7, 8] именуется
стимулом или так называемым медленным такси-
сом. В частности, стимулом для насекомых вы-
ступают распределения концентрации их пище-
вого субстрата [7], а для бактерий водоносных
пластов – распределение концентрации их пита-
тельных веществ [9]. Полагается, что поток непо-
средственно самих объектов пропорционален
распределению стимула. Иная ситуация положе-
на в основу моделей [10, 11], где интенсивность
перемещений пропорциональна градиенту сти-
мула. Подобным образом этот градиент «управля-
ет» характером усредненных за сутки скоростей
объектов изучения. 

В системе уравнений Патлака–Келлера–Сеге-
ля допускается, что объект наделен таксисом к
некоторым характеристикам окружающей среды
(такими как температура, соленость, рельеф
местности и т. д.), то есть он способен восприни-
мать некоторый внешний сигнал [12]. Здесь рас-
сматриваются четыре типа таких распределений,
посредством которых моделируется направлен-
ное массовое перемещение нерестовых рыб: гра-
диент зоны адаптации, градиент зоны нереста и
распределение самцов уже непосредственно пе-
ред нерестовыми участками (в этот период самки
перемещаются вслед за самцами и, кроме того, на
этих участках самцы конкурируют между собой за
оплодотворение икры). 

При построении модели принимаются такие
допущения:

1. Динамика распределения плотности рыб
следует уравнению переноса, где еще дополни-
тельно учитывается диффузия их плотности и
естественная смертность. 

2. Вводятся понятия зоны адаптации и зоны
действия стимулов.

3. Динамика скорости перемещений пропор-
циональна градиенту зоны стимула и вязкости
среды.
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4. Длительность преднерестового адаптацион-
ного этапа t*, по его завершению рыбы поднима-
ются в зону нереста. 

5. Поскольку перед нерестом самцы прогоня-
ют от нерестовых кладок других рыб, то на этом
этапе самцы конкурируют между собой за участ-
ки мест кладок.

6. По сравнению с самцами у самок отмечается
несколько иной переход из зоны адаптации на

нерест, после которого они направлено следуют
за самцами. 

7. На границах среды отсутствуют потоки ком-
понентов системы.

8. Для динамических переменных заданы на-
чальные распределения.

Согласно принятым допущениям, запись
уравнений модели принимает вид

(1)

где x и t – пространственная и временная коорди-
наты; M(x,t), UM(x,t), F(x,t), UF(x,t) – плотности
распределений, скорости самцов и самок; βM и
βF – коэффициенты естественной смертности;

R(x,t) – функция зоны стимулов; DM, DF, 

– коэффициенты диффузии (первый под-
строчный индекс указывает на соответствующую
переменную: M – самец, F – самка); {kij, i,j = 1,2} –
зависимые от времени неотрицательные коэффи-
циенты пропорциональности. Их временная за-

висимость отражает неравномерность вклада сти-
мулов в динамику системы уравнений (1). Коэф-
фициенты k11 и k21 характеризуют степень
«привлекательности» стимулов, а k12 и k22 – про-
странственную конкуренцию самцов за нересто-
вые участки и направленное движение самок
вслед за самцами уже непосредственно при нере-
сте.

Функции зоны стимулов {Ri, i = 1÷3} опреде-
ляются таким представлением: 

где характер распределения каждого из них в наи-
большей степени соответствует наблюдениям;
R1(x) характеризует общую для самцов и самок
зону стимула на этапе адаптации, а R2(x) и R3(x) –
их зоны стимулов переходов на этап нереста. От-
личное от нуля начальное движение рыб U0(x) ≠ 0
обусловлено гормональным фоном их организма,

что обычно выражается в окраске отдельных ча-
стей тела рыб. В частности, у терпуга – это напо-
минающая поднятое забрало черная маска [13]. 

Численное решение системы уравнений (1)
выполняется матричной прогонкой, вычисли-
тельная схема которой следует записи 

где i –номер узла схемы (I = 1 ÷ n, N – число уз-

лов);  – набор матриц 4 × 4;  Элементы матриц следуют выражениям
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(2)

где функция diag(·) – функция построения диаго-
нали матрицы, Δt и Δx – размеры вычислитель-
ной сетки.

ВЫЧИСЛИТЕЛЬНЫЕ ЭКСПЕРИМЕНТЫ
Детализация функций и коэффициентов си-

стемы уравнений (1) здесь выполнена на основа-
нии усредненных многолетних наблюдений
преднерестовых и нерестовых миграций однопе-
рового терпуга. Учитываются также наблюдае-
мые условия его жизненного цикла. Так, R(x) из
выражений (2) в зоне адаптации [x1,x2] оказыва-
ется близким к нормальному распределению, а в
прибрежной зоне нереста [x0,x3] – близким ло-

гнормальному распределению [14, 15]. Примени-
тельно для R(x) здесь уместно особенно подчерк-
нуть именно смысловой характер указанных рас-
пределений: в первом случае это распределение
обусловлено влиянием многих слабо взаимозави-
симых случайных величин, каждая из которых
вносит малый вклад относительно общей суммы;
основание формирования логнормального рас-
пределения случайных величин составляет про-
цесс, где действие каждого добавочного фактора
на случайную величину пропорционально ее до-
бавочному уровню [16]. По-видимому, такая си-
туация отражает эволюцию рыб. Согласно ска-
занному, здесь принимается следующая аппрок-
симация этих функций 

(3)

где коэффициенты А1, А2 и а вычисляются на ос-
новании наблюдений. В частности, для терпуга
интервал зоны нагула и адаптации рыб х1 = 40 м,
х2 = 90 м, а зоны нереста х0 = 5 м, х3 = 25 м [17];
коэффициенты А1 = 1 ед. (единиц) и а =0.25 оце-
нивали подбором; коэффициенты А2 =

= 14.8147 ед.·м–1 и b = 0.085 м–1 оценивали мето-
дом наименьших квадратов на основании линей-
ного соотношения, которое получено после взя-
тия логарифма от обеих частей выражения для
R2(x). Для представления R2(x) вместо логнор-
мального представления функции зоны стимула
используется более простая кривая Рикера [18],

которая по своей форме во многом подобна этому
представлению. 

В последующих вычислениях для каждого из
распределений {Ri(x), i = 1÷3} выполнена единич-
ная нормировка (сумма его членов приведена к
единице). Нормированные распределений зон
стимулов модели (1) представлены на рис. 1. 

Границы изменения аргументов функций зон
стимулов расширены на весь диапазон глубин,
что не соответствует принятым на практике пред-
ставлениям (обычно указываются конкретные
значения [13]). Такая ситуация обусловлена не-
значительными отличиями этих функций от нуля
вне указанных интервалов, так и нахождения рыб
в других глубинных пределах. Так, определенная
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Рис. 1. Нормированные распределения зон стимулов в модели (1).

Рис. 2. (а)–(г) – Плотности модельных распределений и скорости перемещений: на 60-е сутки моделирования. 
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Рис. 3. (а)–(г) –Плотности модельных распределений и скорости перемещений: на на 110-е сутки моделирования.

Таблица 1. Численные значения параметров модели

Δt = 1 сутки DM = 0.95 м2 сутки–1 D(U)
M = 2.1 м2 сутки–1 k11 = 9.8 сутки–1

Δх = 5 м DF = 0.9 м2 сутки–1 D(U)
F = 2.1 м2 сутки–1 k21 = 9.8 сутки–1

βM = 10–3 сутки–1 βF = 10–3 сутки–1 k12 = 10–5 сутки–1 k22 = 0.7 сутки–1

доля половозрелых рыб не участвует в нересте,
что связано с патологиями половых продуктов. 

Численные значения параметров модели (1)
представлены в табл. 1. Плотности модельных
распределений и скорости перемещений, соот-
ветствующие разным периодам моделирования,
представлены на рис. 2 и 3. 

Анализ представленных на графиках кривых
дает следующую предметную интерпретацию.
Для самцов 60-е сутки (рис. 2а,в) являются про-
должением их движения из зоны адаптации в
зону нереста, на что указывает повышенное зна-

чение плотности в районе 20 м и направление
суточных перемещений/скоростей самцов. На
60-е сутки самки в основном еще пребывают в зо-
не их преднерестовой адаптации (рис. 2б,г). Тогда
же начинается их перемещение в зону нереста. На
110-е сутки (рис. 3) основная часть самцов нахо-
дится в таком интервале глубин нереста, где отме-
чается низкая скорость их перемещений. Для са-
мок отмечается аналогичная картина. Имеется
также определенное запаздывание по временам
следования самок на нерест.

Сопоставление кривых на рис. 2 и 3 показыва-
ет, что длительность введенного здесь адаптаци-
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онного этапа для самок на 20–30% выше, чем у
самцов. Представляется, что это связано с осо-
бенностями формирования половых продуктов
самок, массы гонад которых в несколько раз пре-
восходят масса гонад самцов [19].

Изменение направлений суточных скоростей
(с плюса на минус и обратно) отражает рыскание
рыб в зонах их адаптации и стимулов, которое вы-
звано неоднородностью морской среды и гетеро-
генностью популяционной структуры. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Разработана компактная 1D численная модель
преднерестовой и нерестовой миграций рыб, ко-
торая основана на уравнениях системы Патлака–
Келлера–Сегеля, введен этап преднерестовой
адаптации рыб, введена зон действия стимулов. В
модели в рамках единого механизма реализуются
следующие процессы: преднерестовая адаптация
рыб, конкуренция самцов за участки нереста; на
этапе нереста самки направлено следуют за сам-
цами (таксис). Разработан механизм коммуника-
ции, согласно которому самцы первыми следуют
на нерестовые участки, что стимулирует последу-
ющее перемещение самок.

Следуя положениям модели, массовые пере-
мещения рыб обусловлены фиксированными в
водных глубинах градиентами зоны действий
стимулов, в качестве которых выступают ком-
фортные для преднерестовой адаптации глубины,
хорошо аэрированные и удобные для нереста вы-
ступы участков дна, распределения самцов. Ана-
лиз результатов показывает: при нерестовой ми-
грации самцы перемещаются быстрее самок, хотя
и дольше на находятся на нерестилищах; самые
медленные перемещения отмечены для промежу-
точной зоны, где проходит адаптация; непрерыв-
ность переходов между этапами; длительность
введенного здесь адаптационного этапа на 20–
30% выше, чем у самцов.  Результаты численных
экспериментов показали непрерывность перехо-
дов между этапом преднерестовой адаптации рыб
и этапом нереста.

Согласно построенной модели функции зоны
адаптации и зон стимулов нереста определены на
всем интервале глубин. Такое допущение приво-
дит к разнонаправленности суточных скоростей,
которые интегрально обусловливают основное
направление к нерестовой зоне. Принятия такого
допущения оказывается отражением природного
факта пропуска нереста части половозрелых рыб.

Представляется, что введение в рассмотрение
функций распределений стимулов имеет опреде-
ленное применение при моделировании про-
странственно-временной динамики биологиче-
ских объектов. 
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 Numerical Modeling of Pre-Spawning and Spawning Migrations of the Representative 
of the Family Hexagrammidae: The Case of the Arabesque Greenling

 A.N. Chetirbotsky*, A.N. Vdovin**, and V.A. Chetirbotsky***

*Far East Geological Institute, Far Eastern Branch of the Russian Academy of Sciences,
prosp. 100-letiya Vladivostoka 159, Vladivostok, 690022 Russia

**Pacific Branch of Research Institute of Fishery and Oceanography (“TINRO”),
per. Shevchenko 4, Vladivostok, 690091 Russia

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

This paper presents a spatio-temporal model of greenling dynamics during pre-spawning and spawning mass
migrations. The developed model is based on original verified long-term observations and data on industrial
fishing in the Peter the Great Bay (Sea of Japan), and the equations of the dynamics of the density of
males/females and the mass daily movements of fish are written in terms of the transfer equations. These
equations are written in the form of the modified Patlak–Keller–Segel equations, according to which the
flow of objects/substances is directed along the gradients of stimulus introduced. It is believed that in the pre-
spawning season, adaptation in morpho-physiological (biochemical thermoregulation and a number of other
endogenous processes) and behavioral responses of fish to sufficiently long and energy-consuming spawning
can occur, where the stimulus for mass movements of fish is optimal environmental conditions for spawning
events. During the spawning period, selected sites will be found in convenient and well-aerated embayments
located at the bottom of reservoir in the coastal area. Modeling of stimuli-related movements is performed
based on information about the preferred water depths of the fish's pre-spawning area and relevant features
relating to a selection of suitable bedding sites. It is assumed that the intensity of daily motion is proportional
to their linear size (the larger the fish becomes, the faster it is). The equations for the spawning stage take into
account the spatial competition of males, but in natural conditions it is observed only in the vicinity of spawn-
ing areas. Being away from these areas, males continued to look for new sites good for the spawn. For females,
their movement is provoked by males that assembled in schools, the signal of which can be certain chemical
elements released by males (for example, mucus secretion from males) or visual contact. The diffusion of fish
distribution and the viscosity of the habitat (velocity diffusion) are taken into account. The initial distribution
of fish is given according to the average distribution of fish in July over a long-term observation period in the
Peter the Great Bay.

Keywords: fish migration, spawning, Patlak–Keller–Segel equations, adaptation zone
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Сообщается о лечебном действии высокодозовой ингаляции газообразного оксида азота (не менее
1000 ppm) пациентам с постковидным синдромом, диабетом и ВИЧ-инфекцией. Предполагается,
что в качестве лечебного агента могут выступать производные газообразного оксида азота (NO) –
катионы нитрозония (NO+), появляющиеся в крови и тканях органов пациентов в результате
реакции диспропорционирования молекул NO, связывающихся попарно с ионами Fe2+,
входящими в состав трансферрина или в пул лабильного (свободного) железа. Не исключено, что
лечение ВИЧ-инфекции (как и ранее обнаруженное лечебное действие газообразного NO на
пациентов с COVID-19) могло быть обусловлено S-нитрозирующим действием катионов
нитрозония на тиоловые группы протеаз вируса и хозяина. Благоприятное действие катионов NO+,
возникающих из газообразного NO у пациентов с постковидным синдромом и диабетом также
может быть обусловлено ингибирующим действием этих катионов на тиоловые группы белков,
функционирующих в системе апоптоза. 

Ключевые слова: ингаляция оксида азота, динитрозильные комплексы железа, постковидный синдром,
диабет, ВИЧ-инфекция, «ПЛАЗОН».

DOI: 10.31857/S0006302923010167, EDN: OBGWMC 

Ранее в работе [1] экспериментально было по-
казано, что последовательная ингаляция сирий-
ских хомячков, инфицированных коронавирусом
SARS-Cov-2, распыленными растворами биядер-
ного динитрозильного комплекса железа с глута-
тионом (Б-ДНКЖ-GSH) и диэтилдитиокарбама-
та (ДЭТК) обеспечивает подавление у хомячков
указанной инфекции. Предполагается, что этот
благоприятный результат был обусловлен токси-
ческим действием на процесс репликации коро-
навируса катионов нитрозония (NO+), высво-
бождавшихся из Б-ДНКЖ-GSH при их разруше-
нии молекулами ДЭТК. Аналогичный результат

был получен в опытах с воздействием Б-ДНКЖ-
GSH + ДЭТК и Б-ДНКЖ с меркаптосукцинатом +
+ N-метил-D,L-глюкаминдитиокарбамат соот-
ветственно на бактерии Escherichia coli и опухоле-
вые клетки MCF-7 [2, 3]. Высвобождавшиеся при
этом из Б-ДНКЖ-GSH и Б-ДНКЖ с меркапто-
сукцинатом катионы нитрозония оказывали на
бактериальные и опухолевые клетки резко выра-
женное цитотоксическое действие.

В связи с этим есть основание предполагать,
что обнаруженное нашей группой подавление ко-
ронавирусной инфекции у больных COVID-19
высокодозовой ингаляцией газообразного оксида
азота (NO) с концентрацией не менее 1000 ррm
[4] могло быть также обусловлено превращением
в организме человека нейтральных молекул NO в
катионы нитрозония, которые и обеспечивали
лечение этих больных. Вопрос – каким образом
могло осуществляться такое превращение – будет

Сокращения: ВИЧ – вирус иммунодефицита человека,
Б-ДНКЖ – биядерная форма динитрозильных комплек-
сов железа, Б-ДНКЖ-GSH – биядерные динитрозильные
комплексы железа с глутатионом, ДЭТК – диэтилдитио-
карбамат.
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обсужден далее в настоящей публикации. В ней
мы попытались также проверить, не оказывает
ингаляция газообразного NO, сопряженная с по-
явлением в организме человека катионов нитро-
зония, благоприятное действие на пациентов с
постковидным синдромом, диабетом и ВИЧ-ин-
фекцией. Полученные результаты показывают,
что этот эффект действительно имеет место.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Техническое обеспечение. В исследованиях бы-

ли использованы аппараты «Скальпель-коагуля-
тор-стимулятор воздушно-плазменный СКС-
ВП/NO-01 «ПЛАЗОН»» (ТУ 9444-001-96571701-
2007, зав. №№ 348 и 382), произведенные ООО
«ЦВТМ при МГТУ имени Н.Э. Баумана»
(Москва, Россия) в 2012 и 2014 гг. соответственно,
регистрационное удостоверение № ФСР
2007/00583 от 21 марта 2012 г., снабженные специ-
ально разработанными ингаляционными мани-
пуляторами – плазмохимическими генераторами
газообразного оксида азота из атмосферного воз-
духа. Описание конструкции манипуляторов и
основные физико-химические параметры фор-
мируемых ими NO-содержащих газовых потоков
приведены в [4].

Исследования микроциркуляции крови у доб-
ровольцев с различными патологиями, оценивае-
мой величиной показателя микроциркуляции в
относительных перфузионных единицах, было
проведено методом лазерной допплеровской
флоуметрии (длина волны излучения 1064 нм) с
использованием лазерного допплеровского фло-
урометра ЛАЗМА-МЦ1 производства ООО НПП
«ЛАЗМА» (Москва, Россия), датчик прибора раз-
мещался на среднем пальце левой руки. Прибор
позволяет измерять показатель микроциркуля-
ции в диапазоне 5–50 перфузионных единиц с
пределами допускаемого отклонения ±20%.

Изучение динамики образования в крови мет-
гемоглобина при различных параметрах ингаля-
ции выполнены на здоровых добровольцах – со-
авторах данной статьи А.В.П., А.Б.В. и Н.А.Ш. –
с использованием пульсоксиметра RAD-57 про-
изводства компании Masimo Corp. (США), поз-
воляющего измерять содержание в крови метге-
моглобина в диапазоне 0–15% с погрешностью
0.5%. Датчик пульсоксиметра также размещался
на среднем пальце левой руки. 

РЕЗУЛЬТАТЫ 
Благоприятное действие высокодозовой ингаля-

ции газообразного NO при постковидном синдроме.
Клинические исследования, проведенные амбу-
латорно у трех пациентов с различными проявле-
ниями постковидного синдрома, подвергнутых с
их добровольного информированного согласия

воздействию ингаляционного оксида азота, дали
следующие результаты.

Пример 1. Пациентка Д., 67 лет. Диагноз: по-
следствия перенесенной новой коронавирусной
инфекции COVID-19 тяжелой степени тяжести,
внебольничная двухсторонняя бронхопневмония
тяжелой степени тяжести, КТ-3-4 (70% пораже-
ния легких), пнвмомедиастинум, дыхательная
недостаточность I–III степени, ишемическая бо-
лезнь сердца, кардиосклероз атеросклеротиче-
ский, гипертоническая болезнь 3 степени, риск 4,
НК IIА, ФК2, сахарный диабет 2 типа впервые
выявленный. Спустя три месяца после стацио-
нарного лечения и реабилитации обратилась за
помощью с жалобами на постковидный синдром,
характеризующийся общей слабостью, хрониче-
ской дыхательной недостаточностью, одышкой
при нагрузке, депрессией, плохом сне и аппетите,
повышением артериального давления, тахикар-
дией, плохом качестве жизни. Принимала назна-
ченные при выписке из стационара препараты
без выраженной положительной динамики. На
момент обращения пациентки по данным КТ лег-
ких: признаки остаточных изменений после пере-
несенной двусторонней полисегментарной пнев-
монии с исходом в пневмофиброз. Множествен-
ные бронхоэктазы, легочная гипертензия,
аортокальциноз. Очаговые изменения в легких,
вероятно вторичного характера.

С добровольного согласия пациентки прове-
дены сеансы высокодозовой ингаляции газооб-
разного оксида азота по предложенной нами ме-
тодике: с помощью аппарата «ПЛАЗОН», снаб-
женного ингаляционным манипулятором, в обе
ноздри больной при ее спонтанном дыхании с
расстояния 8 см при концентрации оксида азота
1100 ррm в течение 5 мин один раз в день прово-
дилась ингаляционная терапия и дополнительно
кожная поверхность спины в проекционной зоне
легких, спереди область легких и сердца обраба-
тывались высокодозовыми потоками оксида азо-
та с расстояния 8 см с концентрацией 1100 ррm в
течение 5 мин один раз в день всего в течение
10 суток. При этом пациентка никаких других ме-
дицинских препаратов не получала. С первых се-
ансов проводимого лечения отметила значитель-
ное улучшение дыхательной функции, сатурация
во время сеанса поднялась с 86 до 93%, улучши-
лось психологическое состояние. Отмечает, что в
разы улучшилось качество жизни, стала прохо-
дить одышка, появилась жизненная активность,
начала увеличивать физическую нагрузку, кото-
рую ранее невозможно было выполнить, стаби-
лизировались сон и аппетит. К большому удивле-
нию и радости пациентки также стабилизировал-
ся пульс и артериальное давление с 170/100 до
135/95 мм рт. ст., через месяц давление нормали-
зовалось без приема гипотензивных средств. Че-
рез месяц курс высокодозовой терапии газооб-
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разного оксида азота повторили с отличными ре-
зультатами и выраженной положительной
динамикой. Отдаленные результаты отслежены
на протяжении шести месяцев: качество жизни
хорошее, витальные функции стабильные.

Пример 2. Пациентка Б., 32 года. Диагноз: ран-
ний климакс. Жалобы на отсутствие месячных на
протяжении шести месяцев, исчезновение либи-
до, появившуюся депрессию, снижение жизнен-
ной активности, прекращение продукции яйце-
клеток яичниками по данным гинекологических,
инструментальных и лабораторных исследова-
ний, наличие высокого показателя фолликуло-
стимулирующего гормона – 120 мМЕ/мл, под-
тверждающего ранний климакс. Безуспешное ле-
чение у гинекологов на протяжении пяти
месяцев. Анамнестически пациентка ранее была
здорова, вредных привычек нет, оперативных
вмешательств не было, хронических заболеваний
не отмечалось. С 2020 по 2021 гг. прививалась
двухкомпонентной вакциной от COVID-19, три-
жды болела COVID-19 средней и легкой степени
тяжести, после чего развился ранний климакс,
диагностированный гинекологами. 

С добровольного согласия пациентки прове-
дены сеансы высокодозовой ингаляции газооб-
разного оксида азота по предложенной нами ме-
тодике: с помощью аппарата «ПЛАЗОН», снаб-
женным ингаляционным манипулятором, в обе
ноздри больной при ее спонтанном дыхании с
расстояния 8 см при концентрации оксида азота
1100 ррm в течение 5 мин один раз в день прово-
дилась ингаляционная терапия, при этом допол-
нительно кожная поверхность низа живота в про-
екционной зоне яичников и сзади в крестцово-
копчиковой зоне обрабатывалась высокодозовы-
ми потоками оксида азота с расстояния 8 см с
концентрацией 1100 ррm в течение 5 мин один раз
в день в течение 10 суток. Причинно-следствен-
ная связь проводимой процедуры ярко выражена
и очевидна, учитывая положительные отзывы са-
мой пациентки и полученные результаты, при
этом никаких медицинских препаратов пациент-
ка не получала. С первых сеансов проводимого
лечения отметила улучшение психологического
состояния, появилась жизненная активность,
стабилизировались сон и аппетит. К большой ра-
дости пациентки после проведенного курса лече-
ния через месяц появились стабильные месяч-
ные, восстановилось либидо. По данным УЗИ че-
рез два месяца обнаружены яйцеклетки в
яичниках, биохимическое подтверждение восста-
новления функции яичников характеризовалось
снижением показателя фолликулостимулирую-
щего гормона до 40 мМЕ/мл, а затем и до
12 мМЕ/мл, нормализацией уровня половых гор-
монов. К большому удивлению гинекологов ди-
агноз ранний климакс был снят. Отдаленные
результаты отслежены на протяжении шести ме-

сяцев: исход благоприятный, месячные стабиль-
ные, жалоб нет, инструментально и лабораторно
гинекологическая патология не выявлена.

Пример 3. Пациентка К., 67 лет. Диагноз: дву-
сторонний ограниченный пневмоплеврофиброз,
хронический бронхит, саркоидоз, бронхиолит,
хронический ринофарингит, постковидный син-
дром.

Жалобы на одышку, свистящий звук на выдо-
хе, хронический кашель, осиплость голоса, син-
дром хронической усталости, повышение артери-
ального давления, плохой сон, депрессию, пери-
одические сильные головные боли, потерю веса. 

Считает себя больной с 2018 г., когда на фоне
полного благополучия стала периодически терять
сознание, появилась одышка. В результате обсле-
дования легких выявлен ограниченный пневмо-
плеврофиброз и саркоидоз. Выполняла назна-
ченное лечение – без эффекта. В октябре 2021 г.
болела COVID-19 средней степени тяжести. Рент-
генологически диагностирована идиопатическая
интерстициальная пневмония. Лечилась само-
стоятельно. Прививку от COVID-19 не делала. В
апреле 2022 г. повторно болела COVID-19 сред-
ней степени тяжести. Лечилась самостоятельно.
В дальнейшем состояние ухудшалось, сохраня-
лась длительно повышенная температура, одыш-
ка, назначенное врачами лечение (курс оксигено-
баротерапии) не улучшило общее состояние.

С добровольного согласия пациентки прове-
дены сеансы высокодозовой ингаляции газооб-
разного оксида азота по предложенной нами ме-
тодике: с помощью аппарата «ПЛАЗОН», снаб-
женным ингаляционным манипулятором, в обе
ноздри больной при ее спонтанном дыхании с
расстояния 8 см при концентрации оксида азота
1100 ррm в течение 5 мин один раз в день прово-
дилась ингаляционная терапия и в течение 1 мин
обрабатывалась оксидом азота через рот задняя
стенка глотки, при этом дополнительно кожная
поверхность впереди и сзади в проекционной зо-
не легких обрабатывалась высокодозовыми пото-
ками оксида азота с расстояния 8 см при концен-
трации 1100 ррm в течение 5 мин один раз в день
всего в течение шести суток. При этом других ме-
дицинских препаратов пациентка не получала. С
первых сеансов проводимого лечения отметила
улучшение дыхательной функции, стала глубже
дышать, прошел свистящий звук на выдохе, и са-
мое удивительное для пациентки – уже с первого
сеанса прошел кашель, который не проходил бо-
лее трех месяцев, сразу прошла осиплость голоса.
Также улучшилось психологическое состояние,
увеличился прилив энергии, ушла хроническая
усталость, нормализовалось артериальное давле-
ние, улучшился сон, в целом значительно улуч-
шилось качество жизни. Прошла одышка при
физической нагрузке и подъеме по лестнице на
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третий этаж, чего ранее не было. По данным из-
мерений пульсоксиметром сатурация у пациент-
ки увеличилась с 93 до 96–98%, пульс нормализо-
вался. Качество жизни хорошее, витальные
функции стабильные. Биохимические анализы в
пределах нормы. Отдаленные результаты отсле-
жены на протяжении двух месяцев: исход благо-
приятный, сохраняется достигнутая положитель-
ная динамика, пациентка регулярно выполняет
умеренные физические нагрузки, проходит пеш-
ком от 8 до 10 км в день без одышки. Запланиро-
вано дальнейшее обследование, компьютерная
томография легких и повторный курс ингаляци-
онной терапии высокодозовыми потоками окси-
да азота.

Благоприятное действие высокодозовой ингаля-
ции газообразного NO при диабете. Пациентка К.,
56 лет. Диагноз: сахарный диабет 2 типа (на про-
тяжении 12 лет), синдром диабетической стопы
нейроишемической формы, состояние после уда-
ления 4, 5 пальцев правой стопы. Жалобы на син-
дром хронической усталости, гипертоническую
болезнь II ст., периодические боли в нижних ко-
нечностях, похолодание стоп. Контроль уровня
гликемии с помощью таблетированных медицин-
ских препаратов и инъекций инсулина. Гликиро-
ванный гемоглобин до проводимого нами лече-
ния – 8.4%. Больная находится под контролем
эндокринолога и принимает периодическое ста-
ционарное лечение в хирургическом отделении
«диабетическая стопа». 

С добровольного согласия пациентки прове-
дены сеансы высокодозовой ингаляции газооб-
разного оксида азота по предложенной нами ме-
тодике: с помощью аппарата «ПЛАЗОН», снаб-
женного ингаляционным манипулятором, в обе
ноздри больной при ее спонтанном дыхании с
расстояния 8 см при концентрации оксида азота
1100 ррm в течение 5 мин один раз в день прово-
дилась ингаляционная терапия, при этом допол-
нительно кожная поверхность спины в проекци-
онной зоне поджелудочной железы и спереди в
области печени обрабатывалась высокодозовыми
потоками оксида азота с расстояния 8 см с кон-
центрацией 1100 ррm в течение 5 мин один раз в
день всего в течение десяти суток. При этом паци-
ентка продолжала выполнять назначения эндо-
кринолога по приему сахароснижающих препа-
ратов под контролем уровня глюкозы крови. Ни-
каких других медицинских препаратов пациентка
не получала. С первых сеансов проводимого лече-
ния отметила улучшение психологического со-
стояния, прилив энергии, ушла хроническая
усталость, нормализовалось артериальное давле-
ние, улучшилось качество жизни, стабилизиро-
вался уровень глюкозы крови. Со слов пациентки
возникло ощущение омоложения организма. По
данным биохимических исследований после про-
веденного курса лечения снизился гликирован-

ный гемоглобин до 5.0%, нормализовались пока-
затели гликемического профиля практически до
нормогликемии. Качество жизни хорошее, ви-
тальные функции стабильные. Отдаленные ре-
зультаты отслежены на протяжении шести меся-
цев: исход благоприятный, нормогликемия с кор-
рекцией диетой и сахароснижающими
препаратами. 

Благоприятное действие высокодозовой ингаля-
ции газообразного NO при ВИЧ-инфекции. Паци-
ент Х., 32 года. Диагноз: ВИЧ-инфекция, зане-
сенная при выполнении стоматологического ле-
чения. Антиретровирусная терапия с 25 марта
2019 г. Самочувствие нормальное, патологиче-
ских изменений не наблюдается. Результаты ис-
следований в апреле 2022 г.: количество лимфо-
цитов и CD4+ лимфоцитов (Т-хелперов) в 1 мкл
крови 2500 и 620 соответственно, вирусная
нагрузка 438 копий РНК ВИЧ в 1 мл плазмы. Па-
циенту предоставлен аппарат «ПЛАЗОН» с инга-
ляционным манипулятором для домашнего
применения. В августе 2022 г. – первый курс вы-
сокодозовой ингаляции газообразного оксида
азота: 1100 ppm, 6 мин, один или два раза в день в
течение трех недель. Результаты исследований в
сентябре 2022 г.: количество лимфоцитов и Т-хел-
перов в 1 мкл крови 2400 и 650 соответственно,
вирусная нагрузка – менее 40 копий РНК ВИЧ в
1 мл плазмы (снижение более чем 10 раз). Побоч-
ные эффекты не зафиксированы. В октябре
2022 г. – второй курс высокодозовой ингаляции
газообразного оксида азота: 1100 ppm, 6 мин,
один или два раза в день в течение четырех не-
дель. Результат количественного ПЦР исследова-
ния на ВИЧ в ноябре 2022 г. – копии РНК ВИЧ в
крови не обнаружены. 

Полученные результаты анализов представле-
ны на рис. 1.

Высокодозовая NO ингаляция не влияет на ге-
модинамические показатели человека. Исследова-
ние влияния высокодозовой NO-ингаляции на
гемодинамические показатели добровольцев, а
именно на микроциркуляцию крови (пациенты с
различными патологиями) и динамику образова-
ния метгемоглобина показало, что не происходи-
ло никакого изменения микроциркуляции после
пятиминутной NO-ингаляции при спонтанном
дыхании добровольцев через нос (рис. 2), несмот-
ря на поступление молекулярного оксида азота в
их кровь.

О последнем можно было судить по образова-
нию в крови добровольцев метгемоглобина, явля-
ющегося биологическим маркером оксида азота,
в зависимости от продолжительности ингаляции
и содержания NO в области дыхания (рис. 3 и 4).

Демонстрируемое на рис. 3 и 4 снижение уров-
ня метгемоглобина, последующее после введения
оксида азота, было обусловлено восстановлением



146

БИОФИЗИКА  том 68  № 1  2023

ВАНИН и др.

метгемоглобина в гемоглобин под действием ци-
тохром-b5-редуктазы.

ОБСУЖДЕНИЕ

Проведенное исследование показывает, что
высокодозовая ингаляция газообразного оксида
азота пациентов с различными патологиями –
постковидным синдромом, сахарным диабетом
или ВИЧ-инфекцией – приводит к существенно-
му ослаблению этих патологий. При этом вряд ли
этот эффект мог быть обусловлен нейтральными
молекулами NO, поступавшими в кровь из лег-
ких. Дело в том, что при NO-ингаляции не обна-
руживалось ни эффекта системной гипотензии
[5], ни какого-либо изменения микроциркуля-
ции (настоящая работа), которые должны были
иметь место в организме животных и человека в
результате взаимодействия нейтральных молекул
NO с мишенью их биологического действия –
растворимой гуанилатциклазой [6]. Во что же
могли превращаться эти молекулы в тканях жи-
вотных и человека? Первое предположение —
значительная часть молекул NO, связываясь в
эритроцитах с гемовой группой гемоглобина,
могла окисляться кислородом до нитрита/нитра-
та с одновременным превращением гемоглобина
в метгемоглобин [7]. Однако ЭПР-исследования
крови крыс при их ингаляции газообразным NO
при концентрации 400 ррm в течение 1 ч показа-
ли, что в крови этих животных устанавливается
стационарная концентрация нитрозильных ком-
плексов гемоглобина в концентрации 6 мкмолей
на кг веса животного [5]. При последующей пере-
даче NO в такой концентрации из этих комплек-
сов на стенки кровеносных сосудов ее было бы
вполне достаточно для заметного снижения си-

стемного артериального давления в организме
крыс. В пользу этого предположения свидетель-
ствует следующий факт. Как было показано в ра-
боте [8], при внутривенном введении крысам в
качестве донора NO Б-ДНКЖ-GSH в концентра-
ции всего 2 мкмоля на кг веса животного артери-
альное давление у крыс снижалось более чем на
60%. Таким образом, отсутствие гипотензивного
действия NO при его высокодозовом (не менее
1000 ррm) ингаляционном введении в организм
животных и человека вряд ли могло быть обу-
словлено исчезновением NO в результате его вза-
имодействия с гемоглобином.

Рис. 1. Количество лимфоцитов и копий РНК вируса в крови пациента Х. до и после двух курсов высокодозовой
ингаляции газообразного оксида азота: CNO ~ 1100 ppm, τинг = 6 мин, один или два раза в сутки.

Рис. 2. Показатель микроциркуляции крови до и по-
сле пятиминутной ингаляции оксида азота (1000–
1100 ppm) у пациентов с различными заболеваниями:
1 – 55 лет, условно здоровый; 2 – 67 лет, постковид-
ный синдром; 3 – 56 лет, диабет 2 типа; 4 – 25 лет,
ревматоидный артрит, вторая стадия. 
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Остается другое предположение, высказанное
в начале статьи: что в организме животных и че-
ловека газообразный оксид азота при его ингаля-
ционном введении мог превращаться в катионы
нитрозония (NO+), не способные взаимодей-
ствовать с растворимой гуанилатциклазой и тем
самым не способные вызывать расслабление со-
судов, но способные подавлять репликацию ви-
русов и, возможно, улучшать состояние пациен-
тов при постковидном синдроме, диабете и ВИЧ-
инфекции.

В соответствии с представлениями о приве-
денном на схеме 1 механизме образования ди-
нитрозильных комплексов железа как с тиолсо-
держащими (RS–), так и с не содержащими тиол
(L–) лигандами [9, 11], превращение NO в NO+

при NO-ингаляции могло происходить в резуль-
тате реакции диспропорционирования молекул
NO при их попарном связывании с ионами двух-
валентного железа, приводящем к появлению в
живых организмах соответствующих динитро-
зильных комплексов железа: 

Рис. 3. Динамика изменения содержания в крови добровольца метгемоглобина в зависимости от времени ингаляции
τинг и содержания оксида азота CNO в области дыхания.

Рис. 4. Динамика изменения содержания в крови добровольца метгемоглобина в зависимости от времени ингаляции
τинг при содержании оксида азота с области дыхания CNO ~1000 ppm.
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Предполагается, что в результате диспропор-
ционирования, т.е. взаимного одноэлектронного
окисления-восстановления молекул NO, в ли-
гандном окружении железа появляются катион
нитрозония NO+ и анион нитроксила NO–. По-
следний, связываясь с протоном, превращается в
молекулу нитроксила, выходящую из комплекса с
последующим включением в освободившееся ме-
сто третьей молекулы NO. Что касается катиона
нитрозония, он может связаться с какими-либо
нуклеофилами, например, с имеющимися в кро-
ви или межклеточной жидкости анионами хлора
с образованием нитрозил-хлорида Cl–NO+, спо-
собным переносить катион нитрозония на мише-
ни его биологического действия, например, на
тиоловые группы белков с образованием соответ-
ствующих S-нитрозотиолов [12]. 

При последующем включении второй молеку-
лы NO в образовавшийся после выхода из ком-
плекса катиона NO+ мононитрозильный ком-
плекс железа мог начинаться новый цикл реак-
ции диспропорционирования молекул NO c
высвобождением образующихся ионов NO+и
NO– и так далее с появлением в организме чело-
века и животных значительного количества кати-
онов нитрозония.

Таким образом, отсутствие ожидавшегося ги-
потензивного действия газообразного NO при его
ингаляции на организм человека и животных
могло быть обусловлено трансформацией моле-
кул NO на ионах Fe2+ (как на своеобразной «на-
ковальне») в ионы NO+и NO– с последующим
негативным действием катионов нитрозония на
соответствующие тиолсодержащие белки.

Естественно, возникает вопрос о происхожде-
нии железа, включающегося в организме челове-
ка и животных в процессы, приведенные на
схеме 1. В крови в этих процессах могло участво-
вать железо, включенное в трансферрин, восста-
навливавшееся до двухвалентного состояния ок-
сидом азота по механизму восстановительного
нитрозирования [13] с последующим образовани-
ем белок-связанных динитрозильных комплек-
сов железа с включением в эти комплексы в каче-
стве лигандов аминокислотных компонентов
трансферрина, не содержащих тиоловых групп. В
тканях органов в образование динитрозильных
комплексов железа могло включаться внутрикле-
точное слабосвязанное («свободное») железо,
имеющееся во всех клетках и тканях [14].

Сказанное выше касается системного артери-
ального давления, т.е. давления в большом круге
кровообращения, в стенки сосудов которого, как
мы полагаем, при NO-ингаляции из крови посту-
пают не молекулы NO, а катионы нитрозония, не
способные вызывать расслабление сосудов. Иная
ситуация должна реализоваться для малого круга
кровообращения, т.е. артериального давления в

легких. В этом органе стенки кровеносных сосу-
дов подвергаются действию непосредственно ин-
галируемой газовой фазы, содержащей молекулы
NO, а не катионы нитрозония. Это и приводит к
тому, что в легких, т.е. в малом круге кровообра-
щения, при NO-ингаляции имеет место отчетли-
во регистрируемое различными исследователями
снижение артериального давления, т.е. эффект
гипотензии [15, 16]. Аналогичная ситуация имела
место в опытах in vitro на изолированных сосудах
при действии на них газообразного NO: наблю-
давшееся в этих опытах расслабление сосудов
полностью снималось в присутствии ингибито-
ров мишени молекулярного NO – растворимой
гуанилатциклазы [17].

Как уже предполагалось в работах [1, 18], наи-
более вероятной мишенью катионов нитрозония,
вызывавших подавление коронавирусной инфек-
ции, могли выступать тиоловые группы жизнен-
но важных для репликации коронавируса протеаз
хозяина и вируса. Не исключено, что те же белки
выступают в качестве основной мишени катио-
нов нитрозония также и при ингаляции газооб-
разным NO пациента с ВИЧ, что и приводило к
ослаблению этой инфекции. Возможно, что дез-
активация ВИЧ происходила не только в крови,
но и в тканевых резервуарах – хранилищах вируса
(санктуариях), формируемых им в основном в
тканях центральной нервной системы и в лимфо-
идной ткани кишечника [19]. 

Что касается благоприятного действия NO-
ингаляции на постковидный синдром, обуслов-
ленный, как полагают многие авторы [20–22]
ухудшением состояния эндотелия сосудов, не ис-
ключено, что в этом случае оно могло опреде-
ляться S-нитрозирующим воздействием NO+ на
тиолсодержащие белки, участвующими в процес-
сах апоптоза [23, 24]. Подавление функциональ-
ной активности этих белков в результате этого
воздействия могло блокировать гибель клеток и
тканей по апоптотическому механизму [24], обес-
печивая тем самым возможность функциониро-
вания разнообразных метаболических процессов,
способствующих усилению жизнедеятельности
клеток и тканей, т. е. их выживанию.

Аналогичный механизм подавления склонно-
сти клеток и тканей к апоптозу мог быть также
причиной улучшения состояния больной диабе-
том при воздействии на нее NO-ингаляции.

В заключение следует отметить, что включе-
ние тиолсодержащих лигандов в образующиеся в
крови и тканях динитрозильные комплексы же-
леза должно приводить к стабилизации этих ком-
плексов и, более того, обеспечивать высвобожде-
ние из них не только катионов нитрозония, а и
образующихся при их одноэлектронном восста-
новлении тиолами молекул NO [9–11], способ-
ных при связывании с растворимой гуанилатцик-
лазой вызывать расслабление сосудов и тем са-
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мым гипотензию [6]. Обнаружение этого эффекта
в экспериментах с высокодозовой NO-ингаляци-
ей животных могло бы стать доказательством
предполагаемого в настоящей статье механизма
благоприятного действия ингаляции газообраз-
ного оксида азота на человека и животных. Тако-
го рода проверку мы предполагаем провести в
ближайшее время.
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 Therapeutic Effects of High-Dose Inhaled Nitric Oxide Gas 
against Post-COVID Syndrome, Diabetes or AIDS

 A.F. Vanin*, A.V. Pekshev**, E.V. Pechyonkin***, A.B. Vagapov**, and N.A. Sharapov**

*N.N. Semenov Federal Research Center for Chemical Physics, ul. Kosygina 4, Moscow, 119334 Russia

**N.E. Bauman Moscow State Technical University, 2-ya Baumanskaya ul. 5/1, Moscow,105005 Russia

***Stavropol State Medical University, ul. Mira 310, Stavropol, 355017 Russia

A therapeutic effect of high-dose nitric oxide gas inhalation (more than 1000 ppm) on patients with post-
COVID syndrome, diabetes or AIDS is shown.  It has been proposed that nitrosonium cations (NO+), deriv-
atives of nitric oxide gas, the emergence of which in the blood or organ tissues of patients is related to dispro-
portion reaction of NO molecules, forming a co-ordinate bond with the Fe2+ ion, carried by transferrin or
entered into the labile (free) iron pool may act as a therapeutic agent. It is quite probable that treatment of
HIV infection (as well as the earlier revealed effect of NO gas on the patients with COVID-19) could be pro-
vided by the effects of S-nitrosylation  of NO+ cations on thiol groups  of viral proteases and host proteins. A
beneficial effect of NO+ cations which emerged in the reaction of NO gas molecules in patients with post-
COVID syndrome or diabetes can be also associated with an inhibitory effect of these cations on the thiol-
containig proteins that are involved in apoptosis. 

Keywords: nitric oxide inhalation, dinitrosyl iron complexes, post-COVID syndrome, diabetes, HIV-infection,
“PLASON”
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Оценена возможность применения разработанного метода артериальной пьезопульсометрии для
неинвазивного изучения особенностей функционирования периферических механизмов автоном-
ной регуляции сердечно-сосудистой системы у пациентов, отличающихся по возрасту и состоянию
своего здоровья. Акцентируется значимость определения вариабельности параметров пульсовых
волн артериального давления крови в качестве меры оценки участия и роли компонентов нейроэн-
докринного (симпато-адреналового) эфферентного звена в формировании быстрой и хорошо регу-
лируемой ответной реакции системной гемодинамики, использующей в качестве эффекторов
миоциты левого желудочка сердца. Обсуждается целесообразность персонализированного исполь-
зования метода артериальной пьезопульсометрии при пульсометрической диагностике функцио-
нального состояния и характера автономной регуляции функций сердечно-сосудистой системы у
пациентов для раннего выявления патологических состояний и нарушений деятельности перифе-
рических механизмов, обеспечивающих адекватное кровоснабжение у человека.

Ключевые слова: автономная регуляция сердца, вариабельность, спектральный анализ.

DOI: 10.31857/S0006302922060179, EDN: OBHEKE

Заболевания сердечно-сосудистой системы
(ССС) находятся на первом месте среди причин
смертности населения в развитых странах мира.
При естественном старении организма человека в
условиях воздействия на него патофизиологиче-
ских факторов функциональное состояние этой
системы постепенно ухудшается. Важнейшую
роль в жизнеобеспечении его организма играют
механизмы автономной (вегетативной и эндо-
кринной) регуляции ССС. Ухудшение нормаль-

ного функционирования этих механизмов нару-
шает соответствие системного кровотока потреб-
ностям организма в кислороде и питательных
веществах и снижает сложившуюся в процессе
эволюции человека способность его функцио-
нальных систем к саморегуляции и адаптации к
непрерывно изменяющимся условиям среды.
Поэтому еще со времен древней китайской меди-
цины большое внимание уделялось пульсовой
диагностике как основе неинвазивного контроля
за состоянием здоровья человека при его лече-
нии. С этой целью в мире постоянно совершен-
ствуются и разрабатываются новые способы
функциональной диагностики, выявляющие па-
тофизиологические изменения ССС на ранних
стадиях развития, еще в отсутствие клинической
картины, когда возможна наиболее эффективная
терапия. 

Методом, сочетающим в себе простоту и точ-
ность неинвазивной оценки получаемой инфор-
мации, является компьютерная пульсометриче-
ская диагностика ССС. Среди вариантов этого
метода наиболее распространенными стали спо-

Сокращения: ССС – сердечно-сосудистая система,
ПАДК – пульсовое артериальное давление крови, ЛЖС –
левый желудочек сердца, Vpp – скорость роста пульсового
давления крови, АПП – артериальная пьезопульсометрия,
АДК – артериальное давление крови, VmaxPP – макси-
мальная скорость прироста пульсового давления крови,
RW – отраженная волна, PPn – нормализованное пульсо-
вое давление крови, TNN – длительность кардиоцикла,
AIx – индекс аугментации, HF – высокочастотный диапа-
зон, LF – низкочастотный диапазон, ULF – ультранизко-
частотный диапазон, ГК – гуморальные катехоламины,
ВНС – вегетативная нервная система, *TPf – спектральная
мощность колебаний параметров волны ПАДК, ЧСС – ча-
стота сердечных сокращений. 
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собы, использующие регистрацию колебаний
объема пульсовых волн артериального давления
крови (ПАДК) – «объемная сфигмография» [1].
Плетизмографический датчик устанавливается
на поверхности пульсирующего участка тела над
близко прилегающей артерией. Однако регистри-
руемый при этом сигнал включает дополнитель-
ную составляющую, обусловленную колебания-
ми капиллярного и венозного кровенаполнения,
а также неуправляемыми изменениями объема
структурных компонентов тканей, находящихся
между пульсирующей артерией и прижатым дат-
чиком. Это сглаживает контур графика волны
ПАДК, что снижает точность анализа и информа-
тивность метода. Литературные и наши собствен-
ные данные показали перспективность использо-
вания для такого анализа технологии дифферен-
циальной сфигмографии [2] на основе
пьезодатчиков, что обеспечивало бы более высо-
кую точность диагностики по сравнению с объ-
емной сфигмографией. Исходя из этого, нами
были разработаны новые пульсометрические
способы (Патенты РФ на изобретения, 2006–
2020 гг.; руководитель и основной разработчик –
д.б.н. В.П. Нестеров) неинвазивного изучения
функционального состояния ССС и характера ее
регуляции у человека. Важным постулатом для
нас при этом было то, что нагнетательная функ-
ция сердца, обеспечивающая адекватное крово-
снабжение органов и тканей у пациента, опреде-
ляется не только центральным нервным контро-
лем, но и зависит от характера регуляции
сократительной способности и активности мы-
шечных эффекторов ССС – в основном кардио-
миоцитов левого желудочка сердца (ЛЖС). При
этом учитывали, что сократительные характери-
стики мышечных эффекторов не только отража-
ют особенности возбуждения со стороны эффе-
рентного звена системы автономной (нейрогумо-
ральной) регуляции, но и сами количественно
отражаются в величинах функциональных пара-
метров пульсовых волн артериального давления
крови. Существенным являлось и то, что диффе-
ренциальная функция скорости роста пульсового
давления крови (Vpp) от аргумента t не зависела
от неуправляемых колебаний объема тканей под
датчиком. Эти и другие представления легли в ос-
нову нашего выбора дифференциальной сфигмо-
графии как перспективного аналитического спо-
соба, на основе которого можно было разработать
новую версию неинвазивного метода для оценки
in vivo функциональных характеристик кардио-
миоцитов ЛЖС, а также выявления специфики
формирования активности периферических ме-
ханизмов автономной регуляции мышечных эф-
фекторов ССС у человека. К настоящему момен-
ту времени завершен определенный этап
НИОКР, накоплен опыт проведения обследова-
ния разных по возрасту и состоянию здоровья па-

циентов, полученные результаты по частям опуб-
ликованы в центральных научных журналах и
представлены на разных форумах. Возникла не-
обходимость собрать их вместе и в виде новых
биотехнологических наработок изложить их в
разделе «Материалы и методы» соответствующе-
го научного журнала, акцентируя новые диагно-
стические возможности метода артериальной
пьезопульсометрии (АПП). Такие исследования
открывали перспективу неинвазивного изучения
физиологических механизмов, участвующих в
обеспечении оптимального и устойчивого дина-
мического равновесия кровоснабжения органов
и тканей обследуемых лиц. В данной работе рас-
сматриваются и анализируются основные резуль-
таты, полученные в последнее время нашим кол-
лективом в ходе разработки инновационного ме-
тода АПП с целью неинвазивного анализа
периферических механизмов автономной регуля-
ции насосной (инотропной) функции ССС у че-
ловека. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Обследовано более 140 условно здоровых (без

патологии ССС в анамнезе) мужчин и женщин в
возрасте 18–86 лет в нормальных условиях физи-
ческого и эмоционального покоя. Было выполне-
но более 220 сеансов спектрального анализа, в
каждом из которых регистрация длилась (в ос-
новном) от 5 до 10 мин после предварительного
отдыха. При анализе параметров волны ПАДК
оценивали и функциональное состояние ССС, и
активность периферических механизмов ее авто-
номной регуляции у пациентов. При таком обсле-
довании в одну сессию регистрации анализирова-
лось до 300-800 пульсовых волн артериального
давления крови (АДК), что обеспечивало необхо-
димую статистическую точность усредненного
результата спектрального анализа. Результаты
индивидуальных анализов объединяли в соответ-
ствующие возрастные группы и в них определяли
средние значения для выявления возрастной или
гендерной специфики анализируемых пара-
метров. 

В основе метода АПП лежат разработанные
нами компьютерный комплекс дифференциаль-
ной сфигмографии и соответствующие алгорит-
мы, способы и устройства. Аппаратную базу этого
комплекса составляют два синхронно функцио-
нирующих пьезокерамических датчика и адап-
тер-преобразователь, осуществляющий интер-
фейс между ними и персональным компьютером.
Пьезодатчики непосредственно преобразовыва-
ют локальные механические толчки пульсирую-
щих артерий в электрические сигналы, которые
регистрируются графически в виде кривых ско-
рости пульсового изменения величины АДК в
прилегающих к датчикам артериальных сосудах.
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Опытные образцы этого комплекса прошли кли-
нические испытания в НМИЦ им. В.А. Алмазова
Минздрава РФ, а также в Санкт-Петербургской

клинической больнице РАН. Испытания показа-
ли, что данный метод неинвазивно и достоверно
оценивает параметры пульсовых волн АДК у че-
ловека и не оказывает негативного воздействия
на его организм. 

Разработанное программное обеспечение ви-
зуализирует локальные изменения ПАДК в виде
волновых графиков дифференциальных пьезо-
пульсограмм и осуществляет непрерывную за-
пись, преобразование, математическую обработ-
ку и отображение результатов на мониторе персо-
нального компьютера. На рис. 1а для сравнения
приведены графики основных рассматриваемых
пульсометрических методов – дифференциаль-
ной сфигмографии (рис. 1a, I) и объемной сфиг-
мографии (рис. 1a, II), где по оси Y отложены зна-
чения амплитуды волн ПАДК в усл. ед., а по
оси Х – время t в мс. На рис. 1б представлен гра-
фик зависимости скорости Vpp (мм рт. ст./с) из-
менения величин параметров волны ПАДК от t.
Величина ПАДК = РР = САД – ДАД, где РР –
англ. «pulse pressure», САД – систолическое, а
ДАД – диастолическое АДК. График дифферен-
циальной пьезопульсограммы является первой
производной графика зависимости Vpp от t
(Vpp = dPР/dt). Это определяет математически
однозначное расположение на графике расчет-
ной точки А как точки начала фазы изгнания кро-
ви, соответствующей моменту открытия аорталь-
ного клапана. В этой точке величина ПАДК равна
диастолическому артериальному давлению кро-
ви, что позволяет провести через эту точку гори-
зонтальную (нулевую) изолинию, определяющую
площадь под или над кривой графика и отражаю-
щую прирост или уменьшение артериального
давления крови в левом желудочке сердца. Ис-
пользуется принятая в медицине размерность ар-
териального давления – мм рт. ст. График диф-
ференциальной пьезопульсограммы каждого
кардиоцикла имеет вид волнообразного контура с
характерными перегибами и пересечениями с ну-
левой линией, что позволяет с более высокой точ-
ностью по сравнению с объемной сфигмографи-
ей анализировать динамику амплитудно-времен-
ных параметров таких графиков на основе
разработанных устойчивых компьютерных алго-
ритмов выделения расчетных точек. На рис. 1б
представлен вариант расстановки расчетных то-
чек на дифференциальном графике пульсовой
волны АДК, используемый в нашей работе [3]. 

В качестве универсального параметра исполь-
зуется точка В абсолютного положительного экс-
тремума на графике дифференциальной пьезо-
пульсограммы. Амплитуда этой точки оценивает
максимальную скорость роста систолической
волны ПАДК – VmaxPP. Эта величина не зависит
от изменений объема тканей под датчиком и на
эту точку никогда не накладывается отраженная
от общего сосудистого сопротивления обратная

Рис. 1. (a) – График дифференциальной пьезопульсо-
граммы (I) и соответствующая сфигмограмма (II), за-
регистрированные с a. radialis испытуемого M. (82 го-
да); точка E – момент закрытия аортального клапана.
По оси ординат – амплитуда волн ПАДК, усл. ед.
(б) – График усредненного кардиоцикла с расчетны-
ми точками, заштрихованная часть – накладка отра-
женной волны RW. (в) – Вспомогательный график,
вертикальный разброс точек В отражает вариабель-
ность параметра VmaxPP. Основа рисунков взята из
работы [3]. 
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(отраженная) волна (RW, reflected wave), соответ-
ствующая заштрихованной площади на рис. 1б).
Эти свойства точки В позволяют наиболее точно,
неинвазивно и удобно оценивать сократительную
способность миокарда ЛЖС по ординате этой
точки, а по ее абсциссе — момент достижения
наибольшей скорости роста величины Vpp. Точка
С – момент достижения максимальной величины
нормализованного пульсового давления крови
(PPn) в фазу изгнания крови из ЛЖС, если пло-
щадь CG ≤ 0; точка D – момент развития макси-
мальной скорости снижения величины ПАДК на
катакротическом участке пульсовой волны, кото-
рая, как можно видеть на рис. 1a и 1б, сначала вы-
равнивается с величиной АДК на входе в аорту
(нижний экстремум), а затем из-за превышения
АДК в аорте над внутрижелудочковым АДК в на-
чале фазы расслабления ЛЖС створки аортально-
го клапана начинают закрываться до момента его
полного перекрытия, который обозначен нами
точкой E (принято считать, что этот момент соот-
ветствует инцизуре на графике сфигмограммы,
как на рис. 1а, что совпадает с нашими данными).
Момент, обозначенный точкой Е, наиболее бли-
зок к точке пересечения линии графика анакро-
тического подъема дикротической волны с нуле-
вой изолинией; F – момент достижения макси-
мальной скорости прироста дикротической
волны АДК; G – момент достижения максималь-
ной величины ПАДК (PP) в фазу изгнания крови
из ЛЖС, если интеграл площади CG > 0. В этом
случае ПАДК из-за наложения RW увеличивается
относительно нормализованной величины (PPn)
на долю, пропорциональную RW в процентах, что
учитывается при компьютерной калибровке сиг-
нала с помощью сфигмоманометра. Интервал
B‒В (аналог RR-интервала комплексов QRS при
электрокардиографии) в данной работе в соответ-
ствии с международными стандартами [4] назы-
вается длительностью кардиоцикла (TNN), а
ошибка его определения равна ±1 мс при частоте
дискретизации сигнала 1 кГц. Все сказанное сви-
детельствует о высокой точности метода АПП
при анализах колебаний параметров пульсовых
волн АДК, отражающих функционирование ре-
гуляторных систем, поддерживающих необходи-
мый уровень артериальной гемодинамики у па-
циентов. Соотнося измеренную сфигмоманомет-
ром величину ПАДКсф (= САДсф - ДАДсф),
которая включает и возможную добавку RW к
ПАДК, со средней величиной пульсового давле-
ния крови, вычисленной в этот же период путем
интегрирования по площади АВС при CG ≤ 0 или
АВG при CG > 0, (при наложении RW на волну
ПАДК) в условных единицах компьютерной
«оцифровки», определяли калибровочный коэф-
фициент пропорциональности. С его помощью
единицы «оцифровки» автоматически пересчи-
тывали и выражали величину параметра PP (или

PPn) в соответствующих им единицах измерения
(мм рт. ст.). Аналогично, используя вычислен-
ную значимость единиц «оцифровки», оценивали
величины параметров VmaxPP (в мм рт. ст./с) для
дальнейших исследований. Эти параметры после
калибровки использовали в качестве физиологи-
ческих индикаторов или маркеров, которые рас-
сматривались с целью выявления возможных
признаков возникновения риска сердечно-сосу-
дистых заболеваний. 

При оценке показателей гемодинамики ис-
пользовали только положительные величины ауг-
ментации волны ПАДК (над изолинией). Это
уточняло смысл определения индекса аугмента-
ции (AIx = RW·100/PP, %), как показателя, кото-
рый указывает на сколько процентов в среднем
увеличивается каждая нормализованная волна
ПАДК (PPn) из-за наложения на нее RW. Верти-
кальный разброс (вариабельность) расчетных то-
чек В на графиках, сложенных по одной и той же
абсциссе (pис. 1в), отражает активность механиз-
мов системы регуляции величины VmaxPP. Гори-
зонтальный разброс точек В на графиках, сло-
женных таким же образом, но по одной и той же
ординате, отражает вариабельность сердечного
ритма (рассчитывается по величине TNN). Вари-
абельность этих параметров оценивали посред-
ством измерения спектральной мощности коле-
баний точки B по частотным диапазонам, реко-
мендованным международными стандартами для
оценки вариабельности сердечного ритма. При
этом исходили из собственных, а также ранее
установленных данных литературы, свидетель-
ствующих о сходстве волновой структуры колеба-
ний TNN и ПАДК [5].

Анализировали частотные диапазоны, связан-
ные с разными звеньями системы автономной ре-
гуляции: высокочастотный диапазон (Д-HF,
0.15–0.4 Гц), отражающий мощность колебаний
дыхательных волн; низкочастотный диапазон
(Д-LF, 0.04–0.15 Гц), отражающий мощность ко-
лебаний вазомоторных волн с частотой близкой к
0.1 Гц, и ультранизкочастотный диапазон
(Д-ULF, 0.003-0.04 Гц), отражающий мощность
колебаний параметров наиболее медленных волн
ПАДК, который обычно связывают с психоэмо-
циональными воздействиями. В Д-ULF реализу-
ется регуляторная активность гуморальных ка-
техоламинов (ГК) – адреналина и норадренали-
на, выделяющихся из мозгового вещества коры
надпочечников и воздействующих на те же адре-
норецепторы миоцитов ССС, на которые дей-
ствует и нейромедиатор симпатических эффе-
рентных нервных волокон. ГК высвобождаются,
как мы полагаем, в виде порций определенного
количества молекул, которые условно можно для
краткости назвать «квантами» ГК. Эти «кванты»
ГК, не дожидаясь равновесного распределения в
крови, сразу взаимодействуют с адренорецепто-
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рами миоцитов ССС и волнами с длительностью
от ~33 с до ~6.5 мин усиливают амплитуду колеба-
ний параметров пульсовых волн АДК. Известный
«очень низкочастотный» Д-VLF (0.03–0.04 Гц),
не несущий существенной информации, рас-
сматривался как пограничная полоса между Д-LF
и Д-ULF. Поскольку в эту полосу чаще попадали
крайние фрагменты Д-ULF, диапазоны VLF и
ULF объединяли и анализировали их как единый
диапазон Д-ULF.

Сердечная недостаточность, возникающая ча-
ще при ишемической болезни сердца, является
основной причиной смерти при патологиях ССС
и при старении организма человека. При этом
ухудшается функциональное состояние стенок
артериальных сосудов из-за развития атероскле-
роза, т.е. их уплотнения за счет разрастания со-
единительной ткани и сужения просвета сосудов,
что приводит к увеличению их жесткости (arterial
stiffness). Эти изменения сопровождаются ростом
скорости распространения пульсовой волны
АДК, как по аорте и артериям от сердца (Vao и
Var, м/с), так и обратно к сердцу (отраженная вол-
на RW). Два синхронно работающих канала в ме-
тоде АПП не сложно по выполнению оценивают
эту жесткость по скорости пробега точки B волн
ПАДК между двумя пьезодатчиками [6]. Такой
способ соответствует «золотому стандарту» при-
нятой оценки жесткости стенок артерий. Вариа-
бельность параметров VmaxPP и PPn отражает
внутриклеточные процессы, запускаемые рецеп-
торами сарколеммы кардиомиоцитов, и на нее в
норме не влияют колебания волн RW. Основной
причиной накладки RW на катакроту волны
ПАДК может быть ее ускоренный возврат по ар-
териальному сосуду с повышенной жесткостью ее
стенки, вызванной воздействием различных по
природе физиологически активных факторов,
что и обеспечивает попадание RW в полость ЛЖС
еще до полного закрытия аортального клапана.
Величина RW при этом может служить мерой
оценки аугментации пульсовой волны АДК, ко-
торая, наряду с величинами скоростей распро-
странения ПАДК по артериальным сосудам (Vao
и Var), также может служить физиологическим
маркером жесткости стенок артерий. Гемодина-
мические последствия повышения этой жестко-
сти рассматриваются как предикторы сердечно-
сосудистых заболеваний (ишемическая болезнь
сердца, инфаркта миокарда, инсульта и др.) [7]. 

При спектральном анализе использовали ме-
тод математического преобразования по Lomb-
Scargle («Lomb-Scargle periodogram») [8]. Этот ме-
тод позволял более точно по сравнению с распро-
страненным методом Фурье («Fast Fourier trans-
form») оценивать участие гуморальных катехола-
минов в автономной регуляции ССС у
обследуемых лиц. Это является существенным,
поскольку «разброс» величин изучаемых пара-

метров содержит информацию об активности пе-
риферических механизмов системы автономной
регуляции. Каждый из выбранных для спектраль-
ного анализа параметров пульсовых волн АДК
(*VmaxPP, *PPn и *TNN; отмечены – *) во все
выделенные периоды жизни обследуемых обла-
дает собственным спектром частот колебаний с
определенной мощностью (*TPf). Из них с целью
более подробного анализа были выделены укоро-
ченные фрагменты *Pf, входящие в виде суммы в
величины *TPf, соответствующие принятым ча-
стотным диапазонам – *Pf(HF), *Pf(LF) и
*Pf(ULF). Вариабельность этих фрагментов, как
мы полагаем, отражает функционирование опре-
деленных периферических механизмов важней-
ших систем автономной регуляции ССС. Разброс
их колебаний в границах соответствующих диа-
пазонов частот дает возможность оценки их
функциональной активности, отражающей про-
цессы синаптической передачи регуляторных
сигналов от окончаний симпатических и пара-
симпатических эфферентных волокон вегетатив-
ной нервной системы (ВНС), а также сигналов от
нейроэндокринной системы, переносимых ГК.
Таким образом, спектральная мощность колеба-
ний каждого из основных выбранных параметров
(*VmaxPP, *PPn и *TNN) в разработанном методе
АПП представлена как суммарный результат
спектрального анализа колебаний фрагментов *Pf
сотен пульсовых волн пьезопульсограммы одного
сеанса регистрации пульса у одного пациента.
При этом вариабельные фрагменты, складываясь
в своем частотно-временном диапазоне, образу-
ют одно общее диаграммное пространство, пло-
щадь которого единой величиной оценивает
функциональную активность конкретного эффе-
рента. Это обеспечивает высокую точность ана-
лизов величин, характеризующих спектральную
мощность вариабельности показателей в каждом
диапазоне частот для каждого параметра со своей
размерностью: *VmaxPP – (мм рт. ст./с)2; *PPn –
(мм рт. ст./с)2 и *TNN – мс2. В данной работе бы-
ло решено ограничиться анализом параметров,
которые непосредственно отражают функциони-
рование механизмов, обеспечивающих формиро-
вание вариабельных контуров пульсовых волн ар-
териального давления крови, т.е. *VmaxPP и
*PPn. Частотно-временной анализ вариабельно-
сти сердечного ритма благодаря широкому и ме-
дицинскому, и коммерческому использованию
методологии ЭКГ очень хорошо изучен и ему по-
священа обширная литература. Поэтому далее
результаты спектрального анализа вариабельно-
сти параметра *TNN обсуждаться не будут. Ос-
новные результаты представлены в виде средней
величины ± стандартная ошибка среднего; о ста-
тистической достоверности различий между
средними значениями судили по t-критерию



БИОФИЗИКА  том 68  № 1  2023

О ВОЗМОЖНОСТИ НЕИНВАЗИВНОГО ИЗУЧЕНИЯ 155

Cтьюдента, различия считали достоверными при
p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Разработка метода пьезопульсометрического

анализа пульсовых волн артериального давления
крови дала возможность неинвазивно и количе-
ственно оценивать у широкого круга разных па-
циентов функциональное состояние и индивиду-
альные особенности автономной регуляции их
ССС. Метод АПП в данной статье был применен
с целью расширения знаний о функционирова-
нии периферических механизмов эфферентного
звена автономной регуляции функций системы
кровообращения и изучения специфичности рас-
пределения спектральной мощности вариабель-
ности параметров пульсовых волн АДК у челове-
ка. Работы в этом направлении были мотивиро-
ваны более ранними результатами упрощенного
контурного анализа волн ПАДК у молодой жен-
щины 20 лет (В.) и у пожилого мужчины 75 лет
(М.). При регистрации с а. сarotis были получены
данные: у В. – частота сердечных сокращений
(ЧСС) равна 75 уд/мин, AIx = 13.6 ± 4.5%,
VmaxPP = 339 ± 33 мм рт. ст./с и у М. – ЧСС =
= 55 уд/мин, AIx = 26.3 ± 2.3%, VmaxPP = 626 ±
± 25 мм рт. ст./с. Видно, что сниженный (по
сравнению с девушкой) сердечный ритм у пожи-
лого М. сопровождается статистически значимы-
ми повышениями величин AIx и VmaxPP. С уче-
том этих результатов был проведен дополнитель-
ный сравнительный контурный анализ
сократительных характеристик пульсовых волн
АДК у расширенного состава лиц разного возрас-
та и пола [9]. Результаты этого анализа показали,
что гендерный и возрастной факторы проявляют-
ся в виде лишь не ярко выраженных тенденций
при сопоставлении средних величин их пульсо-
вых параметров (величины VmaxPP, PPn и др. у
мужчин были несколько выше, чем у равновоз-
растных женщин), но их различия при стандарт-
ном (5–10 мин) обследовании оставались стати-
стически недостоверными (p > 0.05). Поэтому в
данной работе, с учетом вышеизложенного, в
каждом частотном и возрастном диапазоне ре-
зультаты оценки параметров пульсовых волн
АДК обследованных женщин и мужчин для по-
вышения репрезентативности объединяли в одни
группы. 

Регуляция сокращений миоцитов ЛЖС, обес-
печивающих инотропную и, в целом, насосную
функцию сердца, в значительной степени опре-
деляется активацией их сарколеммальных β1-ад-
рено- и М-холинорецепторов эфферентами
ВНС, а также катехоламинами, выделяющимися
из мозгового вещества коры надпочечников. Это
позволяет предполагать, что у человека основны-
ми периферическими механизмами автономной

регуляции нагнетательной функции ССС явля-
ются разнонаправленные симпатико-адренало-
вые (+) и холинергические (–) взаимодействия с
соответствующими рецепторами сарколеммы
кардиомиоцитов. Сравнительная оценка влия-
ния изменений возраста на спектральную мощ-
ность колебаний параметров пульсовых волн
АДК, вызванных этими воздействиями, показа-
ла, что эти результаты отражают многообразие
факторов, влияющих на физико-химическое со-
стояние сократительных систем мышечных эф-
фекторов, обеспечивающих уровень кровоснаб-
жения органов и тканей. Такая причина стано-
вится основанием изменений индивидуальной
вариабельности величин параметров волн ПАДК,
которые выбраны в качестве физиологических
маркеров функционального состояния системы
автономной регуляции их мышечных эффекто-
ров. Следует отметить выявленное в ходе данного
исследования некоторое осложнение с получени-
ем результатов. С одной стороны, при контурном
анализе волн ПАДК и упрощенном определении
величин *TPf разновозрастных пациентов мы ви-
дим явные и направленные тенденции возраст-
ных изменений спектральной мощности колеба-
ний (или соответствующей функциональной ак-
тивности) окончаний эфферентов. С другой
стороны, из-за невозможности усреднить спек-
тральные мощности вариабельности *Pf и *TPf и
выполнить стандартную статистическую обра-
ботку, мы сталкиваемся с ограничениями из-за
большого разброса регистрируемых эксперимен-
тальных величин. Все это убеждает в целесооб-
разности применения метода АПП в условиях
персонализированного обследования пациентов.
О специфичности индивидуального распределе-
ния и уровнях функциональной активности регу-
лирующих эфферентных окончаний ВНС и гумо-
ральных катехоламинов, выделяющихся из коры
надпочечников, наглядно свидетельствуют полу-
ченные результаты, представленные в табл. 1 и 2.
В табл. 1 можно видеть средние значения величин
спектральной мощности колебаний показателей
*TPf, суммарно отражающих вариабельность
фрагментов *Pf и характеризующих функцио-
нальную активность параметров *VmaxPP и *PPn
трех разных возрастных этапов жизни пациентов.
Обращает на себя внимание пониженная функ-
циональная активность эфферентных окончаний
ВНС и ГК коры надпочечников, воздействующих
на соответствующие рецепторы кардиомиоцитов
ЛЖС у пациентов наиболее старшей (III) группы,
и сходство характера распределения повышен-
ных активностей этих же эфферентов, воздей-
ствующих на те же рецепторы мышечных эффек-
торов в более молодых группах (I и II этапы).

Общее представление, сформированное на ос-
нове усредненных результатов изучения характе-
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ра распределения функциональной активности
компонентов эфферентного звена, возбудило ин-
терес к изучению возрастной зависимости харак-
теристик индивидуальной вариабельности функ-
циональной активности эфферентных оконча-
ний ВНС и ГК надпочечников, воздействующих
на рецепторы кардиомиоцитов ЛЖС. В табл. 2
показаны результаты обследования отдельных
испытуемых разного возраста. У них по величи-
нам *Pf оценивали спектральную мощность вари-
абельности отдельных фрагментов, составляю-
щих общую величину *TPf. Можно видеть, что да-
же при случайном и единичном выборе
испытуемых обнаруживается определенная тен-
денция направленного возрастного снижения
спектральной мощности колебаний показателя
*TPf, характеризующего вариабельность пара-
метров *VmaxPP и *PPn пульсовых волн АДК па-
циентов. Тем не менее, сохраняется желатель-
ность использования персонализированного
подхода при систематическом проведении анали-
зов автономной регуляции функций ССС у чело-
века неинвазивным методом АПП. В заключение
можно прокомментировать представленные в
табл. 2 результаты персонального обследования
ряда участников нашего исследования. 

Вначале помещены результаты спектрального
анализа вариабельности параметров *VmaxPP и
*PPn пульсовой волны АДК пациентки младшей
группы (20 лет). Можно видеть, что наибольшую
активность, обеспечивающую характерный для
ее возраста высокий эмоциональный сердечный

ритм, необходимый для поддержания оптималь-
ной гемодинамики, проявляют эфференты сим-
патического отдела ВНС (диапазон *Pf(LF)). Дру-
гая картина складывается при рассмотрении ве-
личин показателей характерных для следующей
по возрасту группы обследуемых (31–65 лет). Для
женщины 50 лет из этой группы характерным яв-
ляется повышенная величина регуляторной ак-
тивности угнетающего трансмиттера парасимпа-
тического эфферента, действующего на М-холи-
норецепторы (*Pf(HF)) миоцитов ЛЖС. В этой
же возрастной группе был выделен также мужчи-
на 50 лет для расширения знаний об особенно-
стях регуляции параметров ПАДК в самой боль-
шой по численности обследуемой группе. Было
выполнено более 15 сессий регистрации его пьез-
опульсограмм для наибольшей точности и надеж-
ности оценки активности механизмов системы
автономной регуляции параметров пульсовых
волн АДК. Представленные комплекты из трех
величин *Pf наиболее близко отражают вариа-
бельность средних величин показателей его пуль-
сограмм. Можно видеть, что для его системы ав-
тономной регуляции мышечных эффекторов
ССС является характерным поддержание повы-
шенной активности симпатического (*Pf(LF),
51% от *TPf) и парасимпатического (*Pf(HF), 45%
от *TPf) эфферентов ВНС. Можно считать это от-
ражением воздействия высокой активности сим-
патических эфферентов на β1-адренорецепторы
миоцитов его ЛЖС и защитной реакции со сторо-
ны HF-эфферентов, угнетающих эффекты LF-

Таблица 1. Результаты спектрального анализа параметров пульсовых волн АДК (a. carotis) (возрастная групповая
зависимость)

Возрастные 
этапы/Показатели

I этап (18–30 лет)
(n = 27)

II этап (31–65 лет)
(n = 29)

III этап (66–86 лет)
(n = 18)

*VmaxPP, (мм рт. ст./с)2

*TPf 398 ± 28 389 ± 23 337 ± 43

*Pf (ULF) 125 (31%) 133 (34%) 127 (38%)

*Pf (LF) 99 (25%) 90 (23%) 62 (18%)

*Pf (HF) 176 (44%) 166 (43%) 147 (44%)

*PPn, (мм рт. ст.)2

*TPf 401 ± 35 393 ± 21 359 ± 36

*Pf (ULF) 93 (23%) 108 (27%) 107 (30%)

*Pf (LF) 95 (24%) 82 (21%) 62 (17%)

*Pf (HF) 212 (53%) 203 (52%) 190 (53%)

Примечание. n – Число обследованных пациентов; *Pf – спектральные мощности колебаний фрагментов, входящих в
соответствующие частотные диапазоны, и выраженные в относительных процентах от величин *TPf. Полужирным
начертанием выделены величины *TPf и *Pf с наибольшей вариабельностью в абсолютных значениях среди возрастных
периодов.
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эфферентов. В результате у него наблюдается не-
стабильное периодическое повышение ЧСС (до
85 уд/мин). В этой же группе была выбрана еще
одна женщина (57 лет), которая обратила на себя
внимание тем, что у нее возбуждающим регуля-
торным механизмом уже много лет оставалось
практически только эндокринное воздействие гу-
моральных катехоламинов (*Pf(ULF), 69% от
*TPf). С этим связано и то, что для нее был харак-
терен высокий ритм сокращений сердца
(ЧСС = 86 уд/мин) при пониженной активности
эфферентов ВНС. Эту же женщину пригласили
через 13 лет вновь стать добровольцем и войти в
старшую возрастную группу в качестве одного из
примеров. Как показали результаты, увеличение
ее возраста существенно не изменило характер
распределения функциональной активности ее
периферических механизмов регуляции парамет-
ров пульсовых волн АДК. По-прежнему ее основ-
ным возбуждающим регуляторным воздействием
оставалась регуляция в ультранизком частотном
диапазоне (*Pf(ULF), 41% от *TPf ), при этом со-
хранялись высокий ритм сокращений сердца
(ЧСС = 88 уд/мин) и низкое АДК
(86/57 мм рт. ст.). В старшую возрастную группу в
качестве примера был включен 85-летний мужчи-
на. Для него характерными были низкая (*Pf(LF),
13% от *TPf) активность симпатических эфферен-

тов ВНС, но высокая активность ультранизких
(ГК; *Pf(ULF), 42% от *TPf) и высокочастотных
(парасимпатических эфферентов;*Pf(HF), 45% от
*TPf) регулирующих трансмиттеров, воздейству-
ющих на соответствующие параметры пульсовых
волн АДК. Такое соотношение активностей ком-
понентов периферического эфферентного звена,
видимо, было необходимо для поддержания оп-
тимальных условий сокращения миокарда его
ЛЖС. Спектральный анализ вариабельности
фрагментов стандартных частотных диапазонов,
выполненный в настоящей работе, впервые был
применен нами при анализе у этого же пожилого
мужчины эффекта стрессового воздействия
острой травматической боли на функциональную
активность системы автономной регуляции мы-
шечных эффекторов ССС [10]. 

Анализ полученных результатов показал, что
характер распределения средних величин, отра-
жающих колебания функциональной активности
компонентов периферического эфферентного
регуляторного звена при использованном коли-
честве испытуемых, отличается от закона нор-
мального распределения Гаусса–Лапласа. Воз-
можно, это является причиной затруднений при
применении методов статистической обработки
результатов, но дает возможность получения ре-
альных оценок «online» распределения активно-

Таблица 2. Результаты спектрального анализа параметров пульсовых волн АДК (a. carotis) (возрастная
индивидуальная зависимость)

Показатели / 
Обследуемые

*TPf *Pf(ULF) *Pf(LF) *Pf(HF)

*VmaxPP, (мм рт. ст./c)2

Ж., 20 лет 555 114 (21%) 329 (59%) 112 (20%)

Ж., 50 лет 432 117 (27%) 112 (26%) 202 (47%)

М., 50 лет 330 96 (29%) 169 (51%) 65 (20%)

Ж., 57 лет 348 257 (74%) 49 (14%) 42 (12%)

Ж., 70 лет 245 123 (50%) 68 (28%) 54 (22%)

М., 85 лет 202 96 (48%) 14 (6%) 92 (46%)

*PPn, (мм рт. ст.)2

Ж., 20 лет 539 82 (16%) 339 (64%) 112 (20%)

Ж., 50 лет 390 140 (36%) 81 (21%) 169 (43%)

М., 50 лет 304 61 (20%) 107 (35%) 136 (45%)

Ж., 57 лет 370 255 (69%) 44 (12%) 71 (19%)

Ж., 70 лет 308 126 (41%) 94 (31%) 88 (29%)

М., 85 лет 238 100 (42%) 30 (13%) 108 (45%)

Примечание. *Pf – спектральные мощности колебаний фрагментов, входящих в соответствующие частотные диапазоны, и
выраженные в относительных процентах от величин *TPf. Полужирным начертанием выделены величины *Pf с наибольшей
вариабельностью среди фрагментов, составляющих в сумме соответствующие величины *TPf (100%) у обследуемых
пациентов.
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сти эфферентов во всех частотных диапазонах,
что повышает достоверность функциональной
диагностики. Можно предположить, что нейро-
гуморальные трансмиттеры сразу, по-видимому,
не дожидаясь локального равновесного распреде-
ления, активируют сарколеммальные β1-адрено-
и М-холинорецепторы, вызывая разные по спек-
тральной мощности колебаний пиковые сократи-
тельные ответы кардиомиоцитов ЛЖС. Это поз-
воляет сделать вывод о правильности выбора ме-
тода АПП для неинвазивного анализа
периферических механизмов регуляции функций
ССС у обследуемых. При этом следует сказать,
что наибольших успехов при проведении этих
анализов добивались, применяя персонализиро-
ванный подход к обследованию пациентов. Мож-
но видеть, что результаты индивидуального спек-
трального анализа помогают выявлять специфи-
ческое участие отдельных компонентов в общем
периферическом механизме автономной регуля-
ции ССС, обеспечивающей адекватное функцио-
нирование системы кровообращения у человека. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

С помощью инновационного метода артери-
альной пьезопульсометрии получены новые
результаты, свидетельствующие о возможности
неинвазивного изучения особенностей функци-
онирования периферических механизмов авто-
номной регуляции сердечно-сосудистой системы
у пациентов, отличающихся по возрасту и состо-
янию своего здоровья. Расширение масштаба ис-
пользования метода АПП с использованием
спектрального анализа вариабельности парамет-
ров пульсовых волн артериального давления кро-
ви может способствовать развитию новых спосо-
бов неинвазивной диагностики участия и роли
компонентов периферического нейрогумораль-
ного эфферентного звена в формировании быст-
рой и хорошо регулируемой ответной реакции
системной гемодинамики, использующей в каче-
стве эффекторов кардиомиоциты ЛЖС и обеспе-
чивающей запрос организма пациента об адек-
ватном удовлетворении потребностей его органов
и тканей в кислороде и питательных веществах.
Сравнительное исследование показало, что для
каждого обследуемого пациента становится воз-
можным выполнение неинвазивного анализа
специфических для него периферических меха-
низмов автономной регуляции ССС, необходи-
мых для формирования диагностического заклю-
чения о функциональном состоянии системы его
кровообращения и об относительном участии и
роли эфферентных волокон ВНС и эндокринных
гуморальных катехоламинов в регуляторном воз-
действии на β1-адрено- и М-холинорецепторы
сарколеммы кардиомиоцитов ЛЖС.
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 On the Possibility of Non-Invasive Study of the Peripheral Mechanisms of Autonomous 
Regulation of the Human Cardiovascular System

 V.P. Nesterov*, A.I. Burdygin*, K.B. Ivanov*, S.M. Korotkov*, K.V. Sobol*, 
S.I. Soroko*, and I.V. Shemarova*

*Sechenov Institute of Evolutionary Physiology and Biochemistry, Russian Academy of Sciences,
prosp. Toreza 44, St. Petersburg, 194223 Russia

The aim of this study was to evaluate the possibility of using the developed method of arterial piezopulsometry
for non-invasive study of peculiarities of the functioning of peripheral mechanisms of autonomic regulation
of the cardiovascular system in patients of different age and health state. Study emphasizes the importance of
determining the variability of the parameters of blood pressure pulse waves as a measure of assessing the par-
ticipation and role of the components of the neuroendocrine (sympatho-adrenal) efferent link in the forma-
tion of a fast and well-regulated response of systemic hemodynamics, using myocytes of the left ventricle of
the heart as effectors. This paper discusses the possibility and expediency of personalized use of the arterial
piezopulsometry method for pulsometric diagnostics of the functional state and nature of autonomic regula-
tion of the functions of cardiovascular system in patients in order to be able to detect earlier pathological con-
ditions and disorders of peripheral mechanisms that ensure adequate blood supply in humans.

Keywords: autonomic regulation of the heart, variability, spectral analysis
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Несмотря на значительный прогресс в лечении ожоговой болезни, смертность при данной патоло-
гии может превышать 50% при поражении свыше 30% площади тела вследствие развития синдрома
полиорганной дисфункции. В обзоре рассматриваются наиболее важные молекулярно-биологиче-
ские механизмы развития синдрома полиорганной дисфункции, реализующиеся через свободнора-
дикальную деструкцию плазматических мембран, митохондрий, вторичную продукцию свободных
радикалов поврежденными митохондриями, модификацию митохондриальной ДНК и использова-
ние ее как триггера воспалительных процессов в периферических органах и системах. Рассматрива-
ются вторичные изменения в системе транспорта липидов крови и их роль в генерализации поли-
органной дисфункции и гормонального дисбаланса. С позиции патогенетических сдвигов метабо-
лизма обосновывается применение антиоксидантов, в частности хинонов, в комплексе с
модуляторами липидного обмена для снижения активности воспалительного процесса и гормо-
нального дисбаланса при терапии ожоговой болезни. 

Ключевые слова: ожоговая болезнь, активные формы кислорода, окислительный стресс, синдром поли-
органной дисфункции, антиоксиданты, пластохинон.

DOI: 10.31857/S0006302923010Х180, EDN: OBHWBC

Экспериментальные и клинические исследо-
вания показали, что тяжелые ожоги, вне зависи-
мости от их причины, приводят к выраженному
воспалительному ответу и гипоксии. При этом
последовательность событий и взаимодействие
различных участников этих процессов противо-
речивы и недостаточно изучены [1], в том числе в
связи с отличиями в реализации молекулярно-
биологических механизмов ожоговой болезни в
зависимости от площади ожогов, их выраженно-
сти и степени вторичного поражения органов.

При ожогах вследствие повреждения клеток
происходит высвобождение молекулярных пат-
тернов, связанных с повреждением, – молекул,
способных инициировать неинфекционный вос-

палительный ответ, – мочевой кислоты,
ферритина, гистонов, профилина 1, енолазы 1,
фибронектина и др. [2]. При этом увеличивается
образование активных форм кислорода (АФК)
[3], что запускает процессы свободнорадикально-
го окисления и индуцирует развитие окислитель-
ного стресса. Кроме того, такие молекулярные
паттерны взаимодействуют с сенсорными рецеп-
торами на макрофагах, нейтрофилах и эндотели-
альных клетках, такими как толл-подобные ре-
цепторы (TLR) [4, 5], рецепторы, подобные доме-
ну олигомеризации (NLR) [6], конечные
продукты гликирования (AGE) [7] и рядом других
рецепторов, которые запускают продукцию фак-
торов транскрипции, управляющих продукцией
провоспалительных цитокинов. 

Вышеописанные процессы сопровождаются
увеличением активности надпочечников и выде-
лением большого количества кортизола и катехо-
ламинов. В течение 24 ч после ожога развивается

Сокращения: АФК – активные формы кислорода, СПОД –
синдром полиорганной дисфункции, ПНЖК – полинена-
сыщенные жирные кислоты, мтДНК – митохондриальная
ДНК.
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распределительный шок [8], характеризующийся
повышением проницаемости капилляров, повы-
шением гидростатического давления в микро-
циркуляторном русле, перемещением белков и
жидкости из сосудов в интерстициальное про-
странство, ростом сосудистого сопротивления,
снижением сердечного выброса и гиповолемией.
Таким образом, тяжелый ожог (свыше 30% кож-
ных покровов) требует неотложной инфузионной
терапии [9]. Отсроченная инфузионная терапия
при таких поражениях, как правило, приводит к
развитию синдрома полиорганной дисфункции
(СПОД), являющегося ведущей причиной смер-
ти пациентов с тяжелыми ожогами [10]. У паци-
ентов с тяжелой ожоговой травмой (площадь
ожогов свыше 30%), частота поражения печени
колеблется от 25 до 60%. В 20–40% случаев на-
блюдаются поражения миокарда [11], что в боль-
шей степени способствует гемодинамическим
нарушениям и приводит к летальному исходу в
течение первых 24–48 ч после ожоговой травмы.
Смертность от СПОД увеличивается в зависимо-
сти от объема поражения органов и может превы-
шать 75% [12–15], а при поражении почек может
достигать 100% [16]. Схематически развитие син-
дрома полиорганной дисфункции при кожных
ожогах представлено на рис. 1.

РОЛЬ ОКИСЛИТЕЛЬНОЙ ДЕСТРУКЦИИ 
В РАЗВИТИИ СИНДРОМА ПОЛИОРГАННОЙ 

ДИСФУНКЦИИ
Основными факторами развития СПОД явля-

ются воспалительный ответ и гипоксия [17], ко-
торые, как было описано выше, являются след-
ствием тяжелых ожоговых травм. При этом про-
исходит снижение активности перфузии органов
и их ишемизация [15]. И воспаление, и гипоксия
индуцируют повышенное образование внутри- и
внеклеточных АФК и инициируют развитие
окислительного стресса, который является одной
из наиболее значимых причин поражения пече-
ни, почек и легких при ожогах [18, 19]. Отсрочен-
ная инфузионная терапия отягощает течение бо-
лезни за счет распространения окислительного
стресса, связанного с повышенной продукцией
не только активных форм кислорода, но и азота в
органах-мишенях [20], а также распространения
молекулярных паттернов, связанных с поврежде-
нием.

Образующиеся в течение воспаления иммун-
ными клетками внеклеточные АФК в первую
очередь повреждают плазматические мембраны
клеток и нарушают их целостность. Считается,
что активация свободнорадикального окисления
в отдаленных от ожога органах осуществляется, в
том числе, посредством роста продукции АФК
инфильтрированными в органы нейтрофилами
[24]. Повреждение плазматических мембран при-

водит к нарушению регуляции ионного гомеоста-
за и высвобождению клеточного содержимого в
межклеточное пространство, что способствует
еще большему распространению молекулярных
паттернов, связанных с повреждением. Возника-
ющий при этом осмотический шок провоцирует
развитие гиперкалиемии [21, 22], которая значи-
тельно ухудшает прогноз тяжелобольных пациен-
тов. Повышенная проницаемость плазматиче-
ских мембран для Ca2+ усугубляет течение СПОД
и повышает смертность среди пациентов с сепси-
сом [23]. 

Повреждение плазматических мембран при-
водит к повышению продукции внутриклеточных
АФК (в особенности, митохондриями). Медиато-
ры воспаления могут вызвать повышение уровня
NO внутри клеток, который связывается с сайтом
связывания кислорода в комплексе IV дыхатель-
ной цепи в мембранах митохондрий. Это вызыва-
ет утечку электронов на молекулярный кислород
с комплексов I и III с образованием супероксид-
ного анион-радикала (O2

●–)  [25]. В реакции дис-
мутации O2

●–,  спонтанной или катализируемой
супероксиддисмутазой, происходит генерация
пероксида водорода (H2O2); кроме того, O2

●– мо-
жет быть восстановлен до H2O2

 компонентами
дыхательной электрон-транспортной цепи, на-
пример, убигидрохиноном [26]. В условиях гипо-
ксии, которая, в свою очередь, также может быть
индуцирована воспалением, происходит высво-
бождение ионов железа из ферритина, и реакция
пероксида водорода с ионами Fe2+ (реакция Фен-
тона) приводит к образованию гидроксильного
радикала (●OH), чрезвычайно реакционноспо-
собной АФК. 

Рис. 1. Основные причины развития синдрома поли-
органной дисфункции при ожоговой травме. 
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Было показано, что тяжелые ожоги вызывают
поражения митохондрий мышечной ткани [27],
почек [28] и сердца [29]. Повреждение митохон-
дрий сопровождается не только снижением
продукции АТФ [30, 31] и повышением генера-
ции АФК [32], но и нарушением регуляции экс-
прессии генов, кодирующих антиоксидантные
ферменты [31]; это может приводить к так назы-
ваемой вторичной продукции свободных радика-
лов или вторичному окислительному стрессу. В
результате происходит повреждение субклеточ-
ных структур, приводя не только к значительным
метаболическим нарушениям, но и к смерти
клетки посредством активации апоптоза или не-
кроза [33, 34] или аутофагии [35]. Одним из важ-
нейших патогенетических звеньев ожоговой бо-
лезни является повреждение митохондрий
сердечной мышцы, поскольку количество мито-
хондрий в кардиомиоцитах составляет 20–40% их
объема [36] и снижение их метаболической ак-
тивности неминуемо приведет к нарушению ге-
модинамики и ишемизации органов. Деструкция
митохондрий сопровождается выделением мито-
хондриальной ДНК (мтДНК), имеющей высокую
чувствительность к воздействию свободных ради-
калов из-за отсутствия в ее составе гистоновых
белков [37]. Вследствие повреждения мтДНК
снижается активность синтеза митохондриаль-
ных белков [38]. Поврежденная мтДНК может
выступать в качестве активатора инфламмосомы
3 (NLRP3 – пиринового домена NOD-подобных
рецепторов), которая активирует каспазу1 (сери-
новую протеиназу, расщепляющую белковый
предшественник провоспалительных цитоки-
нов), что приводит к высвобождению интерлей-
кинов IL-1β и IL-18, способствующих вторично-
му апоптотическому и некротическому повре-
ждению органов [38]. Наибольшее количество
NLRP3 продуцируется в клетках Купфера [39],
являющихся и основными источниками фактора
некроза опухоли-α (ФНО-α) и IL-6 [40], также
принимающих активное участие в повреждении
печени. Кроме того, известно, что мтДНК спо-
собна диффундировать в кровоток, а повышение
ее концентрации в крови ассоциировано со
СПОД [41]. 

Таким образом, при ожоговой болезни в ходе
активации свободнорадикальных и других пато-
логических процессов происходит нарушение
циркуляции крови и перфузии органов, что при-
водит к развитию СПОД. Молекулярные меха-
низмы реализации СПОД тесно взаимосвязаны и
усиливают друг друга, при этом одним из основ-
ных деструктивных процессов является окисли-
тельный стресс. 

ИЗМЕНЕНИЕ ЛИПИДНОГО СОСТАВА 
И СОДЕРЖАНИЯ ЖИРНЫХ КИСЛОТ 

ПРИ ОЖОГОВОЙ БОЛЕЗНИ 

Возникающее при обширных ожоговых трав-
мах поражение печени обуславливает снижение
активности ее синтетической функции, в частно-
сти, за счет снижения количества апопротеинов
C-II, C-III и A-I [42]. Учитывая, что эти апопро-
теины регулируют активность сывороточных ли-
попротеинлипаз и лецитин-холестерол-ацил-
трансферазы, абсолютно логичным становится
описанное в работе [43] снижение количества хо-
лестерола липопротеинов низкой плотности, хо-
лестерола липопротеинов высокой плотности и
увеличение содержания триацилглицеридов у па-
циентов на третьи сутки после ожога тела с пло-
щадью поражения более 40%. Интересно отме-
тить, что в клинических исследованиях хирурги-
ческих ожоговых отделений [44, 45] показана
взаимосвязь низкого уровня холестерола с повы-
шенной восприимчивостью к инфекциям и нега-
тивным прогнозом исхода ожоговой болезни,
особенно у пожилых людей. Авторы работы [46]
выявили обратную корреляционную зависимость
между уровнем IL-6 и холестеролом, при этом
низкий уровень холестерола и высокая концен-
трация IL-6 были связаны с длительностью пре-
бывания пациента в стационаре. На основании
полученных результатов авторы делают заключе-
ние, что поддержание высокого уровня холесте-
рола в крови является обязательным компонен-
том успешной терапии ожоговой болезни. Вместе
с тем известно, что холестерол используется как
транспортная форма эссенциальных жирных
кислот и изменение его количества должно быть
ассоциировано с изменением их метаболизма.
Действительно, в более ранних работах, посвя-
щенных исследованию липидного обмена при
ожоговой болезни [47, 48] описано снижение со-
держания фосфолипидов, эфиров холестерола, а
также количества эссенциальных (ω3 и ω6) поли-
ненасыщенных жирных кислот (ПНЖК). 

Продемонстрировано снижение количества
арахидоновой кислоты (С20:4n6) на 55.7%, лино-
левой кислоты (С18:2n6) на 31.6%, при этом коли-
чество эйкозатриеновой кислоты (С20:3n3) было
снижено на 49.5%, а количество пальмитиновой
(С16:0) и олеиновой (С18:1n9) увеличено на 12.1 и
63.0% соответственно [49]. Такая картина может
быть обусловлена повышенным окислением
ПНЖК и увеличением продукции провоспали-
тельного простагландина Е2 (PG-E2) и тромбок-
санов [50], а увеличение соотношения ω6/ω3
ПНЖК может указывать на провоспалительную
направленность этих изменений, поскольку био-
логически активные метаболиты, продуцирую-
щиеся из ω3 ПНЖК, обладают противовоспали-
тельной активностью, а продукты ω6 ряда, напро-
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тив, – провоспалительной активностью [51].
Такая точка зрения подтверждается позитивны-
ми результатами использования ω3 ПНЖК для
лечения ультрафиолетовых ожогов [52] и ре-
золвина D2 (продукт ω3 ПНЖК) для экспери-
ментального лечения глубоких кожных ожогов
[53]. 

Помимо указанного известно, что кожные по-
кровы являются гормонально активной тканью,
способной продуцировать адренокортикотроп-
ный гормон и кортизол [54], являющиеся чрезвы-
чайно важными регуляторами стрессорного об-
мена веществ. Возникающий при ожогах гормо-
нальный дисбаланс и разрыв взаимодействий в
гипоталамо-гипофизарной оси [55] могут быть
обусловлены, в том числе, и нарушением продук-
ции гормонов в поврежденных кожных покровах.
С учетом того, что кортизол синтезируется из хо-
лестерола, вторичное снижение его содержания в
отсроченном послеожоговом периоде может спо-
собствовать развитию гормонального дисбаланса
и послужить причиной сниженной реакции над-
почечников на введение адренокортикотропного
гормона, а снижение содержания самого адрено-
кортикотропного гормона [56] – следствием на-
рушения его продукции в кожных покровах.

Таким образом, вовлечение вторичных изме-
нений липидного обмена в патогенетические ме-
ханизмы ожоговой болезни не вызывает сомне-
ния и должно учитываться при разработке новых
способов ее лечения. 

ПЕРСПЕКТИВЫ ПРИМЕНЕНИЯ 
АНТИОКСИДАНТОВ В ТЕРАПИИ 

ОЖОГОВОЙ БОЛЕЗНИ И СИНДРОМА 
ПОЛИОРГАННОЙ ДИСФУНКЦИИ

Умеренное образование АФК необходимо для
нормального функционирования клетки, так как
некоторые из АФК выполняют роль мессендже-
ров в сигнальной системе клетки (например, пе-
роксид водорода). Повышенное образование
АФК приводит к деструктивным процессам. За-
висимость течения клеточных процессов от уров-
ня внутриклеточных АФК можно проследить на
примере лизосомального экзоцитоза. Лизосомы
играют ключевую роль при восстановлении кле-
точных компонентов, быстро устраняя повре-
жденные компоненты. Так, было показано, что
действие АФК на лизосомальный экзоцитоз име-
ет двухфазный характер: в то время как неболь-
шие количества АФК активируют экзоцитоз че-
рез активацию специфических ионных каналов
TRPML1, высокие концентрации АФК ингиби-
руют этот процесс [57]. 

Важность поддержания физиологически допу-
стимого уровня АФК для предотвращения разви-
тия патологических процессов в клетке, как было

описано выше, неоспорима. Для контроля над
уровнем АФК внутри клеток существует антиок-
сидантная система, состоящая из ряда ферментов
(супероксиддисмутазы, пероксидазы, пероксире-
доксины, каталаза и др.) и низкомолекулярных
соединений (глутатион, восстановленные пири-
диннуклеотиды (НАДФН и НАДН), убихинон,
мочевая кислота). Однако в условиях интенсив-
ного окислительного стресса ресурсов собствен-
ной антиоксидантной системы клетки становит-
ся недостаточно. Для борьбы с окислительным
стрессом при различных заболеваниях и травмах
используют экзогенные антиоксиданты. 

Учитывая значительную роль активации сво-
боднорадикальных процессов в формировании
СПОД при ожогах, были предприняты попытки
использования антиоксидантов при лечении
ожоговой болезни. Так, в исследовании [56] для
лечения пациентов с ожогами использовали 10 мл
антиоксидантной смеси, включавшей 100 мг
сквалена, 30 мг витамина С, 10 мг коэнзима Q10,
5 мг цинка, 3.6 мг бета-каротина, 30 мг биофлаво-
ноидов и 55 мкг селена. Однако пероральный
прием этих антиоксидантов не привел к значи-
мым изменениям в про- и антиоксидантной си-
стеме обследованных. В работе [58] на ожоговую
поверхность наносили липосомы с дигидроквер-
цитином и глицином. Использованная липосо-
мальная композиция вызывала улучшение реге-
нерации кожи и восстанавливала волосяные фол-
ликулы и сальные железы.

Однако для защиты плазматических мембран
и митохондрий в первую очередь необходимы ли-
пофильные антиоксиданты – молекулы, способ-
ные проникать в мембраны и защищать их от пе-
рекисного окисления липидов. Перспективными
кандидатами на роль таких соединений являются
природные хиноны – убихинон и пластохинон, а
также их синтетические производные (рис. 2).

Общими структурными элементами этих со-
единений являются хиноновая гидрофильная
«голова» и гидрофобный «хвост», чаще всего изо-
преноидный, но в синтетических аналогах имею-
щий иное строение. Такая структура обеспечива-
ет хинонам амфифильность, что хорошо сказыва-
ется на их способности проникать в мембраны.
Хиноны функционируют в качестве переносчи-
ков электронов, кроме того, выполняют антиок-
сидантную функцию, а также обладают мембра-
ностабилизирующим действием. Антиоксидант-
ную функцию хиноны осуществляют, в
основном, за счет хиноновой «головы», которая
играет роль редокс-активного центра и вступает в
окислительно-восстановительные реакции. Ан-
тиоксидантная роль «хвоста» хинонов была про-
демонстрирована для пластохинона: в модельных
системах было показано, что изопреноидный
«хвост» способен нейтрализовать синглетный
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кислород по химическому механизму с образова-
нием пероксида водорода, при этом сам пласто-
хинон превращается в гидроксипластохинон (так
называемый пластохинон C). Для мембраноста-
билизирующих свойств хинонов важна и хиноно-
вая составляющая, и боковая изопреноидная
цепь. На модельных липидных везикулах, имити-
рующих состав плазматических мембран E. coli,
было продемонстрировано [59], что убихинон по-
вышает устойчивость мембран в условиях осмо-
тического стресса посредством двух механизмов:
полярная «голова» убихинона обеспечивает сни-
жение коэффициента проницаемости мембраны
за счет увеличения порядка упаковки липидов, а
изопреноидный «хвост» создает внутримембран-
ное давление, препятствующее потере воды. 

Убихинон, также известный как коэнзим Q10
(рис. 2), представляет собой 2,3-диметокси-5-ме-
тил-1,4-бензохинон с десятичленной изопрено-
идной цепью. Основная функция убихинона в
клетке – перенос электронов в электрон-транс-
портных цепях. Наибольшее его количество в
клетке обнаружено во внутренней мембране ми-
тохондрий, где он является одним из участников
дыхательной электрон-транспортной цепи. Уби-
хинон содержится также в липопротеинах низкой
плотности, плазме крови и во всех клеточных
мембранах, в том числе – в плазматической мем-
бране [60], где он участвует в работе коротких
электрон-транспортных цепей, обеспечивая пе-
ренос электронов от внутриклеточных восстанов-
ленных пиридиновых нуклеотидов к внешним
окислителям [61]. 

Убихинон регулирует уровень АФК во всех
мембранах клетки [62–64], в том числе – посред-
ством восстановления токоферола [63, 65, 66];
прекращает перекисное окисление липидов по-

средством реакции с его продуктами – пероксид-
ными, алкоксильными и липидными радикала-
ми, а также с супероксидным анион-радикалом
[26, 67]. Убихинон плазматической мембраны
предотвращает апоптоз, вызванный накоплени-
ем церамида в клетке [68]; уменьшает поврежде-
ние ДНК, вызванное ультрафиолетовым облуче-
нием, в кератиноцитах человека in vitro [69], инги-
бирует апоптоз, вызванный окислительным
стрессом [60].

Исследование действия убихинона при ожогах
также показало положительный эффект. Авторы
работы [39] вводили убихинон в дозе 4 мг/кг вну-
трибрюшинно крысам с ожогом третьей степени
(аналог внутривенного введения). Оценка дей-
ствия убихинона показала, что у таких животных
снижалось поражение печени за счет уменьше-
ния активности продукции активных форм кис-
лорода, сохранения целостности и функции ми-
тохондрий, уменьшения активности образования
мтДНК и последующей активации NLRP3. В ис-
следовании [70], проведенном на мышах, было
продемонстрировано, что использование восста-
новленного убихинона (убигидрохинона) при
ожогах 30% кожных покровов может существен-
но снизить митохондриальную дисфункцию и
воспалительные реакции в скелетных мышцах
мышей. Было показано, что убигидрохинон
предотвращает индуцированные ожоговой трав-
мой морфологические изменения в митохондри-
ях и значительно подавляет окислительный
стресс. Данные, полученные на пациентах-доб-
ровольцах, свидетельствуют о том, что уровень
общего убихинона у пациентов с ожоговой трав-
мой ниже, чем у здоровых людей, и значительно
повышается как в плазме, так и в мононуклеар-
ных клетках периферической крови при его перо-

Рис. 2. Структурные формулы пластохинона, убихинона, митохондриально-направленного производного убихинона –
MitoQ, митохондриально-направленного производного пластохинона – SkQ1.
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ральном введении больным [71, 72]. Однако, в от-
личие от экспериментов на животных, при этом
не было выявлено какого-либо ощутимого вклада
убихинона в улучшение прогноза пациентов с
ожоговой травмой. Тем не менее, авторы данных
исследований указывают на неравномерность и
ограниченность исследуемых выборок пациентов
и подчеркивают необходимость дальнейших ис-
следований.

Структурным аналогом убихинона является
пластохинон-9 (рис. 2), представляющий собой
2,3-диметил-1,4-бензохинон с девятичленным
изопреноидным хвостом. Как и убихинон в дыха-
тельной цепи, пластохинон выполняет роль мо-
бильного липорастворимого переносчика элек-
тронов и протонов в фотосинтетической элек-
трон-транспортной цепи организмов с
оксигенным типом фотосинтеза (высшие расте-
ния, зеленые водоросли и цианобактерии). 

Фактически проявления антиоксидантных
свойств пластохинона те же, что и убихинона: он
прерывает перекисное окисление липидов [73],
взаимодействует с продуктами перекисного
окисления липидов, восстанавливает суперок-
сидный анион-радикал до пероксида водорода
H2O2 [74, 75]. Последнее свойство крайне важно,
поскольку супероксидный анион-радикал обра-
зуется не только снаружи, в водной фазе, количе-
ство антиоксидантов в которой велико, но и внут-
ри липидного бислоя мембран [76, 77], количе-
ство антиоксидантов в которых существенно
ниже, чем в водной фазе. В фотосинтетических
мембранах, в отличие от мембран животных кле-
ток, в результате фотодинамической реакции пиг-
ментов (прежде всего хлорофиллов) происходит
образование синглетного кислорода (1O2) – одной
из самых реакционноспособных и «губительных»
для растений АФК. [78]. Пластохинон – эффек-
тивный нейтрализатор 1O2 [79] и пигментов в
триплетном состоянии, ответственных за продук-
цию 1O2 [80].

На данный момент не существует данных об
антиоксидантном действии природного пласто-
хинона-9 на животные клетки. Поэтому перспек-
тивность его использования может быть лишь
спрогнозирована на основании известных дан-
ных о его реакционной способности в отношении
АФК в растениях и модельных системах. Тем не
менее, считается, что пластохинон обладает более
высокой антиоксидантной и низкой проокси-
дантной активностью, чем убихинон. Одна из
возможных причин заключается в структурном
отличии хиноновой «головы» пластохинона от
убихинона – замене метоксильных групп на ме-
тильные и метильной на водород [81, 82].

Природные аналоги пластохинона-9, содер-
жащиеся в некоторых водорослях, также прояв-

ляют антиоксидантные свойства. Так, аналоги
пластохинона, выделенные из Sargassum mi-
cracanthum подавляли перекисное окисление ли-
пидов [83, 84]; аналоги из Roldana barba-johannis
проявляли антиоксидантные и противовоспали-
тельные свойства [85].

Ближайшими синтетическими аналогами уби-
хинона и пластохинона являются соответственно
MitoQ и SkQ1 (рис. 2). Эти соединения представ-
ляют собой митохондриально-направленные
агенты с хиноновой «головой» убихинона и пла-
стохинона, но с отличным от природных соеди-
нений «хвостом». В данных соединениях «хвост»
представляет собой децильный линкер, к которо-
му прикреплен трифенилфосфониевый катион,
обеспечивающий молекулам направленный
транспорт в митохондрии. Впервые такая кон-
цепция митохондриального таргетинга была
предложена в работе [86]. SkQ1 был синтезирован
под руководством академика В.П. Скулачева и
является самым эффективным из всей линейки
митохондриально-направленных хинонов. При-
мечательно то, что MitoQ и SkQ1 способны вос-
станавливаться и окисляться в дыхательной цепи
митохондрий [87], что обеспечивает не только их
способность проявлять высокую антиоксидант-
ную активность за счет образования восстанов-
ленных форм – гидрохинонов, но также и их спо-
собность заменить убихинон при падении его со-
держания в клетке в стрессовых условиях. SkQ1
имеет более низкую прооксидантную активность,
чем MitoQ, что поддерживает изложенное выше
предположение о том, что пластохинон, вероят-
но, более эффективен как антиоксидант [88] по
сравнению с убихиноном, и проявляет свое анти-
оксидантное действие при более низких концен-
трациях, чем MitoQ. 

В литературе описан опыт применения как
природного убихинона, так и его синтетического
производного MitoQ при ожоговой болезни [39],
а также синтетических производных пластохино-
на при реперфузионных поражениях головного
мозга в экспериментах на животных [89] и гипо-
термическом хранении печени крыс [90]. Однако
информация о применении природного пласто-
хинона и его производных при ожоговых травмах
отсутствует. Учитывая то, насколько важно под-
держивать структурную и функциональную це-
лостность как митохондрий, так и плазматиче-
ских мембран при развитии СПОД в ответ на
ожоговые поражения, применение как природ-
ных хинонов, так и их митохондриально-направ-
ленных производных может стать перспектив-
ным подходом в комплексной терапии ожоговых
травм. 

Исследование действия MitoQ при ожогах [39]
не учитывало вторичные метаболические измене-
ния липид-транспортной системы крови и свя-
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занные с ними изменения эссенциальных поли-
ненасыщенных жирных кислот, носивших выра-
женный провоспалительный характер. В связи с
этим в качестве системы доставки хинонов к
клеткам целесообразно использование липосом,
построенных из фосфатидилхолина, как основ-
ного носителя эссенциальных жирных кислот в
организме. Помимо фосфатидилхолина, неотъ-
емлемой частью липосом является холестерол
[91], содержание которого, как было указано ра-
нее, имеет обратную корреляционную зависи-
мость с уровнем интерлейкина IL-6 и длительно-
стью пребывания пациентов в стационаре. Кроме
того, холестерол может быть использован для
продукции кортизола и, таким образом, позитив-
но влиять на восстановление связи гипоталамо-
гипофизарной оси и баланса стрессорных гормо-
нов в целом. Однако в литературе есть указания и
на возможные сложности с применением такой
композиции. В работе [92], посвященной иссле-
дованию эффекта инкапсулированного в липосо-
мы антиоксиданта SkQ1 на изолированные мито-
хондрии, была обнаружена конкуренция в рас-
пределении SkQ1 между митохондриальными
мембранами и липидными структурами. Это го-
ворит о необходимости проведения исследова-
ний с широким спектром концентраций хинонов
во избежание получения ложноотрицательного
результата, связанного с распределением хино-
нов между мембранами клеток и липосомами. 

Таким образом, представленный обзор описы-
вает важность применения антиоксидантов, в
частности хинонов, для предотвращения разви-
тия СПОД и других следствий ожоговых травм, а
также указывает на необходимость дальнейших
исследований, направленных на усиление защи-
ты и регенерации кожных покровов при ожого-
вой болезни.
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 Pathogenetic Mechanisms of Burn Disease Associated with Oxidative Membrane 
Damage and Ways of Their Correction 

 D.V. Vilyanen*, N.I. Pashkevich**, M.M. Borisova-Mubarakshina*, and S.S. Osochuk**

*Vitebsk State Order of Peoples’ Friendship Medical University, prosp. Frunze 27, Vitebsk, 210009 Republic of Belarus
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Institutskaya ul. 2, Pushchino, Moscow Region, 142290 Russia

Despite significant progress in the treatment of burn disease, mortality in this pathology can exceed 50% ow-
ing to the development of multiple organ dysfunction syndrome when more than 30% of the body surface area
is affected. The review describes the most important molecular and biological mechanisms that underlie the
development of multiple organ dysfunction syndrome in which free-radicals cause damage to plasma mem-
branes, mitochondria, damaged mitochondria generate other free radicals, mitochondrial DNA is modified
and used as a trigger of inflammatory processes in peripheral organs and systems. Secondary changes in the
system of lipid transport in the blood and their role in generalization of multiple organ failure and hormonal
imbalance are considered. In view of pathogenic metabolic shifts, use of antioxidants (such as quinones) in
combination with lipid metabolism modulators is a reasonable strategy to reduce the activity of the inflam-
matory process and hormonal imbalance in the treatment of burn disease. 

Keywords: burn disease, reactive oxygen species, oxidative stress, multiple organ dysfunction syndrome, antioxi-
dants, plastoquinone
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В последнее время появились данные о том, что важную роль в патогенезе многих нейродегенера-
тивных заболеваний и расстройств аутистического спектра играет нарушение функционирования
синапсов как на пре-, так и на постсинаптическом уровне. Особый интерес могут представлять све-
дения о синаптических нарушениях на ранних, досимптомных стадиях болезни, когда потенциаль-
но еще возможно предотвратить массовую дегенерацию нейронов. Возможно, как раз коррекция
синаптической трансдукции на данной стадии весьма эффективна в плане терапии ряда подобных
заболеваний. Настоящий обзор посвящен роли синаптических структур в патогенезе болезни Альц-
геймера, бокового амиотрофического склероза и расстройств аутистического спектра.

Ключевые слова: синапс, болезнь Альцгеймера, боковой амиотрофический склероз, расстройства аути-
стического спектра.
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В мире постоянно увеличивается число людей,
страдающих неврологическими заболеваниями
[1]. Для многих из этих заболеваний, в частности,
нейродегенеративных, так и не найдено эффек-
тивного лечения. Характерно, что при неврологи-
ческих заболеваниях отмечены патологические
изменения в связующем звене – синаптических
образованиях.

Известно, что при болезни Альцгеймера си-
наптическая дисфункция может наблюдаться еще
задолго до массовой гибели нейронов и других
патологических признаков [2], что дает основа-
ние называть болезнь Альцгеймера «синаптиче-
ской патологией» [3]. При болезни Альцгеймера
еще задолго до образования амилоидных бляшек,
элиминации синапсов и гибели нейронов умень-
шается синтез важных белков эндоцитоза (АР-2,
Ар-180, динамина, синаптотагмина) в префрон-
тальной коре [4]. В модели бокового амиотрофи-
ческого склероза на трансгенных мышах наруше-
ния электрогенеза мотонейронов и дисфункция
нервно-мышечных синапсов возникают задолго
до клинических проявлений заболевания, уже в
постнатальном периоде [5, 6]. 

При болезни Хантингтона специфические на-
рушения процессов экзо- и эндоцитоза проявля-
ются на самых ранних стадиях заболевания и, ве-
роятно, необходимы для его развития [7].
При синдроме Дауна важное значение в патоге-
незе, вероятно, играет сверхэкспрессия эндоци-
тозных белков 21-й хромосомы синаптоянина и
интерсектина [8]. В дополнение к этому многие
тяжелые последствия такого тяжелого недуга, как
эпилепсия, характеризующегося гиперактивно-
стью нейронов, возникают как результат некон-
тролируемых циклов экзо- и эндоцитоза синап-
тических везикул. В настоящее время отсутству-
ют данные о детальных молекулярных
механизмах, обуславливающих развитие синап-
тической дисфункции при нейродегенеративных
заболеваниях. 

Что касается расстройств аутистического
спектра, биоинформатический анализ сигналь-
ных путей и генных сетей привел к пониманию,
что многие из вызывающих эти расстройства му-
тационные изменения сказываются на функцио-
нировании синапсов [9]. Как известно, синапс
пластичен, и наиболее стойкие формы синапти-
ческой пластичности сопутствуют изменениям в
биосинтезе белка. Локальная трансляция – это
тонко регулируемый процесс, центральную рольСокращение: βАП – β-амилоидный пептид. 
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в регуляции инициации которого играет сигналь-
ный путь mTOR. Мутационное повреждение хотя
бы одного из звеньев этого сигнального пути при-
водит к нарушениям синаптической пластично-
сти и поведения. С нарушениями регуляции ло-
кальной трансляции в дендритах связаны моно-
генные синдромы Каудена, Ретта, Нунана,
Костелло, нейрофиброматоз I типа, туберозный
склероз и синдром Мартина–Белл, у части носи-
телей которых также диагностируются расстрой-
ства аутистического спектра [9, 10]. 

Данный обзор посвящен синаптическим меха-
низмам развития патологий при некоторых рас-
стройствах аутистического спектра, а также таких
нейродегенеративных заболеваний, как болезнь
Альцгеймера и боковой амиотрофический скле-
роз. 

СИНАПТИЧЕСКИЙ КОМПОНЕНТ 
ПРИ ПАТОГЕНЕЗЕ РАССТРОЙСТВ 

АУТИСТИЧЕСКОГО СПЕКТРА

Л. Каннер впервые описал поведенческий
синдром, известный как аутизм, в 1943 г. [11]. По-
следующие исследования показали, что синдром
передается по наследству и что предрасположен-
ность к аутизму сопряжена с риском более широ-
кого спектра проявлений, выходящих за рамки
традиционных диагностических критериев. Это
привело к расширению диагностических концеп-
ций, пересмотру диагностических критериев и
появлению термина «расстройство аутистическо-
го спектра» [12]. В нынешнем тысячелетии отме-
чен рост числа таких заболеваний более, чем
на 1%.

Моногенные синдромы сыграли огромную
роль в изучении молекулярных механизмов рас-
стройств аутистического спектра [9]. С помощью
модельных животных, несущих мутации, приво-
дящие к разным типам синдромного аутизма, бы-
ло продемонстрировано, что нарушения в струк-
туре, функциях или формировании синапсов яв-
ляются основной причиной возникновения
фенотипа расстройств аутистического спектра
[13]. 

Нейролигины и нейрексины являются моле-
кулами клеточной адгезии, необходимыми для
функционирования синапсов. Известно, что
сбой взаимодействий нейролигинов с нейрекси-
нами может играть роль в патогенезе расстройств
аутистического спектра и когнитивных отклоне-
ний [13, 14]. Мутации в генах нейрексинов также
приводят к фенотипу расстройств аутистического
спектра [9, 15]. Три гена нейрексинов, NRXN1,
NRXN2 и NRXN3, кодируют по две изоформы бел-
ков каждый, которые считываются с независи-
мых промоторов, а сложный альтернативный
сплайсинг генерирует тысячи вариантов белков

[16]. Нейролигины являются эндогенными ли-
гандами нейрексинов и кодируются четырьмя ге-
нами (NLGN1, NLGN2, NLGN3 и NLGN4), мРНК
которых также подвергается альтернативному
сплайсингу. Как нейрексины, так и нейролигины
имеют по одному трансмембранному и коротко-
му цитоплазматическому домену, последний со-
держит PDZ-мотив на карбоксильном конце
[17, 18]. 

В норме нейролигины и нейрексины форми-
руют транс-синаптический комплекс, организу-
ющий постсинаптический и пресинаптический
компартменты путем связывания с белками
CASK, MAGUK и PSD95 [9, 13]. Эксперименты с
модельными животными показали, что отсут-
ствие трех нейролигинов, Nlgn1, Nlgn2 и Nlgn3,
приводит к перинатальной гибели эмбрионов из-
за респираторной недостаточности [19]. Полное
отсутствие α-нейрексинов также приводит к ги-
бели эмбрионов из-за проблем с дыханием, но
уже пренатально [20]. У мышей, несущих аллель
NLGN3 с мутацией R451C, впервые обнаружен-
ной у одного из пациентов с расстройством аути-
стического спектра, было зафиксировано поведе-
ние, аналогичное аутизму без снижения обучае-
мости, но с нарушением социального
взаимодействия [21]. Делеция ортолога NLGN4
гена человека у мышей вызывала нарушение со-
циального взаимодействия, что является анало-
гией расстройств аутистического спектра у чело-
века [22]. 

Синдром Фелан –МакДермид – это генетиче-
ское расстройство, вызывающее широкий спектр
симптомов различной степени тяжести: задержку
развития или умственную отсталость, дефицит
двигательных навыков, задержку речи или ее от-
сутствие, аутизм. Данный синдром является ре-
зультатом терминальной или интерстициальной
хромосомной делеции 22q13.3 [23, 24]. Ключевой
ген, мутация в котором ответственна за формиро-
вание синдрома Фелан – МакДермид, –
SHANK3, – кодирует структурный белок, отвеча-
ющий за фиксацию рецепторов глутамата и ней-
ролигин-нейрексиновых комплексов на постси-
наптической мембране [9, 25–27]. Белок Shank3
входит в семейство, состоящее из белков Shank1,
Shank 2 и Shank 3, являющихся структурными
компонентами постсинаптической мембраны,
которые также называются обогащенными про-
лином синапс-связанными белками [9]. Shank-
белки содержат несколько доменов белок-белко-
вого взаимодействия, позволяющих им связы-
ваться со множеством белков в постсинаптиче-
ском пространстве, в том числе с рецепторами
глутамата, нейролигин-нейрексиновыми ком-
плексами и компонентами актинового цитоске-
лета [28]. В результате этих взаимодействий
Shank-белки модулируют морфологию дендрит-
ных шипиков и синаптическую передачу. 
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Важная роль белка Shank3 для функциониро-
вания синапсов была подтверждена эксперимен-
тально [29]. Так, в культуре нейронов гиппокампа
нокдаун гена SHANK3 привел к увеличению дли-
ны и уменьшению количества дендритных шипи-
ков. У модельных мышей с мутантным вариантом
гена SHANK3 была снижена AMPA-опосредован-
ная синаптическая передача, нарушена длитель-
ная потенциация в гиппокампе [30], изменены
соотношение белков в постсинаптическом про-
странстве и морфология дендритов [31, 32]. Для
изучения механизмов болезни были созданы ли-
нии плюрипотентных стволовых клеток от паци-
ентов с синдромом Фелан–МакДермид, на кото-
рых было показано, что потеря функционально-
сти Shank3 приводит в нейронах к снижению
амплитуды и частоты постсинаптического воз-
буждения и уменьшает количество возбуждаю-
щих синапсов. Обработка инсулиноподобным
фактором роста 1 восстанавливала нормальную
функциональность синапсов. В настоящее время
инсулиноподобный фактор роста 1 проходит вто-
рую фазу клинических испытаний для лечения
синдрома Фелан –МакДермид и других рас-
стройств аутистического спектра [33].

Синдром Мартина–Белл (синдром ломкой Х-
хромосомы) диагностируется у 5–8% детей с рас-
стройствами аутистического спектра и обычно
характеризуется выраженным аутизмом при сни-
женном интеллекте [34]. Подавляющее большин-
ство пациентов с синдромом Мартина–Белл –
мужчины. Фенотипические проявления синдро-
ма Мартина–Белл у них весьма значительны и
включают макроорхидизм, увеличенный размер
ушей, асимметричные черты лица, увеличенные
руки, часто аномалии соединительной ткани,
митрального клапана и аорты. У трети женщин,
носителей этой мутации, при отсутствии каких-
либо иных фенотипических проявлений снижен
интеллект. Фенотип синдрома Мартина–Белл
вызывается транскрипционным сайленсингом
гена FMR1, в 5′-нетранслируемом районе которо-
го содержится нестабильный при передаче в по-
колениях ЦГГ-повтор [9]. Нормальное количе-
ство повторов (отсутствие синдрома) – от 29 до
31. Премутация – от 55 до 200 повторов (когда
синдром не развивается). Полная мутация – бо-
лее 200 повторов (обычно от 230 до 4000), что при-
водит к метилированию всего промоторного рай-
она гена FMR1, замолканию гена, и, следователь-
но, отсутствию его белкового продукта FMRP.
FMRP является РНК-связывающим белком, и
его функции включают транспорт большого ко-
личества мРНК в дендриты, прямую регуляцию
локальной трансляции и стабильности мРНК в
синапсе [35]. В экспериментах с модельными мы-
шами, у которых нокаутирован ген, гомологич-
ный FMR1 (Fmr1 KO), показано повышение ба-
зального уровня белкового синтеза в гиппокампе.

Попытки скорректировать избыточный биосин-
тез белка в синапсах мышей Fmr1 KO были пред-
приняты с использованием негативных регулято-
ров метаботропных рецепторов глутамата
(mGluR1 и mGluR5). В настоящее время четыре
различных препарата, являющихся негативными
регуляторами mGluR5-рецепторов, находятся на
различных стадиях клинических испытаний для
коррекции аберрантного поведения при синдро-
ме Мартина–Белл [36].

Другой перспективной возможностью коррек-
ции синдрома Мартина–Белл фенотипа оказа-
лась активация рецепторов ГАМК, которая смяг-
чала проявление синдрома у мух дрозофил [37] и
нокаутных мышей [38]. Баклофен, селективный
агонист ГАМКB-рецепторов, прошел успешные
клинические испытания по коррекции синдрома
Мартина–Белл [36]. 

Альтернативно для лечения была предположе-
на коррекция структурных дефектов дендритов
[39]. В экспериментах были использованы те же
мыши Fmr1 KO, а в качестве белковой мишени
была выбрана р21-активируемая киназа, которая
модулирует динамику актинового цитоскелета.
Однократное использование ингибитора РАК
FRAX486 оказалось достаточно для полной кор-
рекции фенотипа данного синдрома у взрослых
особей таких мышей. Наблюдалась нормализа-
ция морфологии дендритных шипиков.

Синдром Ангельмана («синдром счастливой
куклы») характеризуется такими признаками, как
задержка психического развития, нарушения сна,
припадки, хаотические движения (особенно рук),
частый смех или улыбки [9]. При синдроме Ан-
гельмана отсутствуют некоторые гены длинного
плеча 15-й хромосомы (причем страдает материн-
ская хромосома, тогда как в случае повреждения
отцовской хромосомы возникает синдром Праде-
ра–Вилли). В большинстве случаев при синдроме
Ангельмана наблюдается делеция 15q11-q13, в
районе расположения которой локализуется ген
убиквитин-лигазы E3 (Ube3a). Именно его счита-
ют ответственным за появление данного синдро-
ма [40, 41]. У модельных мышей, нокаутных по ге-
ну Ube3a, уменьшено количество синапсов, де-
нормализована длительная потенциация в
гиппокампе и способность к обучению [42]. Оче-
видно, что проблемы при синдроме Ангельмана
возникают в результате избытка белков-мишеней
убиквитин-лигазы E3 в постсинаптическом про-
странстве, одним из которых является ассоции-
рованный с цитоскелетом белок Arc. У мышей,
мутантных по Ube3a, экспрессия Arc повышена.
Функции белка Arc связаны с интернализацией
AMPA-подтипа рецепторов глутамата в возбуж-
дающих синапсах [43]. Трансляция Arc регулиру-
ется белком FMRP, ответственным за формиро-
вание синдрома Мартина–Белл. Предполагается,
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что гиперэкспрессия Arc является точкой пересе-
чения в патофизиологии синдрома Ангельмана и
синдрома Мартина–Белл [44] и ингибирование
mGluR5 может скорректировать фенотип син-
дрома Ангельмана так же, как и синдром Марти-
на–Белл [45]. Для коррекции некоторых черт му-
тантного фенотипа синдрома Ангельмана был ис-
пользован препарат L-диоксифенилаланин [9].
Он прошел клинические испытания, хотя моле-
кулярные механизмы, обусловливающие его эф-
фективность, еще не вполне понятны. Показано
только, что мутация или делеция гена Ube3a у мы-
шей нарушает функционирование дофаминерги-
ческой системы [46].

Мишень рапамицина млекопитающих (mTOR
– mammalian or mechanistic target of rapamycin) –
серин/треониновая киназа – является ключевым
регулятором инициации трансляции [47] и дей-
ствует как центральный компонент двух мульти-
белковых комплексов, mTORС1 и mTORС2, ко-
торые различаются композицией белков и суб-
стратами [48]. Как известно, сигнальный путь
PI3K/AKT/mTOR – внутриклеточный сигналь-
ный путь, центральными компонентами которо-
го являются ферменты фосфоинозитид-3-киназа
(PI3K), киназы AKT 1 и mTOR. Это один из уни-
версальных сигнальных путей, характерных для
большинства клеток человека. Он отвечает за
уход от апоптоза, рост, пролиферацию клеток,
метаболизм [49]. Он вовлечен в регуляцию им-
мунного ответа [50], клеточного и опухолевого
роста [51], а также в формирование памяти и дол-
говременной синаптической пластичности [9].
Большая часть доказательств связи функций
mTOR с синаптической пластичностью получена
с использованием рапамицина как ингибитора
данной киназы. Исследования на генетически
модифицированных животных подтвердили во-
влеченность этого сигнального пути в регуляцию
пластичности межнейронных связей [52]. У по-
звоночных долговременные изменения характера
синаптической передачи описываются как, соот-
ветственно, долговременные потенциация и де-
прессия. Наиболее стойкие формы синаптиче-
ской пластичности сопровождаются изменения-
ми в биосинтезе белка как в теле нейронов, так и
локально в дендритах [48]. Мутационное повре-
ждение любого компонента сигнального пути
mTOR приводит к нарушениям локальной транс-
ляции, и как следствие, синаптической пластич-
ности и обусловленного ею поведения. С наруше-
ниями регуляции локальной трансляции в денд-
ритах связаны следующие моногенные
расстройства аутистического спектра: нейрофиб-
роматоз I типа, синдром Костелло, синдром Ну-
нана, синдром Каудена, туберозный склероз,
синдром Мартина–Белл и синдром Ретта [45].

Туберозный склероз (болезнь Бурневилля) –
мультисистемное расстройство, характерной чер-

той которого являются доброкачественные опу-
холи, расположенные во многих органах и тка-
нях, чаще всего в мозге, на коже, глазах, в почках
и сердце [53]. Неврологические проявления тубе-
розного склероза у пациентов очень варьируют –
от симптомов эпилепсии до выраженной олиго-
френии. Около половины пациентов с тубероз-
ным склерозом соответствуют критериям рас-
стройств аутистического спектра [54]. Были уста-
новлены два локуса, связанные с заболеванием, а
позднее описаны расположенные в них гены
TSC1 и TSC2, кодирующие соответственно белки
гамартин и туберин. Оба гена принадлежат к чис-
лу генов-супрессоров опухолей, в норме не поз-
воляющих развиваться патологиям, ограничива-
ющих избыточный рост тканей [53]. Гамартин и
туберин формируют гетеродимерный комплекс,
который ингибирует mTOR. В отсутствие инги-
бирования со стороны TSC1/2-комплекса mTOR
чрезмерно стимулирует клеточный рост и проли-
ферацию. Мутации как гена TSC1, так и TSC2 в
гомозиготном состоянии летальны уже на эмбри-
ональной стадии развития организма. В экспери-
ментах на модельных животных было показано,
что расстройства аутистического спектра и сни-
жение интеллекта у больных туберозным склеро-
зом, скорее всего, не связаны с эпилепсией и
формированием доброкачественных опухолей
[9]. Особенно интересный фенотип был обнару-
жен у мышей Tsc2+/–, которые продемонстриро-
вали нарушения синаптической пластичности и
поведения при отсутствии судорог и избыточного
разрастания нервной ткани [52]. У данных мы-
шей была усилена поздняя фаза длительной по-
тенциации, как известно, требующая интенсив-
ного белкового синтеза, но именно повышение
уровня биосинтеза белка является отражением
повышенной активности mTOR. У всех модель-
ных линий мышей, мутантных по TSC1 или TSC2,
поведенческие и молекулярные нарушения
устранялись после применения mTOR-ингибито-
ров, таких, как рапамицин [55–57]. Характерно,
что даже у взрослых мышей Tsc2+/– после лече-
ния рапамицином были отмечены как восстанов-
ление длительной потенциации, так и значитель-
ное улучшение поведения и обучаемости [52], что
предполагает обратимость поведенческих нару-
шений при аутизме. В настоящее время произ-
водное рапамицина эверолимус одобрен USFDA
для лечения не-неврологических проявлений ту-
берозного склероза. Проводятся испытания этого
препарата для лечения нейрокогнитивных нару-
шений у детей [36]. 

Что касается mTOR-ингибиторов, известна
липидная фосфатаза PTEN (phosphatase and ten-
sin homolog deleted on chromosome 10) – ингиби-
тор сигнального пути mTOR [9]. В настоящее вре-
мя известна функция PTEN как супрессора опу-
холевого роста и показана роль инактивации
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этого фермента в канцерогенезе. С мутациями в
гене PTEN связывают синдром Каудена, иначе
называемый синдромом множественных гамар-
том. Также такие мутации часто сопровождаются
неврологическими проявлениями – макроцефа-
лией, эпилепсией, снижением интеллекта и
аутизмом. Считается, что доля мутации PTEN со-
ставляет до 5% среди расстройств аутистического
спектра, но она может быть и выше, поскольку,
как правило, анализируются образцы крови па-
циентов методом полноэкзомного секвенирова-
ния, а при таком варианте анализа не учитывают-
ся мутации в некодирующих участках. Характер-
но, что корреляция между PTEN-связанным
аутизмом и канцерогенезом отсутствует [51]. Экс-
перименты на модельных животных подтвердили
роль PTEN в формировании расстройств аути-
стического спектра. Делеция гена PTEN приводи-
ла в нейронах мышей к увеличению размеров тела
нейронов, гипертрофии аксонов и дендритов, и,
как следствие, размеров синапсов. Социальное
взаимодействие таких животных также было на-
рушено [58]. В экспериментах с избирательно но-
каутированным геном PTEN в нейронах слухово-
го пути наблюдалось значительное усиление воз-
буждающего входного синаптического сигнала
по сравнению с нейронами с нормальной экс-
прессией PTEN [59]. Дендриты PTEN-нокаутиро-
ванных нейронов были длиннее нормы,
плотность расположения шипиков на них была
повышена. Как морфологические, так и функци-
ональные нарушения данных нейронов блокиро-
вались рапамицином, из этого пришли к выводу,
что все фенотипические проявления делеции
PTEN в нейронах происходят в результате гипер-
активации сигнального пути mTOR [59].

Синдром Ретта обычно диагностируется у де-
вочек после полугода нормального развития с ча-
стотой 1:10000 – 1:15000 [9]. Первыми проявлени-
ями становятся бесцельные стереотипные движе-
ния руками, потеря речи, мимики и
отслеживания глазами. Практически все пациен-
ты соответствуют критериям расстройств аути-
стического типа, с отягощениями в виде наруше-
ния дыхания, судорог, тахикардии, брадикардии
и сколиоза. Синдром Ретта связан с мутацией в
гене MECP2, локализованном на Х-хромосоме.
Для мальчиков null-мутация MECP2 летальна, ее
носители обычно не доживают до двух лет. Не-
сколько известных случаев болезни у мальчиков
сопровождались синдромом Клайнфельтера с по-
лисомией XXY [60]. В настоящее время описано
достаточно много различных мутаций MECP2, в
том числе и синдром Xq28, причиной которого
является дупликация гена MECP2. Последствия-
ми этих мутаций являются самые разнообразные
нейропсихические заболевания: аутизм, эпилеп-
сия, шизофрения, биполярное расстройство, бо-
лезнь Паркинсона, тремор и снижение интеллек-

та [45]. MeCP2 – это белок, который локализован
в ядре клеток и связывается с метилированным
цитозином. Взаимодействуя с промоторными об-
ластями некоторых генов, включая BDNF (brain-
derived neurotrophic factor), MeCP2 активирует их
транскрипцию. Было продемонстрировано так-
же, что MeCP2 конкурирует с гистоном Н1 за сай-
ты связывания с ДНК, но молекулярные меха-
низмы, приводящие к формированию фенотипов
синдрома Ретта и Xq28, пока не выяснены [61].
Мыши, лишенные функционального MeCP2-
белка, воспроизводили фенотип синдрома Ретта
[62, 63]. Морфологически мозг таких мышей по-
ходил на нормальный, но с микроцефалией, при
этом количество дендритов у нейронов было
меньше нормы и наблюдалось их распухание [64].
На молекулярном уровне у модельных MeCP2-
мышей было обнаружено чрезмерное ингибиро-
вание mTOR-сигнального пути – гипофосфори-
лирование протеинкиназы B, mTOR-киназы, ри-
босомного белка S6, p70S6K-киназы и, как след-
ствие, снижение биосинтеза белка [65]. Ген BDNF
был среди первых изученных мишеней MeCP2.
Белок BDNF связывается с тирозинкиназным ре-
цептором B (TrkB) и активирует целый ряд внут-
риклеточных сигнальных путей, включая mTOR
[66]. Считается, что снижение уровня белка и
мРНК BDNF вносит основной вклад в патофи-
зиологию синдрома Ретта [67]. Использование
рекомбинантного BDNF в его терапии осложне-
но низкой проницаемостью гематоэнцефаличе-
ского барьера для этого белка, поэтому исследо-
вания сосредоточены на бустерах и миметиках
BDNF [9]. В настоящее время на стадии клиниче-
ских испытаний находятся два бустера BDNF –
финголимод и копаксон, оба препарата ранее бы-
ли одобрены для лечения рассеянного склероза.
Финголимод является модулятором сфингозин-
1-фосфатных рецепторов, который приводит к
увеличению экспрессии BDNF и активации
TrkB-зависимых сигнальных путей [68]. Копак-
сон известен как иммуномодулятор. Один из
предполагаемых механизмов его действия – уве-
личение экспрессии и высвобождения BDNF из
аутореактивных Т-клеток [69]. 

Центральная роль mTOR в интегрировании
множества экстраклеточных и внутриклеточных
сигналов объясняет сложную картину симптома-
тики аутизма у человека, которая часто включает
аллергии и иммунные нарушения [9, 70, 71]. У мо-
дельных мышей была вызвана аллергическая ре-
акция на молочную сыворотку, которая приводи-
ла к снижению социального взаимодействия и
нарастанию повторяющегося поведения. Актива-
ция mTOR была выявлена в кишечнике и в мозге
таких мышей и, как и в случае с аутизмом, рапа-
мицин снимал как поведенческие, так и иммуно-
логические проявления аллергии на молочный
белок [71]. Таким образом, возможно, mTOR яв-
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ляется тем сигнальным путем, который объеди-
няет поведенческие и иммунологические пробле-
мы расстройств аутистического спектра и, следо-
вательно, может оказаться оптимальной
мишенью для коррекции их проявлений. 

У трехлетнего ребенка, принимавшего вита-
мин D3 в терапевтических дозах, было отмечено
ослабление проявлений расстройств аутистиче-
ского спектра [9]. Такое могло произойти благо-
даря способности витамина D3 ингибировать
mTOR посредством усиления экспрессии активи-
руемого повреждениями ДНК транскрипта 4
(DDIT4 – DNA damage-inducible transcript 4), яв-
ляющегося сильным супрессором mTOR [73, 74].

СИНАПТИЧЕСКАЯ ДИСФУНКЦИЯ 
ПРИ БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА

Исследования последних десятилетий свиде-
тельствуют о том, что основой когнитивных нару-
шений и потери памяти при болезни Альцгейме-
ра может быть нарушение межнейрональной си-
наптической передачи и синаптической
пластичности. В соответствующих областях мозга
наблюдается выраженное снижение количества
синапсов и пресинаптического белка синаптофи-
зина, которое хорошо коррелирует с когнитив-
ными нарушениями [75]. Нарушение памяти и
синаптическая дисфункция появляются еще до
отложения амилоидных бляшек и гибели нейро-
нов. Это может свидетельствовать о том, что де-
фицит синаптических функций, а не потеря ней-
ронов лежит в основе начального развития болез-
ни [76]. В подтверждение синаптической теории
развития болезни Альцгеймера можно привести
следующие доказательства. 1) Селективная поте-
ря памяти (при сохранных сенсорных и моторных
функциях в начале болезни) – свидетельство на-
рушения функций синапсов – морфологического
субстрата памяти. 2) Количество синапсов в гип-
покампе пациентов снижено на 18% уже при лег-
ком когнитивном нарушении, а при болезни
Альцгеймера средней тяжести – может снижаться
до 55% [77]. 3) Потеря синапсов начинается рань-
ше, чем потеря нейронов [78]. 4) При болезни
Альцгеймера значительно снижается количество
многих пре- и постсинаптических белков, а также
многих нейротрансмиттеров [79]. 5) Степень ко-
гнитивных нарушений лучше всего коррелирует
именно со снижением количества синапсов [78,
80]. 6) β-Амилоидный пептид – ключевой фактор
патогенеза болезни Альцгеймера – оказывает
широкий спектр токсических эффектов на си-
наптическую передачу in vivo и in vitro, а также на-
рушения памяти у животных [81]. 

Очень интересным и удивительным представ-
ляется тот факт, что гениальный нейрогистолог,
нобелевский лауреат С. Рамон-и-Кахаль еще в
1892 г. в своей книге «Структура аммониева рога»

по сути предсказал синаптическую природу раз-
вития деменции: «Можно представить, что амне-
зия, нехватка мыслительных ассоциаций, демен-
ция могут возникнуть, когда синапсы между ней-
ронами слабеют в результате патологического
процесса в коре, при этом отростки нейронов
атрофируются и больше не образуют контакты, а
кортикальные мнемонические и ассоциативные
области подвергаются частичной дезорганиза-
ции. Наша гипотеза также подразумевает лучшее
сохранение более старых воспоминаний – воспо-
минаний о молодости в старости – поскольку эти
ассоциативные пути возникли очень давно, по-
вторялись много раз и, очевидно, получили боль-
шую силу. Кроме того, они были сформированы в
период жизни, когда нейрональная пластичность
максимальна». 

В наших собственных исследованиях мы ис-
пользовали β-амилоидный пептид (βАП – олиго-
пептид, состоящий из 38–42 аминокислотных
остатков, который образуется во внеклеточном
пространстве при расщеплении трансмембран-
ного белка-предшественника амилоида). Как из-
вестно, избыточная продукция и накопление
βАП лежат в основе патогенеза болезни Альцгей-
мера и ряда других нейродегенеративных заболе-
ваний [81]. В электрофизиологических экспери-
ментах мы оценивали влияние βАП на мембран-
ный потенциал покоя волокон скелетных мышц
лягушки [82]. βАП в диапазоне концентраций от
10–6 до 10–8 М вызывал медленную, значитель-
ную, обратимую деполяризацию мембран мы-
шечных волокон. Воздействие развивалось
быстрее при более высоких концентрациях βАП
(10–6–10–7 М). Эффект βАП полностью отсут-
ствовал в растворах, не содержащих Na+. βАП-
опосредованная деполяризация также предотвра-
щалась в присутствии тетродотоксина. 

В дальнейших экспериментах мы сравнитель-
но исследовали действие βАП на постсинаптиче-
ские ответы и сократимость скелетных мышц хо-
лоднокровных (озерных лягушек) и теплокров-
ных (мышей) [83]. βАП в концентрации 10–6 до
10–8 М индуцировал деполяризацию мышечных
волокон у тех и других, но нарушал сократимость
только у лягушек, но не у мышей, за счет сниже-
ния амплитуды потенциалов концевой пластин-
ки и повышения порогового потенциала. Неиз-
менная сократительная способность мышей в
присутствии βАП обусловлена более высоким
фактором безопасности нервно-мышечной пере-
дачи у млекопитающих по сравнению с амфибия-
ми. 

Тем не менее, была выявлена общность в меха-
низмах нарушений электрогенеза скелетных мы-
шечных волокон при моделировании болезни
Альцгеймера, характеризующихся снижением ве-
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личины мембранного потенциала покоя и актив-
ности Na+/K+-насоса плазмолеммы. Вероятно,
нарушение процессов секреции нейромедиатора
и рециклирования синаптических везикул при
нейродегенеративных заболеваниях может быть
связано с нарушением функций пресинаптиче-
ских белков, таких как синапсин 1, синаптофи-
зин и др. [79, 84–86]. 

Нами также было изучено влияние ингибито-
ров ацетилхолинэстеразы на моделях болезни
Альцгеймера у мышей [87]. У трансгенных мы-
шей, экспрессирующих химерный белок-пред-
шественник амилоида, ингибиторы ацетилхо-
линэстеразы – новое производное 6-метилураци-
ла С-35 и используемый в клинике донепезил –
частично реверсировали сокращение числа си-
напсов, уменьшали число амилоидных бляшек,
восстанавливали способность к обучению. Эти
результаты доказывают, что ингибиторы ацетил-
холинэстеразы обладают действием, модифици-
рующим болезнь Альцгеймера. 

Все приведенные результаты всесторонних ис-
следований подтверждают создавшееся мнение о
болезни Альцгеймера как о «синаптической пато-
логии» и определяют направление поиска воз-
можных средств излечения. 

СИНАПТИЧЕСКАЯ ДИСФУНКЦИЯ 
ПРИ БОКОВОМ АМИОТРОФИЧЕСКОМ 

СКЛЕРОЗЕ
Боковой амиотрофический склероз – прогрес-

сирующее, фатальное нейродегенеративное забо-
левание, характеризующееся поражением мото-
нейронов головного и спинного мозга. Клиниче-
ски заболевание проявляется в виде мышечной
слабости, параличей и атрофии скелетных мышц.
По мере прогрессирования болезнь захватывает
практически все скелетные мышцы, включая
диафрагму. В большинстве случаев смерть паци-
ентов наступает от паралича дыхательных мышц
через 3–5 лет после постановки диагноза [88].
Распространенность бокового амиотрофическо-
го склероза составляет три-пять случаев на сто
тысяч человек [89, 90]. В настоящее время отсут-
ствуют эффективные методы лечения бокового
амиотрофического склероза, что является одной
из важнейших проблем современной медицины.

В последние годы появились сведения о том,
что дегенерация спинальных мотонейронов при
боковом амиотрофическом склерозе может быть
вызвана деструкцией нервно-мышечного синап-
са [88]. Показано, что предотвращение апоптоза
тел мотонейронов слабо влияет на развитие забо-
левания у SOD1-трансгенных мышей [89–91], а
селективная экспрессия мутантной SOD1 в мото-
нейронах не вызывает выраженной клинической
картины [92, 93]. Кроме того, установлено, что

селективная экспрессия мутантной SOD1 в ске-
летной мышце вызывает некоторые признаки бо-
кового амиотрофического склероза у мышей [94].
Есть сведения о разрушении нервно-мышечных
синапсов у трансгенных SOD1-мышей [92–94]. 

Уже на досимптомной стадии наблюдается
снижение количества синапсов, дающих положи-
тельную окраску одновременно на пресинапти-
ческий белок SV-2 и на холинорецепторы, при
этом количество кластеров холинорецепторов не
снижается даже на терминальной стадии боково-
го амиотрофического склероза у мышей [95]. Эти
данные свидетельствуют об отсоединении нерв-
ных терминалей от концевых пластинок скелет-
ных мышц. Вместе с тем, в настоящее время от-
сутствуют сведения о функциональном состоя-
нии нервно-мышечного синапса при боковом
амиотрофическом склерозе, хотя такие сведения
могли бы значительно продвинуть нас в понима-
нии патофизиологии заболевания. 

Недавние исследования показали ограничен-
ное или неожиданное участие шванновских кле-
ток в боковом амиотрофическом склерозе. Уста-
новлено, что шванновские клетки резистентны к
агрегации mSOD1 (известно, что чаще всего раз-
витие заболевания связано с мутацией в гене
SOD1 (24.0% при семейной форме бокового
амиотрофического склероза и 4.6% при его спо-
радической форме)) [96]. Удивительно, что се-
лективное снижение синтеза mSOD1 в шваннов-
ских клетках SOD1G37R-мышей ускоряет разви-
тие болезни, что сопровождается снижением
уровня инсулиноподобного фактора роста в нер-
вах [97]. Терминальные шванновские клетки по-
казывают выраженную активацию и морфологи-
ческие изменения в нервно-мышечных синапсах
mSOD1-животных, вызванные процессами де-
нервации-реиннервации и связанные с повыше-
ние экспрессии CD44 (интегральный клеточный
гликопротеин, играющий важную роль в межкле-
точных взаимодействиях) [98]. В действительно-
сти перисинаптические шванновские клетки иг-
рают необходимую роль в направлении аксонов
при реиннервации денервированных концевых
пластинок. Коллатеральный и терминальный
спраутинг оставшихся двигательных аксонов яв-
ляется важным компенсаторным механизмом
при потере функциональных двигательных еди-
ниц при нервно-мышечных заболеваниях и после
травмы. Коллатеральный спраутинг был описан
при развитии бокового амиотрофического скле-
роза [99], при данной патологии он снижен по
сравнении с нормальным и не дает продолжи-
тельной функциональной компенсации [100,
101]. 

Учитывая значительное разнообразие генов и
факторов окружающей среды, связанных с воз-
никновением и развитием бокового амиотрофи-
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ческого склероза, в настоящее время сформиро-
вались представления о нем как о заболевании с
широким спектром этиологических причин, дей-
ствие которых запускает клеточно-молекулярных
механизмы, приводящие к развитию сходных
клинических симптомов, связанных с дегенера-
цией мотонейронов [102]. Несмотря на большое
количество исследований в данной области, до
сих пор не удалось разработать единую гипотезу,
объединяющую различные патогенетические ме-
ханизмы, что затрудняет разработку эффектив-
ной нейропротекторной терапии.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Важное значение в патогенезе многих невро-

логических патологий имеют периферические
нарушения нервно-мышечной и сердечно-сосу-
дистых систем, которые зачастую и становятся
непосредственными причинами инвалидизации
и смерти. К ним можно отнести атрофию и пара-
лич скелетных мышц, инфаркт миокарда и т.д.
Необходимо понимать, что патология нервно-
мышечной и сердечно-сосудистой систем при
нейродегенеративных заболеваниях и расстрой-
ствах аутистического спектра не является просто
«отражением» дегенеративных изменений в нерв-
ной системе, а представляет собой отдельный,
практически неизученный аспект патогенеза дан-
ных заболеваний, значение которого в практиче-
ской медицине недооценивается. Перифериче-
ские дисфункции при нейродегенеративных за-
болеваниях и расстройствах аутистического
спектра могут быть первичными, либо усиливаю-
щими дегенеративный процесс в центральной
нервной системе, что повышает их значимость в
клиническом течении заболевания.

В последнее время для расстройств, связанных
с нарушениями синаптической передачи, стали
использовать термин «синапсопатия» (synapsopa-
thy) [9]. Успешный поиск лекарств для лечения
различных синапсопатий – прекрасная иллю-
страция использования методов молекулярной
биологии в медицине. В данном обзоре мы попы-
тались обобщить доступные на сегодняшний день
экспериментальные факты, связывающие нейро-
дегенеративные заболевания и расстройства
аутистического спектра с некоторыми синапсо-
патиями, и возможности фармакологической
коррекции этих патологий. 
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Recently, there has been evidence that alterations in functionality of synapses both at the pre- and postsyn-
aptic level play an important role in the pathogenesis of many neurodegenerative diseases and autism spec-
trum disorders. Of particular interest may be the data on synaptic defects appearing in the early, asymptom-
atic stages of the disease, when it might still be possible to prevent mass degeneration of neurons. Probably,
modulation of synaptic signal transduction at this stage is very effective through therapy of a number of sim-
ilar diseases. This review aims to explore the role of synaptic structures in the pathogenesis of Alzheimer's dis-
ease, amyotrophic lateral sclerosis and autism spectrum disorders.
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С помощью метода поиска максимумов модулей вейвлет-коэффициентов выполнен сравнитель-
ный анализ мультифрактальности различных компонент электроэнцефалограмм в норме и при та-
ких психических расстройствах, как шизофрения и депрессия. Показано, что для каждого типа пси-
хических расстройств положение спектра сингулярности стабильно для большинства областей моз-
га, и основные отличия мультифрактальных свойств связаны с альфа-компонентами
электроэнцефалограмм. Для группы с депрессией характерна антикоррелированная динамика по-
следовательных значений альфа-компонент, а для группы с шизофренией – сочетание антикорре-
лированной и коррелированной динамики, что может быть полезно для клинической диагностики
нейрональных нарушений.
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В связи с тем, что биоэлектрическая актив-
ность как здорового, так и больного мозга прояв-
ляет мультифрактальные свойства, как во время
спокойного бодрствования, так и в различных
фазах сна, а также при выполнении различных
когнитивных задач [1–9] мультифрактальные ха-
рактеристики паттернов электроэнцефалограм-
мы (ЭЭГ) могут быть включены в комплекс те-
стов для дифференциальной диагностики и ис-
следования различных когнитивных расстройств.

В настоящее время мультифрактальный ана-
лиз является перспективным диагностическим
методом исследования биомедицинских сигна-
лов [10–14]. Известно, что паттерны разнообраз-
ных физиологических ритмов, например, био-
электрической активности мозга и сердца, двига-
тельных ритмов, проявляют мультифрактальные
свойства [15–18]. Это связывается с парадоксаль-
ным сочетанием вызванной шумом кратковре-
менной декорреляции в этих ритмах и долговре-
менной корреляции, связанной с их фрактальной
структурой [16, 19]. Наличие мультифрактальных
свойств означает, что временные закономерно-
сти этих паттернов на малых масштабах не иден-
тичны всему сигналу, но самоподобие сохраняет-
ся после усреднения по статистически независи-
мым выборкам [20].

Мультифрактальный спектр динамики мозга
чувствителен к влиянию возраста и когнитивных
способностей [14]. Мультифрактальность био-
электрической активности мозга обнаруживается
при его патологических состояниях, например, в
ЭЭГ больных фокальной симптоматической эпи-
лепсией до, во время и после эпилептических раз-
рядов [8] и в ЭЭГ больных с нервными расстрой-
ствами, связанными с тревожной фобией в соче-
тании с головной болью, тахикардией или
нарушением ритма дыхания [9]. При этом при от-
сутствии эпилептических разрядов динамика
ЭЭГ больного фокальной эпилепсией практиче-
ски неотличима от динамики ЭЭГ здорового моз-
га [8]. Но уже в период, предшествующий эпилеп-
тиформной активности, происходят перестройки
динамики ЭЭГ, приводящие к возникновению
долговременных корреляций последовательных
значений ЭЭГ, что является причиной значи-
тельного увеличения амплитуды ЭЭГ во время
эпилептического разряда [8]. Таким образом,
оценка мультифрактальных свойств позволяет
установить структурные перестройки, приводя-
щие к изменению паттернов ЭЭГ при возникно-
вении эпилептиформной активности.

Мультифрактальный анализ также позволяет
оценить эффективность лечения больных с нерв-
ными нарушениями, связанными с психогенны-
ми болевыми синдромами. Так, в работе [9] пока-Сокращение: ЭЭГ – электроэнцефалограмма.
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зано, что вариации мультифрактальных свойств
объясняют происходящие при психорелаксации
изменения, отражающие сохранение или снятие
психогенной боли у больных с тревожно-фобиче-
скими расстройствами. 

Как правило, мультифрактальный анализ свя-
зан с анализом широкополосного сигнала [4–9,
21, 22], исключение составляет, например, работа
[3], в которой проанализированы мультифрак-
тальные свойства отфильтрованных компонен-
тов ЭЭГ (дельта-, тета-, альфа- и бета-колебания)
здорового мозга, которые также имеют мульти-
фрактальное поведение. 

Целью настоящей работы является сравни-
тельный анализ мультифрактальных свойств раз-
личных компонент ЭЭГ нормальной и патологи-
ческой активности головного мозга при таких за-
болеваниях, как шизофрения и депрессия.

МЕТОДЫ 
Были проанализированы безартефактные сег-

менты ЭЭГ, полученные в состоянии покоя с за-
крытыми глазами у десяти здоровых испытуемых
в возрасте от 18 до 30 лет, десяти больных парано-
идной формой шизофрении в возрасте от 24 до
35 лет и десяти больных депрессией в возрасте от
21 до 34 лет. Данные были предоставлены лабора-
торией физиологии зрения Института физиоло-
гии им. И.П. Павлова РАН. Обе группы больных
(с шизофренией и депрессией) принимали один и
тот же антипсихотический препарат арипипра-
зол, оказывающий наименьшее влияние на элек-
трическую активность мозга, в отличие от других
антипсихотиков [23]. 

ЭЭГ были зарегистрированы на 21-канальном
электроэнцефалографе фирмы «Мицар_ЭЭГ»
(Санкт-Петербург, Россия) с помощью Ag/AgCl-
электродов. Активные электроды располагались
по стандартной схеме 10–20. Референтные элек-
троды располагались на мочках ушей, а заземля-
ющий электрод – в лобной области.

Сегменты ЭЭГ длительностью 120 с, зареги-
стрированные в отведениях C3, C4, T5, T6, P3, Pz,
P4, O1, O2 с частотой дискретизации 256 Гц, под-
вергались цифровой фильтрации с использова-
нием полосового фильтра 0.5–50 Гц. Анализиру-
емые сегменты ЭЭГ содержали 30720 отсчетов и
были разложены на колебания тета-, альфа- и бе-
та-диапазонов (3–7, 8–12 и 14–25 Гц соответ-
ственно) с использованием оптимального филь-
тра Чебышева с конечной импульсной характери-
стикой, рассчитанной с помощью алгоритма
Паркса–Макклеллана. Частоты среза полосы за-
граждения составляли [f1 – 0.5, f2 + 0.5] Гц по от-
ношению к частотам среза полосы пропускания
[f1, f2] Гц, порядок фильтра равнялся 1296. Эта
фильтрация была осуществлена с помощью про-

цедур firpmord.m и firpm.m в системе MATLAB.
Полученные три диапазона были использованы в
мультифрактальном анализе.

Для оценки различий в степени мультифрак-
тальности колебаний в этих диапазонах применя-
ли метод поиска максимумов модулей вейвлет-
коэффициентов (WTMM – wavelet transform mod-
ulus maxima) [24]. Программное обеспечение бы-
ло реализовано в системе MATLAB  на основе
программы multifractal.c, описанной в PhysioNet
(https://physionet.org) и в работе [25]. 

Алгоритм этого метода состоит из следующей
последовательности процедур:

1) для анализируемого сигнала x(t) применяет-
ся непрерывное вейвлет-преобразование:

где a – параметр масштаба, b – параметр времен-
ного сдвига, ψ((t – b)/a) – вейвлетная функция,
полученная из базисного вейвлета ψ(t) путем рас-
тяжения или сжатия и сдвига по времени, символ
ψ* означает комплексное сопряжение; 

2) для каждого значения a находится множе-
ство L(a) линий локальных максимумов модулей
вейвлет-коэффициентов, т.е. линий, для которых

выполняется условие 

3) вдоль каждой линии для значений масшта-
бов, меньших заданного значения a, вычисляют-
ся частичные функции Z(q, a) как сумма q степе-
ней максимумов модулей вейвлет-коэффици-
ентов:

где tl(a*) определяет положение максимума, соот-
ветствующего линии l на этом масштабе;

4) в силу того, что при a → 0 частичная функция
 [26], показатель τ(q) вычисляется по

формуле

5) в случае линейной зависимости τ(q) значе-
ние экспоненты Гельдера h единственно и сигнал
монофрактален, в случае нелинейной зависимо-
сти τ(q) сигнал мультифрактален и распределение
экспонент Гельдера (спектр сингулярности) вы-
числяется по формуле:

В качестве базисного вейвлета ψ(t) использо-
вался вейвлет Морле:

+∞

−∞

− = ψ  
  * 0

0
1( , ) ( ) ,t tW a t x t dt
a a
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∂
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при значении параметра ω0 = 2π, обеспечиваю-
щего простое соотношение f = 1/a между масшта-
бом a и частотой f. 

Ширина спектра сингулярности оценивалась
как Δh = hmax – hmin, где  и

 – максимальное и минимальное
значения показателя Гёльдера, соответствующие
минимальной и максимальной флуктуации сиг-
нала. Ширина спектра сингулярности Δh являет-
ся мерой, определяющей степень мультифрак-
тальности сигнала, поскольку малое значение Δh
указывает на тенденцию сигнала к монофрак-
тальности, а большое значение Δh свидетельству-
ет об усилении мультифрактальности. 

Основной вклад в спектр сингулярности D(h)
при q > 0 дают сегменты, проявляющие большие
флуктуации, а при q < 0 доминируют сегменты с
малыми флуктуациями [20]. При этом положение
спектра сингулярности D(h) дает информацию о
степени коррелированности последовательных
значений сигнала, поскольку нахождение спек-
тра в области значений экспонент Гельдера h < 0.5
соответствуют антикоррелированной динамике,
в то время как значения h > 0.5 – коррелирован-
ной [20]. Коррелированность последовательных
значений сигнала означает, что с большей веро-
ятностью за большим значением сигнала следует
большее, и наоборот. В случае, если динамика яв-
ляется одновременно коррелированной и анти-
коррелированной, спектр сингулярности будет
находиться в интервале 0 < h <1.

Для сравнения средних значений ширины
спектров сингулярности, полученных для разных
групп, применяли однофакторный дисперсион-
ный анализ с последующим множественным
сравнением и попарной проверкой гипотез с по-
мощью теста Тьюки. Если статистика, получен-
ная по F-критерию Фишера, превышала критиче-
ское значение Fcrit = F2,28 = 3.3, то нулевая гипо-
теза о равенстве средних отвергалась. Значения 2
и 28 выбраны исходя из того, что количество
групп k = 3, количество усредненных значений
в каждой группе равно 10, общее количество
наблюдений составляет N = 10·3 = 30, поэтому
k ‒ 1 = 2, N – k = 28. Статистически значимые
различия между группами определялись на осно-
вании значений p < 0.017 в связи с тем, что n =
= k(k – 1)/2 = 3 и 1 – 0.951/n = 0.017.

РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 1 показаны мультифрактальные свой-
ства отфильтрованных составляющих в тета-,
альфа- и бета-диапазонах для испытуемого из
контрольной группы. Мультифрактальность объ-
ясняется нелинейностью кривых τ(q) (рис. 1б) и
зависимостью показателей Гёльдера h(q) от мо-

==max minq qh h

==min maxq qh h

мента q (рис. 1а). Представленные усредненные
зависимости для отведений над центральными
(С3, С4), затылочными (О1 и О2), теменными
(Р3, Р4 и Pz) и височными (Т5 и Т6) областями
мозга свидетельствуют об устойчивости мульти-
фрактальных свойств различных областей мозга у
данного испытуемого. Это подтверждается дан-
ными табл. 1, в которой приведены усредненные
(по испытуемым в контрольной группе) значения
интервалов максимального и минимального зна-
чений показателя Гёльдера [hmin, hmax] для раз-
ных отведений.

Для ЭЭГ-составляющей в тета-диапазоне ко-
лебания являются как коррелированными, так и
антикоррелированными, так как  спектр сингу-
лярности находится в области значений экспо-
нент Гельдера 0.1 < h < 0.8 (рис. 1в). Для составля-
ющей в бета-диапазоне колебания являются ан-
тикоррелированными (0.15 < h < 0.56) (рис. 1в).
В отличие от этого для альфа компоненты ко-
лебания характеризуются только долговремен-
ными корреляциями и спектр сингулярности на-
ходится в области значений экспонент Гельдера
0.55 < h < 1.1 (рис. 1в). В это смещение вносят
вклад как сильные флуктуации (h > 0 при q > 0),
так и слабые флуктуации (при q < 0), в то время
как для спектров сингулярности D(h) для тета- и
бета-компонент доминируют слабые флуктуа-
ции, потому что при q > 0 значения h близки к ну-
лю (рис. 1а).

На рис. 2 представлены усредненные спектры
сингулярности D(h) для пациента с шизофренией
(рис. 1а,б) и для пациента с депрессией (рис. 1в,д)
для составляющих в тета-, альфа- и бета-диапазо-
нах. Спектры для отведений над центральными
(С3, С4) областями мозга (рис. 1б,д) шире для па-
циентов из обеих групп, чем для отведений над
затылочными (О1 и О2), теменными (Р3, Р4 и Pz)
и височными (Т5 и Т6) областями мозга
(рис. 1а,в), что так же как и в случае испытуемого
из контрольной группы свидетельствует об устой-
чивости мультифрактальных свойств в большин-
стве областей (кроме центральных) мозга у па-
циентов с шизофренией и депрессией. Это отра-
жено также в данных табл. 2, в которой
представлены усредненные (по пациентам с
двумя группами патологий) значения интервалов
максимального и минимального значений пока-
зателя Гёльдера [hmin, hmax] для разных отве-
дений.

Для пациента с шизофренией спектры для те-
та- и альфа-компонент находятся в области зна-
чений экспонент Гельдера 0.1 < h < 1.25
(рис. 1а,б), что соответствует как корреллирован-
ной, так и антикоррелированной динамике
последовательных значений компонент ЭЭГ.
В отличие от этого, для бета-компоненты харак-
терно смещение спектра сингулярности в основ-
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Рис. 1. Усредненные зависимости h(q) показателя Гёльдера от значения q (а), показателей τ(q) (б) и спектров
сингулярности D(h) (в) для испытуемого из контрольной группы для отведений над центральными (С3, С4),
затылочными (О1 и О2), теменными (Р3, Р4 и Pz) и височными (Т5 и Т6) областями. Вертикальные и горизонтальные
отрезки отражают доверительные интервалы с уровнем доверия 0.95.

Таблица 1. Сравнение усредненных (по испытуемым в контрольной группе) интервалов максимального и мини-
мального значений показателя Гёльдера [hmin, hmax] для разных отведений

Отведения Тета-компонента
[hmin, hmax]

Альфа-компонента
[hmin, hmax]

Бета-компонента
[hmin, hmax]

C3 0.01–0.88 0.51–0.97 0.02–0.67

C4 0.03–0.89 0.49–0.91 0.01–0.66

P3 0.05–0.92 0.47–0.93 0.06–0.61

P4 0.07–0.87 0.56–0.89 0.07–0.70

T5 0.09–0.83 0.59 –0.95 0.02–0.67

T6 0.05–0.91 0.46–0.92 0.09–0.69

O1 0.03–0.83 0.55–0.89 0.06–0.62

O2 0.05–0.85 0.57–0.95 0.05–0.65
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ном в область антикоррелированных значений
(‒0.15 < h < 0.55) для большинства отведений,
кроме центральных (рис. 1а, б).

Для пациента с депрессией спектры сингуляр-
ности тета-компонент находятся в области значе-
ний экспонент Гельдера –0.15 < h < 1.2, для боль-
шинства отведений для альфа-компоненты сте-
пень долговременных корреляций уменьшается и
спектр сингулярности оказывается в области зна-
чений –0.08 < h < 0.6, а для бета-компоненты дол-
говременные корреляции последовательных зна-
чений исчезают и спектр сингулярности смеща-
ется в область антикоррелированных значений
‒0.2 < h < 0.5 (рис. 1в, д). Таким образом, анти-
коррелированная динамика характерна для ком-
понент бета-диапазона для пациентов обеих
групп также, как и для здорового испытуемого.

Табл. 3 иллюстрирует изменчивость средних
значений ширины спектра сингулярности разных
компонент ЭЭГ в анализируемых группах. Для
группы пациентов с шизофренией характерна бо-
лее высокая степень мультифрактальности для
всех компонент ЭЭГ (Δh = 1.05 ± 0.07, Δh = 0.88 ±
± 0.08 и Δh = 0.73 ± 0.06 для тета-, альфа- и бета-
компонент соответственно) по сравнению с груп-
пой пациентов с депрессией (Δh = 0.91 ± 0.08,
Δh = 0.65 ± 0.07 и Δh = 0.61 ± 0.06). Для бета-ком-
поненты уменьшение степени мультифракталь-
ности связано с преимущественным смещением
спектра сингулярности в область антикоррелиро-
ванных значений.

Для группы пациентов с депрессией для аль-
фа- и бета-компонент также наблюдается тенден-
ция к смещению спектра сингулярности в об-
ласть антикоррелированных значений.

Рис. 2. Усредненные спектры сингулярности D(h) для пациента с шизофренией для отведений над затылочными (О1 и
О2), теменными (Р3, Р4 и Pz) и височными (Т5 и Т6) областями (а) и над центральными (С3, С4) областями (б); (в) и
(д) – аналогичные спектры для пациента с депрессией.
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Таблица 2. Сравнение усредненных (по испытуемым в группах с шизофренией и депрессией, соответственно,)
интервалов максимального и минимального значений показателя Гёльдера [hmin, hmax] для разных отведений

Отведения Тета-компонента
[hmin, hmax]

Альфа-компонента
[hmin, hmax]

Бета-компонента
[hmin, hmax]

Группа с шизофренией

C3 0.01–1.40 –0.02–1.26 –0.11–0.83

C4 –0.07–1.45 –0.01–1.31 –0.07–0.89

P3 0.01–1.11 0.09–0.96 –0.17–0.63

P4 0.03–1.04 0.09–0.99 –0.11–0.66

T5 0.05–1.15 0.09–0.92 –0.07–0.61

T6 0.02–1.06 0.09–0.91 –0.07–0.69

O1 0.01–1.16 0.09–0.98 –0.15–0.62

O2 0.03–1.07 0.09–0.90 –0.17–0.68

Группа с депрессией

C3 –0.14–1.39 0.01–0.97 –0.15–0.67

C4 –0.09–1.31 0.03–1.07 –0.11–0.75

P3 –0.11–0.99 0.05–0.67 –0.05–0.57

P4 –0.17–0.99 0.09–0.63 –0.01–0.52

T5 –0.04–0.99 0.03–0.61 –0.02–0.55

T6 –0.09–0.99 0.02–0.69 0.03–0.59

O1 –0.11–0.99 0.07–0.60 0.01–0.54

O2 –0.15–0.99 0.01–0.67 0.04–0.57

Таблица 3. Сравнение усредненных (по испытуемым и отведениям, кроме центральных С3, С4) интервалов
максимального и минимального значений показателя Гёльдера [hmin, hmax] и ширины спектра сингулярности Δh
для разных групп

Тета-компонента Альфа-компонента Бета-компонента

Контрольная группа

[hmin, hmax] [0.05–0.85] [0.53–0.98] [0.03–0.61]

Δh 0.79 ± 0.06 0.45 ± 0.05 0.62 ± 0.06

Группа с шизофренией

[hmin, hmax] [0.01–1.11] [0.09–0.96] [–0.17–0.63]

Δh 1.05 ± 0.07 0.88 ± 0.08 0.73 ± 0.06

Группа с депрессией

[hmin, hmax] [–0.14–0.99] [0.05–0.67] [–0.05–0.57]

Δh 0.91 ± 0.08 0.65 ± 0.07 0.61 ± 0.06
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Для контрольной группы степень мульти-
фрактальности для тета-компонент ЭЭГ ниже
(Δh = 0.79 ± 0.06), чем для групп с рассмотренны-
ми патологиями, а для бета-компонент степень
мультифрактальности незначительно отличается
во всех группах.

Основные отличия в мультифрактальных
свойствах здорового мозга и мозга с психически-
ми расстройствами содержатся в альфа-компо-
нентах ЭЭГ, которые характеризуются исключи-
тельно долговременными корреляциями для кон-
трольной группы ([hmin, hmax] = [0.53–0.98]),
коррелированной и антикоррелированной дина-
микой для группы с шизофренией ([hmin, hmax] =
= [0.09–0.96]) и практически антикоррелирован-
ной динамикой ([hmin, hmax] = [0.05–0.67]) для
группы с депрессией.

Однофакторный дисперсионный анализ вы-
явил статистически значимые различия усред-
ненных ширины спектра сингулярности Δh в трех
исследованных группах для альфа- и тета-компо-
нент ЭЭГ. Статистика, полученная по F-крите-
рию Фишера, превышала критическое значение
Fcrit = 3.3. Уровень значимости критерия Фишера
(р), т.е. максимальная вероятность ложного от-
клонения нулевой гипотезы о равных средних,
когда она верна, составила порядка 5·10–10, т.е.
была близка к нулю. Для бета-компонент стати-
стически значимых различий в ширине спектра
сингулярности Δh для всех трех групп выявлено
не было (статистика, полученная по F-критерию
Фишера, не превышала критическое значение
Fcrit = 3.3).

Таким образом полученные в настоящей рабо-
те результаты свидетельствуют, во-первых, о вы-
сокой степени устойчивости мультифрактально-
сти различных компонент ЭЭГ для определенной
тестируемой группы, и, во-вторых, говорят о пре-
имущественно антикоррелированной динамике,
т.е. значительном уменьшении или даже полном
исчезновении долговременных корреляций в
альфа-компонентах ЭЭГ для группы с депресси-
ей, а также в бета-компонентах всех анализируе-
мых групп.

Наши данные согласуются с результатами ра-
боты [3], в которой показано, что при различных
условиях выполнения задачи зрительно-мотор-
ного слежения здоровыми испытуемыми (как во-
ображаемого, так и реального зрительно-мотор-
ного слежения) мультифрактальные свойства
отфильтрованных компонентов ЭЭГ очень ста-
бильны для разных мест расположения электро-
дов. При этом внешние события (условия задачи)
оказывают слабое влияние на результаты анализа
мультифрактальных свойств. Таким образом
мультифрактальная динамика является эндоген-
ным свойством такой самоорганизующейся

системы, как мозг, обеспечивающим его целена-
правленное поведение [3]. Другими словами,
мультифрактальность мозга статистически
устойчива, как и стабильна его нейродинамика. 

Ранее в работе [27] мы показали стабильность
мультифрактальных свойств широкополосных
(нефильтрованных ) ЭЭГ, демонстрируя отсут-
ствие значимых различий в спектрах сингулярно-
сти внутри каждой группы для разных электрод-
ных отведений у пациентов с психическими рас-
стройствами и выявили наличие исключительно
долговременных корреляций последовательных
значений паттернов ЭЭГ для контрольной груп-
пы, антикоррелированную динамику для боль-
ных депрессией и сочетание коррелированной и
антикоррелированной динамики для больных
шизофренией. При этом степень антикорреля-
ций возрастала при переходе от лобных и сомато-
моторных областей к зрительным областям, а вы-
раженность мозговых нарушений коррелировала
с увеличением степени мультифрактальности
широкополосной ЭЭГ [27]. Сходство результатов
предыдущей работы [27] с результатами настоя-
щей работы, касающихся альфа-компонент ЭЭГ,
по-видимому, связаны с тем, что эти компоненты
преобладают в паттернах всех трех анализируе-
мых групп, а преобладание определенной состав-
ляющей в ЭЭГ может влиять на фрактальные ха-
рактеристики из-за наибольшего вклада этой со-
ставляющей [3].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

В настоящей работе с помощью метода макси-
мума модуля вейвлет-преобразования вычислены
распределения экспонент Гельдера (спектры
сингулярности) для тета-, альфа- и бета-компо-
нент ЭЭГ здоровых людей и двух групп пациентов
с параноидной шизофренией и с депрессией. Ос-
новные различия в мультифрактальных свой-
ствах активности мозга в норме и при патологии
найдены в альфа-компонентах электроэнцефало-
графических временных рядов, которые характе-
ризуются исключительно долговременными кор-
реляциями для контрольной группы, корреляци-
онной и антикорреляционной динамикой для
группы с шизофренией и антикоррелированной
динамикой для группы с депрессией.

В связи с этим изменение мультифрактальных
свойств между пациентами с нейрональными на-
рушениями и здоровыми лицами может служить
подходом в клинической диагностике некоторых
патологий мозга. 
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 Analysis of Multifractality of Various Components 
of Electroencephalograms in Mental Disorders

 O.E. Dick* 

Pavlov Institute of Physiology, Russian Academy of Sciences, nab. Makarova 6, St. Petersburg, 199034 Russia

The method of finding maxima of the moduli of the wavelet coefficients was used to perform a comparative
analysis of the multifractality of various components of electroencephalograms in normal conditions and in
mental disorders such as schizophrenia and depression. It is shown that for each type of mental disorders, the
position of the singularity spectrum is stable in most areas of the brain, and the main differences between
multifractal properties are associated with the alpha components of electroencephalograms. The group of in-
dividuals affected with depression is characterized by anticorrelated dynamics of successive values of the al-
pha components, and the group of individuals with schizophrenia is characterized by a combination of anti-
correlated and correlated dynamics, thus, it can be useful for the clinical diagnosis of neuronal disorders.

Keywords: mental disorders, EEG frequency components, multifractality
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Ю.О. Теселкин, И.В. Бабенкова, А.А. Кочетова, А.Н. Осипов 680

Математическое моделирование акустического поля для воздействия 
на репродуктивные клетки рыб в криозащитном растворе при эквилибрации 

Е.Н. Пономарева, А.Н. Соловьев, А.А. Матросов, В.А. Чебаненко, Д.А. Нижник,
А.А. Егорова, А.А. Красильникова  689

Яйцеклетки серых морских ежей Strongylocentrotus intermedius как тест-объект
и источник гипометаболических веществ

Л.И. Крамарова, Р.Х. Зиганшин, В.К. Утешев, Т.В. Крамарова, Э.Н. Гахова 700

Цитотоксичность соединений серебра

Д.Б. Корман, Л.А. Островская, Н.В. Блюхтерова, В.А. Рыкова, М.М. Фомина 707

Наночастицы серебра – цитотоксическая активность и механизм действия

Д.Б. Корман, Л.А. Островская, Н.В. Блюхтерова, В.А. Рыкова, М.М. Фомина 715

Модели, описывающие генерацию и проведение нервного импульса

Х.Л. Эрнандес Касерес, С.С. Джимак, Д.А. Семенов,
М.И. Дроботенко, Ю.Д. Нечипуренко 728

БИОФИЗИКА CЛОЖНЫX CИCТЕМ
Энтропия и информация в описании биосистем 

В.В. Аристов, А.В. Карнаухов, В.Ф. Левченко, Ю.Д. Нечипуренко 741

Возможности применения низкоинтенсивного красного света для модуляции 
постаритмических процессов в сердце крыс 

О.В. Другова, А.П. Баврина, Н.В. Тиунова, В.В. Борзиков, С.Л. Малиновская 749
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Частотно-временной анализ колебаний показателей внешнего дыхания 
и сердечного ритма человека при физической нагрузке 

В.Г. Гришин, О.В. Гришин, В.С. Никульцев, В.В. Гультяева,
М.И. Зинченко, Д.Ю. Урюмцев 755

Численное моделирование работы левого желудочка сердца в системе кровообращения: 
эффекты изменения частоты сокращений и апикального инфаркта миокарда

Ф.А. Сёмин, А.Р. Хабибуллина, А.К. Цатурян 763

Изменение антиоксидантных свойств крови при терапии травмы ахиллова сухожилия 
у крыс мезенхимальными стволовыми клетками

С.В. Пинчук, И.Б. Василевич, А.Ю. Молчанова, А.А. Басалай, И.Д. Волотовский 776

Пероксиредоксин 6 предотвращает реперфузионное поражение
изолированной почки крысы

А.Е. Гордеева, М.Г. Шарапов, Р.Г. Гончаров, В.И. Новоселов 783

Анализ действия экзогенного никотинамида на биоэнергетические процессы
в головном мозге при острой гипоксии

М.В. Васин, Л.А Ильин, И.Б. Ушаков 792

Противоопухолевая эффективность сочетанного применения полиакрилата золота 
(аурумакрил) и облучения в эксперименте

Л.А. Островская, Д.Б. Корман, А.Б. Шевелев, А.В. Шибаева, А.А. Липенгольц,
Н.В. Блюхтерова, М.М. Фомина, В.А. Рыкова, Т.К. Лобжанидзе, Н.В. Позднякова,
В.А. Скрибицкий, В.В. Спиридонов, В.А. Кузьмин 798

Микрогемодинамика кожи и механизмы ее регуляции при сахарном диабете 2 типа

И.В. Тихонова, А.А. Гриневич, А.В. Танканаг, В.Г. Сафронова 805

Метод мультисенсорной инверсионной вольтамперометрии в анализе 
противоглаукомных препаратов

Л.М. Балашова, Н.А. Бакунина, В.А. Намиот, И.И. Колеcниченко,
Ю.Д. Кузнецова, А.А. Балашов, Ж.М. Салмаси, С.Н. Удальцов 819

Нетканые сосудистые протезы малого диаметра на основе нановолокон
из ароматического полиимида

А.Е. Чирятьева, Н.А. Завражных, П.В. Попрядухин, Г.Ю. Юкина,
А.В. Кривенцов, Е.М. Иванькова, В.Е. Юдин 827

номер 5

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОФИЗИКА 
Хиральность как симметрийная основа самоорганизации биомакромолекул

В.А. Твердислов, А.Э. Сидорова, О.Е. Багрова, Е.В. Белова, В.С. Быстров,
Н.Т. Левашова, А.О. Луценко, Е.В. Семенова, Д.К. Шпигун 837

16S рРНК E. coli значительно стимулирует трансляцию репортерной мРНК 
в бесклеточной эукариотической системе

Н.В. Зырина, С.Ч. Агаларов 859

Структура и аффинность комплексов между ДНК-связывающим 
доменом белка Swi4 и ДНК 

Д.А. Афонин, О.В. Гераськина, Т.В. Лосева, М.П. Кирпичников,
В.М. Студитский, А.В. Феофанов 868
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БИОФИЗИКА КЛЕТКИ
Динамика процессов в тилакоидных мембранах водорослей in vivo, изучаемая 
в моделях фотосистемы II и тилакоида по измерениям индукции флуоресценции 

Н.Е. Беляева, А.А. Булычев, В.З. Пащенко, К.Е. Клементьев,
П.А. Ермаченко, И.В. Конюхов, Г.Ю. Ризниченко, А.Б. Рубин 877

Изменение конформации и распределения гемоглобина в эритроците 
при ингибировании Na+/K+-атфазы

О.В. Слатинская, П.И. Зарипов, Н.А. Браже,
И.Ю. Петрушанко, Г.В. Максимов 897

Защитный эффект пероксида водорода при гемолизе эритроцитов 
наночастицами серебра

В.В. Войнаровский, Г.Г. Мартинович 906

Действие астаксантина на функциональное состояниее митохондрий 
мозга крыс при сердечной недостаточности

Р.Р. Крестинин, Ю.Л. Бабурина, И.В. Одинокова,
Л.Д. Сотникова, О.В. Крестинина 917

Оценка окрашивания ткани мозга экстрактом чая улун с особым вниманием 
к гладкому эндоплазматическому ретикулуму

Е.А. Шишкова, И.В. Краев, В.В. Рогачевский 926

Цитостатическое действие динитрозильных комплексов железа с глутатионом 
на клетки Escherichia coli определяется катионами нитрозония, 
высвобождающимися из этих комплексов

А.Ф. Ванин, В.И. Телегина, В.Д. Микоян, Н.А. Ткачев, С.В. Васильева 938

Полиакрилаты благородных металлов – цитотоксичность в отношении 
опухолевых клеток, резистентных к цисплатине и доксорубицину 

Л.А. Островская, Д.Б. Корман, Е.И. Некрасова, Ю.А. Хоченкова,
Н.В.Блюхтерова, К.А. Абзаева 947

Селенит натрия как возможный адъювант в терапии Covid-19 

Т.М. Гусейнов, Р.Т. Гулиева, С. Н. Джафарова, Н.Х. Джафар 956

БИОФИЗИКА CЛОЖНЫX CИCТЕМ
Эффекты хлорида никеля на сократительные параметры миокарда
активных сусликов с различным ответом на гипотермию 

А.С. Аверин, Н.М. Захарова, Д.А. Игнатьев 962

Противовирусная активность катионов нитрозония в отношении SARS-CoV-2 
на модели сирийскго хомячка

А.В. Шиповалов, А.Ф. Ванин, О.В. Пьянков, Е.Г. Багрянская, В.Д.Микоян,
Н.А. Ткачев, Н.А. Асанбаева, В.Я. Попкова 969

Роль катиона нитрозония в механизме противоопухолевого эффекта 
препаратов динитрозильных комплексов железа

А.Ф. Ванин, Л.А. Островская, Д.Б. Корман, Н.В. Блюхтерова,
В.А. Рыкова, М.М. Фомина 982

Влияние последовательности действия нейтронного и протонного излучений 
на опухолевый ответ солидной карциномы Эрлиха и реакции кожи у мышей
в ранние и отдаленные сроки

О.М. Розанова, Е.Н. Смирнова, Т.А. Белякова, Н.С. Стрельникова, 
А.Е. Шемяков, А.В. Смирнов 991
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Влияние Кустодиола на сохранность изолированного сердца крысы 
при газовой гипотермической консервации под давлением смеси 
монооксида углерода и кислорода

А.Е. Гурин, Е.Л. Гагаринский, Е.Е. Фесенко (мл.) 1002
Тканеинженерные конструкции в биофизике, неврологии и других областях, 
отраслях и разделах медицины

В.П. Реутов, Л.А. Давыдова, Е.Г. Сорокина 1009
Эволюционная оптимальность признаков организма. Видовая продолжительность 
жизни как продукт эволюции

Л.Л. Овсянников 1030

номер 6

МОЛЕКУЛЯРНАЯ БИОФИЗИКА 
Высвобождение катионов нитрозония из динитрозильных комплексов железа 
при их распаде под действием анионов супероксида или этилендиаминтетраацетата

А.Ф. Ванин, В.Д. Микоян, Н.А. Ткачев 1045
Специфические и неспецифические взаимодействия липополисахарида 
Yersinia pseudotuberculosis с моноклональными антителами, охарактеризованные 
методом атомно-силовой микроскопии

А.А. Бывалов, В.С. Белозёров, Б.А. Ананченко, И.В. Конышев  1056
Обзор математических моделей, описывающих механические движения 
в молекуле ДНК

М.В. Беженар, А.А. Елкина, Х.Л. Эрнандес Касерес, М.Г. Барышев,
А.О. Сулима, С.С. Джимак, В.А. Исаев 1068

Возможные фазовые эффекты в дисперсии глобулярного белка в диапазоне
температур нативного состояния

С.П. Рожков, А.С. Горюнов 1079
Исследование методом ЯМР 1H влияния трет-бутилового спирта на коллаген I

М.Н. Машкин, В.А. Машкина, С.Г. Козлова 1089
Взаимодействие молекул сывороточного альбумина, жирных кислот и графенов
наночастиц шунгитового углерода в водной дисперсии по данным спектроскопии 
комбинационного рассеяния воды в диапазоне больших волновых чисел

С.П. Рожков, А.С. Горюнов, В.А. Колодей, Л.А. Пронькина, Н.Н. Рожкова 1093
Неэквивалентность мономеров в димерной структуре бактериальной
фоторегулируемой аденилатциклазы 

А.М. Кулакова, М.Г. Хренова, А.В. Немухин 1101
Папаиноподобная протеаза PLpro коронавируса SARS-COV-2 как противовирусная
мишень для ингибиторов активного центра и белок-белковых взаимодействий

П.В. Ершов, Е.О. Яблоков, Ю.В. Мезенцев, Г.Н. Чуев, М.В. Федотова, 
С.Е. Кручинин, А.С. Иванов 1109

БИОФИЗИКА КЛЕТКИ
Димеризация свободного и ассоциированного с мембранами фотосистемы II 
белка PsbO при облучении УФ-светом

М.С. Христин, Т.Н. Смолова, А.А Хоробрых 1122



196

БИОФИЗИКА том 68 № 1 2023

СОДЕРЖАНИЕ ТОМА 67, 2022 г.

Вклад фосфолипидов ядерной мембраны в формирование 
электрокинетического потенциала

Л.А. Минасбекян, А.В. Неркарарян 1131

Применение базовых изотопных уравнений для описания динамики 
микробиологических процессов: перераспределение дейтерия

В.А. Вавилин, Л.Я. Локшина 1143

Механизм цитотоксического действия полиакрилата золота на лимфоциты
крови человека

А.К. Чигасова, Л.А. Островская, Д.Б. Корман 1158

Активность и каталитические характеристики сукцинатдегидрогеназы 
митохондрий печени крыс при умеренной гипотермии

Р. А. Халилов, А. М. Джафарова, В. Р. Абдуллаев 1163

Альтернативные фотосенсибилизаторы для фотохимиотерапии на основе 
лекарственных препаратов – производных нитрофурана

Г.Ж. Парра, Л.П. Феррейра, Г.П. Борисевич, Ю.Е. Борисевич 1176

Механизм цитотоксического действия полиакрилата золота на опухолевые клетки 

А.К. Чигасова, Л.А. Островская, Д.Б. Корман 1185

БИОФИЗИКА CЛОЖНЫX CИCТЕМ
Причинно-следственная связь между физиологическими и патологическими процессами 
в мозге и в желудочно-кишечном тракте: ось «мозг – кишечник»

В.П. Реутов, Е.Г. Сорокина 1192

Влияние нелинейности упругих свойств роговицы на результаты тонометрии по Шиотцу: 
оценка на основе двухкомпонентной математической модели

И.Н. Моисеева, А.А. Штейн 1209

Пуринергические механизмы адаптации различных типов двигательных единиц
в условиях аллергической перестройки

А.Е. Хайруллин, А.Ю. Теплов, С.Н. Гришин, А.У. Зиганшин 1220

Исследование кинетики транспорта радиофармацевтических соединений 
на основе фолиевой кислоты, меченных галлием-68

А.С. Лунёв, К.А. Лунёва, Ф.И. Василевич, М.Г. Рахимов, А.А. Ларенков 1224

Гиперкальциевая модель для выявления постсинаптических эффектов АТФ

А.Е. Хайруллин, С.Н. Гришин, А.Ю. Теплов, А.А. Еремеев, 
Т.В. Балтина, А.У. Зиганшин 1232

Оценка тромбообразования при имплантации в артерию кролика полиуретанового
сосудистого протеза, обработанного азотной плазмой

В.С. Чудинов, И.Н. Шардаков, В.В. Литвинов, Г.Г. Фрейнд,
С.Ю. Солодников, В.В. Маслова 1236

Разработка медицинских сенсорных систем в пульмонологии на основе
измерения электрического импеданса

В.Ю. Мишланов, А.Л. Зуев, Я.В. Мишланов 1243

Высокодозовая ингаляция газообразного оксида азота в лечении COVID-19

Е.В. Печёнкин, А.В. Коврижкин, А.В. Пекшев, А.Б. Вагапов,
Н.А. Шарапов, А.Ф. Ванин 1251
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К теории явления суперкомпенсации на основе модели нелинейного 
переторможенного осциллятора

А.А. Зайцев, С.В. Сазонов 1262
Модель эффекта Брока–Зульцера

С.И. Ляпунов, И.И. Шошина 1269
Формальное математическое описание концепции интеллекта в модельной задаче
о влиянии наблюдений на квантовые процессы

Л.Ю. Щурова, В.А. Намиот 1277
Сравнительный анализ методов оценки скорости старения популяций

В.И. Донцов, В.Н. Крутько, Н.А. Ермакова 1288
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диск дрозофилы как модель для обработки изобра-
жений эпителиальных тканей 283

Козлова С.Г. см. Машкин М.Н.
Колеcниченко И.И. см. Балашова Л.М. 
Колеcниченко И.И. см. Балашова Л.М. 
Колесниченко И.И. см. Балашова Л.М.
Колодей В.А. см. Рожков С.П. 
Колтаков И.А. см. Шилова Е.В.
Комаров В.М. см. Кондратьев М.С.
Кондратьев М.С. см. Холявка М.Г.
Кондратьев М.С., Щербаков К.А., Самченко А.А.,

Дегтярева О.В., Терпугов Е.Л., Хечинашвили Н.Н.,
Комаров В.М.Кремниевые аналоги L-аминокис-
лот: свойства «кирпичиков» чужой биосферы 213

Конышев И.В. см. Бывалов А.А.
Конюхов И.В. см. Беляева Н.Е. 
Корман Д.Б. см. Ванин А.Ф. 
Корман Д.Б. см. Островская Л.А.
Корман Д.Б. см. Островская Л.А. 
Корман Д.Б. см. Островская Л.А. 
Корман Д.Б. см. Чигасова А.К.
Корман Д.Б. см. Чигасова А.К.
Корман Д.Б., Островская Л.А., Блюхтерова Н.В.,

Рыкова В.А., Фомина М.М. Цитотоксичность со-
единений серебра 707

Корман Д.Б., Островская Л.А., Блюхтерова Н.В.,
Рыкова В.А., Фомина М.М. Наночастицы серебра –
цитотоксическая активность и механизм действия
715

Коробова Л.С. см. Балашова Л.М.
Коровина А.Н. см. Герасимова Н.С.
Кочетова А.А. см. Теселкин Ю.О. 
Краев И.В. см. Шишкова Е.А. 
Крамарова Л.И., Зиганшин Р.Х., Утешев В.К.,

Крамарова Т.В., Гахова Э.Н. Яйцеклетки серых
морских ежей Strongylocentrotus intermedius как тест-
объект и источник гипометаболических веществ
700

Крамарова Т.В. см. Крамарова Л.И. 
Красавин Е.А. см. Терещенко Л.В.  
Красильникова А.А. см. Пономарева Е.Н.
Краснова О.А. см. Звягина А.И.
Крестинин Р.Р., Бабурина Ю.Л., Одинокова И.В.,

Сотникова Л.Д., Крестинина О.В. Действие астак-
сантина на функциональное состояниее митохондрий
мозга крыс при сердечной недостаточности 917

Крестинина О.В. см. Крестинин Р.Р.
Кривенцов А.В. см. Чирятьева А.Е. 
Крикунова Н.И. см. Жигачева И.В. 
Крупянский Ю.Ф., Коваленко В.В., Лойко Н.Г.,

Генералова А.А., Моисеенко А.В., Терешкин Э.В.,
Соколова О.С., Терешкина К.Б., Эль-Регистан Г.И.,
Попов А.Н. Архитектура конденсированной ДНК в
нуклеоиде бактерии Escherichia coli 638

Крутько В.Н. см. Донцов В.И.
Крутько В.Н. см. Донцов В.И. 
Кручинин С.Е. см. Ершов П.В. 
Кузнецова Ю.Д. см. Балашова Л.М.
Кузнецова Ю.Д. см. Балашова Л.М. 
Кузнецова Ю.Д. см. Балашова Л.М. 
Кузьмин В.А. см. Островская Л.А.
Кулакова А.М., Хренова М.Г., Немухин А.В.

Неэквивалентность мономеров в димерной струк-
туре бактериальной фоторегулируемой аденилат-
циклазы 1101

Куприянов Д. см. Яковлев А.

Лаврик Н.Л. О природе спектрального сдвига по-
лосы соре эритроцитарного оксигемоглобина
при добавлении органических молекул в суспензию
эритроцитов 88

Лавриненко И.А., Вашанов Г.А., Бучельни-
ков А.С., Нечипуренко Ю.Д. Кооперативное
связывание кислорода гемоглобином как одна
из обобщающих моделей в молекулярной био-
физике 421

Лавриненко И.А., Вашанов Г.А., Нечипуренко Ю.Д.
Новая интерпретация коэффициента Хилла 229

Лавриненко И.А., Вашанов Г.А., Нечипу-
ренко Ю.Д. Новая математическая модель,
описывающая оксигенацию гемоглобина 444

Лакомкин В.Л. см. Тимошин А.А. 
Ламичхане Б. см. Ламичхане Т.Р. 
Ламичхане Т.Р., Пант С.П., Ламичхане Б.,

Паудел С., Ядав Б.К., Ламичхане Х.П. Оценка взаи-
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модействия между тиреоидными гормонами и ти-
реотропином при расстройствах функций щито-
видной железы на базе популяционного анализа
данных с логистической моделью 362

Ламичхане Х.П. см. Ламичхане Т.Р.
Ларенков А.А. см. Лунёв А.С.
Латанов А.В. см. Терещенко Л.В.
Левашова Н.Т. см. Твердислов В.А. 
Левченко В.Ф. см. Аристов В.В. 
Левченкова О.С. см. Воробьева В.В.
Лесовой С.В. см. Балашова Л.М. 
Летута С.Н., Ишемгулов А.Т., Никиян А.Н.,

Раздобреев Д.А., Галактионова Л.В., Доро-
феев Д.В., Цюрко Д.Е. Механизмы поврежде-
ния бактерий Salmonella typhimurium и Staphylo-
coccus aureus при импульсном фотовозбуждении
молекулярных сенсибилизаторов 531

Липенгольц А.А. см. Островская Л.А. 
Липенгольц А.А. см. Скрибицкий В.А.
Литвинов В.В. см. Чудинов В.С. 
Лобжанидзе Т.К. см. Островская Л.А. 
Лобышев В.И. Биологическая активность рас-

творов веществ в малых и сверхмалых концентра-
ций 658

Логачев А.A. см. Канапин А.A.
Лойко Н.Г. см. Крупянский Ю.Ф.
Локшина Л.Я. см. Вавилин В.А.
Лосева Т.В. см. Афонин Д.А. 
Лукин А.Н. см. Холявка М.Г.
Лунёв А.С., Лунёва К.А., Василевич Ф.И., Ра-

химов М.Г., Ларенков А.А. Исследование кинетики
транспорта радиофармацевтических соединений на
основе фолиевой кислоты, меченных галлием-68
1224

Лунёва К.А. см. Лунёв А.С. 
Луценко А.О. см. Твердислов В.А. 
Лысенко Н.П. см. Ромодин Л.А.
Ляпунов С.И., Шошина И.И. Модель эффекта

Брока–Зульцера 1269

Мажурцев А. см. Яковлев А. 
Максимов Г.В. см. Слатинская О.В.
Малиновска, С.Л. см. Другова О.В.
Малышева К.С. см. Мартусевич А.К.
Мамон Л.А. см. Козлов К.Н.
Мартинович Г.Г. см. Войнаровский В.В.

Мартусевич А.К., Галка А.Г., Тужилкин А.Н., Го-
лыгина Е.С., Федотова А.С., Назаров В.В. Влияние
переменных токов на кристаллогенные свойства
сыворотки крови in vitro 128

Мартусевич А.К., Голыгина Е.С., Назаров В.В.,
Епишкина А.А., Малышева К.С. Влияние гелиевой
холодной плазмы на микроциркуляцию в околора-
невой зоне при экспериментальной термической
травме 168

Маслакова А.А. см. Сенковенко А.М. 
Маслова В.В. см. Чудинов В.С.
Матросов А.А. см. Пономарева Е.Н. 
Махапатра Г.С. см. Пал Д.
Машкин М.Н., Машкина В.А., Козлова С.Г.

Исследование методом ЯМР 1H влияния трет-бу-
тилового спирта на коллаген I 1089

Машкина В.А. см. Машкин М.Н. 
Мезенцев Ю.В. см. Ершов П.В. 
Мезенцева Л.В. Регрессионный анализ и мате-

матическое моделирование флуктуаций показате-
лей микроциркуляции симметричных областей
верхних конечностей человека 587

Мельников И. см. Яковлев А. 
Меньщиков П. см. Яковлев А. 
Мещеряков Г.А., Зуев В. А., Иголкина А.А.,

Самсонова М.Г. Оптимизация вычислений в задаче
структурного моделирования уравнениями для
биоинформатических приложений 451

Микоян В.Д. см. Ванин А.Ф. 
Микоян В.Д. см. Ванин А.Ф. 
Микоян В.Д. см. Шиповалов А.В. 
Минайчев В.В. см. Звягина А.И.
Минасбекян Л.А., Неркарарян А.В. Вклад фос-

фолипидов ядерной мембраны в формирование
электрокинетического потенциала 1131

Митрохин О.В. см. Донцов В.И.
Мишланов В.Ю., Зуев А.Л., Мишланов Я.В.

Разработка медицинских сенсорных систем в пуль-
монологии на основе измерения электрического
импеданса 1243

Мишланов Я.В. см. Мишланов В.Ю.
Мишра А. см. Саха С.
Моисеева И.Н., Штейн А.А. Влияние нелиней-

ности упругих свойств роговицы на результаты то-
нометрии по Шиотцу: оценка на основе двухком-
понентной математической модели 1209

Моисеенко А.В. см. Крупянский Ю.Ф.
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Мойсенович А.М. см. Сенковенко А.М. 
Молчанова А.Ю. см. Пинчук С.В. 
Мухамедьяров М.А. см. Гришин С.Н.

Нажёсткин И.А., Сварник О.Е. Изменение пока-
зателя интегрированной информации для активно-
сти нейронов гиппокампа в процессе формирова-
ния оперантных навыков у крыс 73

Назаров В.В. см. Мартусевич А.К.
Назаров В.В. см. Мартусевич А.К.
Намиот В.А. см. Балашова Л.М.
Намиот В.А. см. Балашова Л.М. 
Намиот В.А. см. Наумова Е.В.
Намиот В.А. см. Щурова Л.Ю.
Наумова Е.В., Владимиров Ю.А., Тучин В.В., На-

миот В.А., Володяев И.В. Методы исследования
сверхслабого свечения биологических объектов. III.
Физические методы 37

Неврова О.В. см. Жигачева И.В. 
Некрасова Е.И. см. Островская Л.А.
Некрасова Е.И. см. Островская Л.А. 
Немухин А.В. см. Кулакова А.М.
Неркарарян А.В. см. Минасбекян Л.А.
Нечипуренко Ю.Д. см. Аристов В.В.
Нечипуренко Ю.Д. см. Лавриненко И.А.
Нечипуренко Ю.Д. см. Лавриненко И.А.
Нечипуренко Ю.Д. см. Лавриненко И.А.
Нечипуренко Ю.Д. см. Эрнандес Касерес Х.Л.
Нечипуренко Ю.Д., Бучельников А.C. Связыва-

ние лигандов с нуклеиновыми кислотами в раство-
ре и на микрочипах 456

Нижник Д.А. см. Пономарева Е.Н. 
Никиян А.Н. см. Летута С.Н.
Никульцев В.С. см. Гришин В.Г.
Никульцев В.С. см. Гришин В.Г. 
Новиков В.В. см. Шаев И.А. 
Новоселов В.И. см. Гордеева А.Е.

Овсянников Д.А. см. Оськин С.В.
Овсянников Л.Л. Эволюционная оптимальность

признаков организма. Видовая продолжительность
жизни как продукт эволюции 1030

Одинокова И.В. см. Крестинин Р.Р. 
Осипов А.Н. см. Теселкин Ю.О.
Островская Л.А. см. Ванин А.Ф. 
Островская Л.А. см. Корман Д.Б. 
Островская Л.А. см. Корман Д.Б. 

Островская Л.А. см. Чигасова А.К. 
Островская Л.А. см. Чигасова А.К. 
Островская Л.А., Корман Д.Б., Некрасова Е.И.,

Блюхтерова Н.В., Хоченкова Ю.А., Абзаева К.А.
Чувствительность опухолевых и нормальных кле-
ток человека к полиакрилатам благородных метал-
лов 82

Островская Л.А., Корман Д.Б., Некрасова Е.И.,
Хоченкова Ю.А., Блюхтерова Н.В., Абзаева К.А.
Полиакрилаты благородных металлов – цитоток-
сичность в отношении опухолевых клеток, рези-
стентных к цисплатине и доксорубицину 947

Островская Л.А., Корман Д.Б., Шевелев А.Б.,
Шибаева А.В., Липенгольц А.А., Блюхтерова Н.В.,
Фомина М.М., Рыкова В.А., Лобжанидзе Т.К.,
Позднякова Н.В., Скрибицкий В.А., Спиридо-
нов В.В., Кузьмин В.А. Противоопухолевая эф-
фективность сочетанного применения полиакри-
лата золота (аурумакрил) и облучения в экспери-
менте 798

Оськин С.В., Овсянников Д.А., Шишигин И.Н.
Моделирование микроклимата пчелиного улья в
конце зимнего периода 105

Ощепков А.Ю. см. Ихлов Б.Л.,

Павлова Е.Р. см. Сенковенко А.М. 
Пал Д., Гхош Д., Сантра П.К., Махапатра Г.С.

Математический анализ модели эпидемии COVID-
19 с использованием данных эпидемиологических
параметров болезней, распространенных в Индии
301

Панкова С.М. см. Холявка М.Г.
Панкова С.М., Сакибаев Ф.А., Холявка М.Г., Ар-

тюхов В.Г. Возможная роль кластеров заряженных
аминокислот на поверхности цистеиновых протеаз
для сохранения активности при связывании с по-
лимерами 14

Пант С.П. см. Ламичхане Т.Р.
Пантина Р.А. см. Ковалёв Р.А. 
Парин С.Б. см. Савчук Л.В 
Парра Г.Ж., Феррейра Л.П., Борисевич Г.П.,

Борисевич Ю.Е. Альтернативные фотосенсибили-
заторы для фотохимиотерапии на основе лекар-
ственных препаратов – производных нитрофурана
1176

Паудел С. см. Ламичхане Т.Р. 
Пашовкин Т.Н., Садикова Д.Г. Параметры

управления разделением и концентрированием
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эритроцитов и лимфоцитов крыс, эритроцитов че-
ловека в поле стоячей ультразвуковой волны 562

Пащенко В.З. см. Беляева Н.Е. 
Пекшев А.В. см. Печёнкин Е.В. 
Переварюxа А.Ю. Гибридная модель коллапса

промысловой популяции краба Paralithodes
camtschaticus (Decapoda, Lithodidae) Кадьякского
архипелага 386

Петрушанко И.Ю. см Слатинская О.В.. 
Печёнкин Е.В., Коврижкин А.В., Пекшев А.В.,

Вагапов А.Б., Шарапов Н.А., Ванин А.Ф. Высоко-
дозовая ингаляция газообразного оксида азота в ле-
чении COVID-19 1251

Пинчук С.В., Василевич И.Б., Молчанова А.Ю.,
Басалай А.А., Волотовский И.Д. Изменение анти-
оксидантных свойств крови при терапии травмы
ахиллова сухожилия у крыс мезенхимальными ство-
ловыми клетками 776

Позднякова Н.В. см. Островская Л.А. 
Позднякова Н.В. см. Скрибицкий В.А.
Полевая С.А. см. Савчук Л.В. 
Поляничко А.М. см. Тымченко Е.Е.
Пономарева Е.Н., Соловьев А.Н., Матросов А.А.,

Чебаненко В.А., Нижник Д.А., Егорова А.А., Кра-
сильникова А.А. Математическое моделирование
акустического поля для воздействия на репродук-
тивные клетки рыб в криозащитном растворе при
эквилибрации 689

Попкова В.Я. см. Шиповалов А.В.
Попов А.А. см. Скрибицкий В.А.
Попов А.Н. см. Крупянский Ю.Ф.
Попрядухин П.В. см. Чирятьева А.Е. 
Пронькина Л.А. см. Рожков С.П. 
Пьянков О.В. см. Шиповалов А.В. 

Раздобреев Д.А. см. Летута С.Н. 
Ратрей П. см. Саха С. 
Рахимов М.Г. см. Лунёв А.С. 
Реутов В.П., Давыдова Л.А., Сорокина Е.Г.

Тканеинженерные конструкции в биофизике, нев-
рологии и других областях, отраслях и разделах ме-
дицины 1009

Реутов В.П., Сорокина Е.Г. Причинно-след-
ственная связь между физиологическими и патоло-
гическими процессами в мозге и в желудочно-ки-
шечном тракте: ось «мозг – кишечник» 1192

Ризниченко Г.Ю. см. Беляева Н.Е.

Рогачевский В.В. см. Шишкова Е.А.
Рожков С.П., Горюнов А.С. Возможные фазо-

вые эффекты в дисперсии глобулярного белка в
диапазоне температур нативного состояния 1079

Рожков С.П., Горюнов А.С., Колодей В.А.,
Пронькина Л.А., Рожкова Н.Н. Взаимодействие
молекул сывороточного альбумина, жирных кислот
и графенов наночастиц шунгитового углерода в
водной дисперсии по данным спектроскопии ком-
бинационного рассеяния воды в диапазоне боль-
ших волновых чисел 1093

Рожкова Н.Н. см. Рожков С.П.
Рожмина Т.А. см. Дук М.А.,
Рожмина Т.А. см. Канапин А.A.
Розанова О.М., Смирнова Е.Н., Белякова Т.А.,

Стрельникова Н.С., Шемяков А.Е., Смирнов А.В.
Влияние последовательности действия нейтронно-
го и протонного излучений на опухолевый ответ со-
лидной карциномы Эрлиха и реакции кожи у мы-
шей в ранние и отдаленные сроки 991
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