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Введение.  
В настоящее время в пищевой промышленности для производства пищевых ком-

понентов широко используются биотехнологические методы, позволяющие кратно по-
высить эффективность производство и снизить себестоимость получаемой продукции за 
счет использования мутантных и генно-инженерно-модифицированных микроорганиз-
мов (ГММ).  

Изменение последовательности ДНК в результате мутагенеза и генетической мо-
дификации может привести: к продукции различных изоформ белков и, следовательно, 
к изменению свойств биологически активных веществ, продуцируемых микробной клет-
кой, увеличению или уменьшению экспрессии белка, повышению или снижению актив-
ности фермента и условий ее проявления; увеличению вирулентности и патогенности 
микроорганизмов, используемых в пищевой промышленности, а также способности к 
продукции ими токсичных метаболитов или детерминант антибиотикоустойчивости, 
что, несомненно, может отразиться на качестве и безопасности пищевой продукции, по-
лучаемой с использованием микробного синтеза в случае ее недостаточной очистки [1]. 
Кроме того, изменения в генах, обуславливаемые мутациями, а также в результате ис-
пользования биотехнологических методов, может привести к образованию новых видов 
микроорганизмов с выраженными патогенными свойствами. Такие изменения объясня-
ются теорией Бидла и Тейтума (1945 г), которая была основана на исследовании меха-
низмов синтеза веществ микроорганизмами и выражена формулой «один ген - один фер-
мент». Впоследствии данная формула была подтверждена результатами молекулярных 
исследований и определена в форме «один ген, одна молекула матричной РНК (мРНК), 
один белок)». При этом, впервые была установлена связь между структурой одного гена 
и конкретной химической реакцией, происходящей в клетке [2]. В этой связи, оценка 
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рисков здоровью человека пищевой продукции микробного синтеза должна быть осно-
вана, в первую очередь, на результатах проведения исследований  филогенениаеских 
свойств штамма-продуцента, а также наличия в его генотипе детерминант патогенности, 
токсигенности, антибиотикоустойчивости,  векторных последовательностей и/или 
внехромосомных элементов (плазмид, транспозонов, бактериофагов и др.), которые обу-
словливают степень его патогенности и вирулентности [3].  

В этой связи является важным развитие скрининговых методов анализа свойств 
микроорганизмов на основе данных секвенирования их ДНК и филогенетического ана-
лиза с использованием методов биологической статистики.  

Цель: Анализ алгоритма оценки риска здоровью населению технологических 
штаммов микроорганизмов, используемых в производстве пищевой продукции, на ос-
нове методов определения их филогенетического родства и биоинформатики. 

Материалы и методы. 
 В ходе выполнения исследований проведен анализ и обобщение данных опубли-

кованных в реферативных базах данных Scopus, Web of Science, PubMed, РИНЦ, а также 
положений отечественных и международных нормативных и законодательных докумен-
тов. 

Основные результаты и обсуждение. 
С целью оценки безопасности штамма-продуцента, в первую очередь, должна быть 

предоставлена информация об его таксономической принадлежности: бинарное назва-
ние на латинском языке и индивидуальный код-номер штамма. Оцениваемый производ-
ственный штамм должен быть депонирован в официальных коллекциях микробных 
культур национального или международного уровня. Таксономическая принадлежность 
штаммов оценивается в соответствии с установленными принципами систематики для 
прокариотических микроорганизмов, применяемых в отношении бактериальных куль-
тур, или для эукариотических микроорганизмов (дрожжеподобных и плесневых грибов) 
[4,5].  

Таксономическая идентификация бактерий производиться с помощью методов 
биоинформатики на основе данных о последовательностях всего генома путем ее срав-
нения со структурой ДНК штаммов, приведенных в официальных базах данных, обычно 
используемых в процессе таксономической идентификации. При этом, особое внимание 
уделяется наличию определенных последовательностей нуклеотидов, например гена 16S 
рРНК или конститутивных генов, которые обеспечивают осуществление функций, свой-
ственных всем типам клеток определенного вида микроорганизма. Данные гены, как пра-
вило, характеризуются высоким содержанием пары гуанин-цитозин и локализованы в 
сегментах хромосом, положительно окрашиваемых при R-бэндинге.   

Полногеномное секвенирование (включая анализ последовательности ДНК хромо-
сом и внехромосомных генетических элементов, например, плазмид) является предпо-
чтительным и при идентификации дрожжеподобных грибов. Филогеномный анализ 
дрожжеподобных грибов проводится с помощью конкатенации (анализа цепи) несколь-
ких консервативных генов, что позволяет установить филогинетическую связь между из-
вестными родственными геномами.  

В отношении плесневых грибов (при наличии результатов полногеномного секве-
нирования) идентификация должна производиться с помощью филогеномного анализа 
путем сравнения генома с доступными данными о строении ДНК родственных геномов. 
Например, идентификация может быть проведена путем сравнения гена 18S рРНК и/или 
внутреннего транскрибируемого спейсера - участка кластера рибосомной ДНК, разделя-
ющего гены двух высокомолекулярных рРНК.  Транскрибируемый спейсер  «выреза-
ется» в процессе созревания рРНК. Кроме того, проводится анализ последовательностей 
ДНК, отвечающих за синтез антибиотиков, бактериальных токсинов и микотоксинов, а 
также других характерных последовательности нуклеотидов. При установлении видовой 
принадлежности штамма-продуцента используются как фенотипические признаки, так и 
результаты молекулярных исследований, получаемые при помощи полимеразно-цепной 
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реакции (ПЦР метода) и секвенирования ДНК [4,6]. Каждый вид мутантного или ГМ 
микроорганизма необходимо проследить до его общего предка в корне филогенетиче-
ского дерева (Рис 1) [7].  
 
 

 
 
 
 

Рисунок 1- Принципы построения филогенетического дерева [6] 
 

В процессе построения филогенетического дерева вычисляется вероятность (Pij(t)) 
замены основания ДНК, то есть вероятность того, что ДНКi подверглось мутации и было 
заменено основанием j в момент времени t. Такие замены отражают процесс, называемом 
«цепи Маркова», который прогнозирует будущие состояния ДНК в зависимости от 
настоящего в соответствии с формулой [7]: 

 
Pij = P(X(t + s) = j/X(s) = i); 

 
В качестве регуляторных элементов, способствующих селекции штамма-проду-

цента, при ГМ модификации, как правило, служат гены антибиотикорезистентности или 
гены условно-патогенных микроорганизмов (например, Е.coli, St aureus и др.), определя-
ющие токсигенный потенциал этих микроорганизмов, которые в последствии могут не 
«вырезаться». Кроме того, в качестве штамма-реципиента может быть использовано 
ДНК штаммов особо опасных инфекций. Таким образом, генетические технологии несут 
высокие риски биобезопасности для населения [5].  

Быстрое накопление данных о результатах полногеномного синтеза микроорганиз-
мов явилось стимулом к изучению эволюции геномной архитектуры, при таких собы-
тиях, как геномные перестройки при трансгенезе, мутации. Вместе с тем, современные 
подходы в области филогенетического анализа несколько ограничены небольшим коли-
чеством результатов анализа близкородственных геномов и кодируемых ими продуктов.  
Более того, эти подходы, как правило, не включают анализ результатов мутаций и изме-
нений состава генотипа ГММ. В этой связи, в настоящее время разрабатываются под-
ходы, способствующие исследованию геномов эукаротических организмов, которые мо-
гут позволить в одном и том же случае проводить анализ геномов с очень разным коли-
чеством маркеров (40 000 или более), так как они предусматривают использование мето-
дов биологической статистики (RAxML) [8]. 

Необходимость разработки перечня микроорганизмов, квалифицированных как 
безопасные обусловили развитие исследований по выявлению возможного наличия фак-
торов антибиотикоустойчивости, патогенности и вирулентности в составе технологиче-
ских микроорганизмов [9]. В 2019 году Европейская комиссия (ЕК) направила в Евро-
пейское агентство по безопасности пищевых продуктов (EFSA) и Европейский центр 
профилактики и контроля заболеваний (ECDC) разрешение на внедрение и управление 

корень 

ветви 

Верхние 
ветви 

Участки разветв-
ления 
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двумя совместимыми системами для сбора и анализа данных о полногеномном секвени-
ровании Salmonella enterica, Listeria monocytogenes и Escherichia coli, включая энтеропа-
тогенные E. coli. Цель данной работы в предоставлении надежного и эффективного ин-
струмента для быстрого выявления вспышек инфекционных заболеваний с пищевым пу-
тем передачи.  В соответствии с этой системой, геном технологических микроорганиз-
мов должен быть проверен на наличие генов антибиотикоустойчивости к противомик-
робным препаратам, используемым в клинической и ветеринарной практике. Для этой 
цели проводятся сравнение последовательности ДНК исследуемого штамма с последо-
вательностями, определяющими устойчивость к антибиотикам, приведенным в совре-
менных базах данных1. Анализ должен основываться на результатах кодирования генов 
устойчивости к противомикробным препаратам с указанием процента идентичности с 
эталонной последовательностью [4]. 

Анализ полученных результатов секвенирования ДНК также должен быть направ-
лен на выявление последовательностей ДНК характерных для патогенных и условно-па-
тогенных микроорганизмов. Гены вирулентности и токсигенности в ДНК выявляются на 
основе анализа секвенированных геномов, в сравнении с последовательностями приве-
денными в базах данных, например в VFDM (http://www.mgc.ac.cn/VFs/) [10]. Так, напри-
мер, большинство факторов вирулентности Escherichia coli представляют адгезины, ток-
сины, факторы, определяющие скорость метаболизма железа, гены, отвечающие за био-
синтез липополисахаридов и полисахаридов входящих в состав капсул.  В секвенирован-
ных изолятах Klebsiella pneumoniae многие факторы вирулентности связаны с плазми-
дами. Крупные плазмиды этих штаммов гомологичны плазмиде вирулентности pLVPK 
из клебсиеллы (AY378100.1). Эти плазмиды содержат несколько генов вирулентности, в 
том числе rmpA, ibeB, iha, iroB, iroN, irp, iucA и iutA.  Самое большое количество генов 
вирулентности (377) выявлено у штамма Pseudomonas aeruginosa 9/195. Основные фак-
торы вирулентности P. aeruginosa включают эластазу, фосфолипазу С, протеазу А, экзо-
токсины и цитотоксины, белки жгутиков и пилей, продукция пигмента.  Два секвениро-
ванных штамма P. aeruginosa 7/157 и 16/222 имели гены, кодирующие токсин типа III, 
exoU, exoT и exoY.  ExoT входит в состав всех изолятов P. аeruginosa выделенных в кли-
нике и объектов окружающей среды, тогда как exoS обнаруживается примерно в 70% 
клинических изолятов. Токсин exoU является наиболее вирулентным фактором среди 
эффекторов P. aeruginosa типа III. Большое количество генов вирулентности, идентифи-
цированных в секвенированном геноме (более 70), были связаны с синтезом жгутиков и 
белками пилей IV типа. Кроме того, у этих штаммов были обнаружены гены двух систем 
QS, las и rhl. Более 20 генов были ассоциированы с биосинтезом альгината, полисаха-
рида, способствующего адгезии бактерий в легких. Другим важным фактором вирулент-
ности P. aeruginosa является algU, кодирующий экстрацитоплазматический сигма-фак-
тор, который играет ключевую роль в патогенезе муковисцидоза. Все исследованные 
штаммы P. aeruginosa имели ген plcH, кодирующий гемолитическую фосфолипазу C, что 
является важным фактором вирулентности этих патогенов. У P. аeruginosa обнаружены 
все гены, участвующие в синтезе пиовердина, пиоцианин и пиохелин, которые обуслов-
ливают развитие хронической инфекции [10]. 

В настоящее время EFSA разработало систему «EFSA One Health WGS», которая 
предусматривает сбор и хранение в специальной базе данных о полногеномном анализе 
последовательностей ДНК изолятов микроорганизмов. Данная система позволяет обна-
руживать кластеры микроорганизмов посредством автоматического обмена данными ти-
пирования на основе общегеномного секвенирования [3]. Перечень аналогичных систем 
в настоящее время достаточно велик [3, 6]. Считаем целесообразным организацию ана-
логичной базы данных и в ЕАЭС. 

Выводы.  
 

1 http://busco.ezlab.org 
4 https://card.mcmaster.ca/ 
5 http://en.mediterranee-infection.com/article.php?laref=283%26titre=arg-annot 
6 https://cge.cbs.dtu.dk/services/ResFinder/ 
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Анализ возможного безопасного использования для здоровья человека технологи-
ческих штаммов-продуцентов пищевых ингредиентов, преднамеренно вводимых в пи-
щевую цепь, в числе других данных, получаемых в условиях in vitro и in vitro, должен 
включать результаты полногеномного секвенирования ДНК, анализ таксономической 
принадлежности микроорганизмов и наличия у них способности к продукции антибио-
тиков, хромосомных и внехромосомных элементов, отвечающих за синтез антибиотиков, 
бактериальных и микотоксинов и других факторов патогенности и вирулентности. Ана-
лиз наличия последовательностей ДНК у таких микроорганизмов, обусловливающих их 
возможное негативное действие на здоровье человека, должен проводиться с использо-
ванием методов биологической статистики с использованием данных о филогинетиче-
ской связи анализируемого микроорганизма с известными родственными геномами. 

Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются положения о порядке про-

ведения анализа рисков технологических штаммов микроорганизмов в Российской Фе-
дерации с использованием методов биоинформатики и филогенетики. 

Работа проведена за счет средств субсидии на выполнение государственного 
задания в рамках Программы фундаментальных научных исследований (тема 
№0410-2022-0003). 
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Статья посвящена получению и сравнительному изучению нового типа мутантов азот-
фиксирующей цианобактерии Trichormus variabilis с повышенным уровнем терморези-
стентности в гетеротрофных условиях культивирования.  
Ключевые слова: цианобактерии, Trichomus variabilis, термотолерантность, стрессо-
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fixing cyanobacterium Trihormus variabilis selected at elevated temperature under hetero-
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Введение 
Цианобактерии представляют собой одну из наиболее древних, широко распро-

страненных и разнообразных групп микроорганизмов на Земле [1]. Они обладают уни-
кальными адаптивными возможностями, позволяющими им обитать во всех экологиче-
ских нишах, в том числе в экстремальных условиях геотермальных источников, водных 
и почвенных экотопов Арктики и Антарктики. Поэтому большой интерес представляют 
собой исследования механизмов устойчивости цианобактерий к различным 

mailto:bagryantseva@ion.ru
mailto:bagryantseva@ion.ru
mailto:gurzinaida1395@gmail.com
mailto:gurzinaida1395@gmail.com
https://%D1%83%D0%B4%D0%BA.xyz/widget
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неблагоприятным факторам, таким как высокие и низкие температуры, солевой, гиперо-
смотический и окислительный стрессы [2]. У цианобактерий под влиянием сублеталь-
ных воздействий неблагоприятных условий происходят изменения, имеющие адаптив-
ное значение, в процессах клеточного метаболизма, морфологические изменения, нару-
шаются процессы фотосинтеза и дыхания, синтезируются дополнительные вещества. 
Стрессовые воздействия вызывают индукцию определенного набора генов, необходи-
мых для акклиматизации клеток. 

Одним из важнейших аспектов в изучении стрессовых воздействий на цианобакте-
рии является клеточный ответ на повышенные температуры, что особенно актуально как 
для расшифровки молекулярных механизмов адаптации цианобактерий, так и для ком-
мерческого выращивания цианобактерий, например, для производства биотоплива. Из-
вестно, что ответ цианобактерий на краткосрочное и долгосрочное воздействие повы-
шенной температуры различается. Различные гены связаны с реакцией на тепловой шок, 
однако не до конца изученным остается вопрос о генетических последствиях длитель-
ного воздействия высокой температуры на клетки цианобактерий [3].  

 
Целью настоящей работы являлось получение и анализ нового типа мутантов 

азотфиксирующей цианобактерии Trichormus variabilis с повышенным уровнем термо-
резистентности в гетеротрофных условиях культивирования. Полученные результаты 
позволят в дальнейшем расшифровать молекулярные механизмы, обеспечивающие адап-
тацию гетероцистных цианобактерий к неблагоприятными воздействиям внешней 
среды. 

 
Материалы и методы 
Основным объектом данного исследования является штамм азотфиксирующей нит-

чатой цианобактерии Trichormus variabilis ATCC 29413 из коллекции кафедры генетики 
МГУ. Отбор мутантных штаммов проводили на агаризованной среде в гетеротрофных 
условиях культивирования. Для этого чашки с плотными средами BG-110 и BG-11 с до-
бавлением 5мМ фруктозы засевали клетками штамма T. variabilis ATCC 29413 (w.t.) ме-
тодом серийных разведений и инкубировали в темноте в термостате при 42оС. После 
инкубации чашек в течение одного месяца отбирали отдельные колонии терморезистент-
ных клонов. Для проверки свойства терморезистентности мутанты субклонировали в фо-
тоавтотрофных условиях культивирования при 32ºС с периодической проверкой способ-
ности к росту в селективных гетеротрофных условиях при 42ºС.  

Для изучения морфологических и ростовых характеристик (цвет, форма и размер 
колоний и штрихов) культуры исследуемых штаммов выращивали  в жидкой среде и на 
чашках Петри с плотной средой в стандартных условиях культивирования (BG-110, на 
свету) и анализировали при помощи метода световой микроскопии на увеличении x200 
и x400. Спектры поглощения нативных культур цианобактерий определяли при комнат-
ной температуре в среде роста на спектрофотометре AnalytikJena Specord 50.  Перед из-
мерением уравнивали плотность культур клеток всех штаммов до значения ОП750=0,6. 
Для построения кривых роста по оптической плотности культуры выращивали стацио-
нарно в жидких средах. Измерение оптической плотности культур клеток цианобактерий 
проводили на спектрофотометре «КФК-2-УХЛ4.2» при длине волны 670 нм.  

Для определения количественного содержания липидов и индекса ненасыщенности 
жирных кислот использовали четырехсуточные культуры дикого типа и мутантных 
штаммов, выращенные в жидкой среде при температурах 32оС и 42оС. Метиловые 
эфиры жирных кислот (МЭЖК) суммарных липидов из разрушенных жидким азотом 
клеток T. variabilis очищали методом препаративной тонкослойной хроматографии и 
определяли их состав с помощью ГЖХ-МС на приборе Agilent 7890A GC с 60 м капил-
лярной колонкой с внутренним диаметром 0.25 мм на базе лаборатории в Институте фи-
зиологии растений РАН. 

Для определения уровня резистентности культур к ингибиторам роста штаммы 
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выращивали в стандартных условиях культивирования до поздней логарифмической 
фазы, уравнивали оптическую плотность, и аликвоты культур инкубировали в микротит-
ровальном планшете в течение 72 часов в присутствии ингибиторов возрастающей кон-
центрации. 

 
Полученные результаты 
T.variabilis является мезофильным организмом с температурным оптимумом роста 

от 32 до 38оС. Наши эксперименты показали, что при температуре 42оС ингибируется 
рост клеток дикого типа на агаризованной среде в гетеротрофных условиях культивиро-
вания. Однако после инкубации в течение одного месяца можно отобрать отдельные ко-
лонии устойчивых мутантов. Таким образом нами было выделено около 50 мутантных 
штаммов с повышенной терморезистентностью. Мутанты стабильно сохраняли это свой-
ство при последовательных пересевах в фотоавтотрофных условиях культивирования 
при 32ºС с периодической проверкой способности к росту в селективных гетеротрофных 
условиях при 42ºС (рис. 1). 

 

 
Рисунок 1. Рост культур дикого типа T. variabilis (w.t.) и некоторых терморезистентных мутант-

ных штаммов в течение 10 дней при 42ºС в темноте на безазотистой среде (BG-110) и на среде с азотом 
(BG-11) с добавлением фруктозы. 

 
Выделенные мутантные штаммы характеризовались различными морфологиче-

скими и физиологическими изменениями: в частности, было выделено несколько мутан-
тов, не способных расти на безазотстой среде (Nif-) или растущих на безазотистой среде 
на свету только в присутствии фруктозы. Наиболее многочисленными были мутанты, 
хорошо растущие на различных средах фотоавтотрофно, но отличающиеся от исходного 
штамма  по окраске клеток - желто-зелёной или голубой. Из этой группы терморези-
стентных мутантов для дальнейшего изучения были выбраны три мутантных штамма, 
фенотипически отличающихся от культуры дикого типа T. variabilis по одному или не-
скольким признакам. При определении выживаемости клеток на плотной среде при тем-
пературе 42оС  мутанты оказываются более устойчивыми по сравнению с диким типом 
на длительных сроках инкубации.  

Анализ культур дикого типа и мутантов методом световой микроскопии показал, 
что штаммы различаются по размерам и окраске клеток (рис. 2). Так, мутанты 1-4 и 2-37 
характеризуются сине-зеленой окраской и более крупными размерами клеток; штамм 2-
35 имеет желто-зеленый цвет и достоверно не отличаются по размеру клеток по сравне-
нию со штаммом дикого типа.  
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Рисунок 2. Микрофотографии культур исследуемых штаммов дикого типа T. variabilis (w.t.) и му-

тантов на среде BG-110 (х400): а) – w.t.; б), в), г) – мутантные штаммы 1-4, 2-35 и 2-37 соответственно. 
 
Спектрофотометрический анализ суспензий культур продемонстрировал, что ряд 

мутантов характеризуется изменениями в количестве фикобилиновых пигментов (рис. 
3). У мутантов 1-4 и  2-37 относительное содержание фикоцианина повышено по сравне-
нию с диким типом, данный пигмент придает культурам голубой оттенок, у мутанта 2-
35 содержание фикоцианинов несколько занижено, но при этом у них повышено содер-
жание каротиноидов, что в комплексе  обуславливает его желто-зеленый цвет. 

 

 
Рисунок 3. Спектры поглощения культур дикого типа (w.t.) и мутантных штаммов T.variabilis при 

культивировании в жидкой среде Bg110. Спектры нормированы по максимуму поглощения при 680 нм, 
соответствующему поглощению хлорофилла. На графике пик при 680 нм соответствует хлорофиллу, при 
625 нм – фикоцианину 

 
Мутантные штаммы по скорости роста существенно не отличаются от штамма ди-

кого типа в стандартных условиях культивирования на свету, однако можно отметить 
некоторое снижение скорости роста у сине-зеленых мутантов по сравнению с диким ти-
пом в условиях азотфиксации и более интенсивный рост желто-зеленого мутанта при 
продолжительном культивировании в тех же условиях. 

Анализ биохимических характеристик показал, что мутанты отличаются от исход-
ного штамма по количественному содержанию липидов и содержанию ненасыщенных 
жирных кислот (табл. 1). Установлено, что индекс ненасыщенности выше у мутантов в 
основном за счет повышенного содержания триненасыщенных жирных кислот 8.12.15-
18:3. Изучение количественного состава жирных кислот показало, что воздействие тем-
пературы 42оС на мутантные штаммы не оказывает значительного влияния на повыше-
ние уровня ненасыщенных жирных кислот. Полученные данные свидетельствуют об 
определенных изменениях в мембранах у мутантных штаммов. Прежде всего, изменения 
в свойствах мембран затрагивают мембрансвязанные ферментные комплексы, которые 
отвечают за различные процессы, в том числе за перенос электронов в процессах фото-
синтеза, дыхания, азотфиксации.  
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Таблица 1. Некоторые физиолого-биохимические характеристики культур дикого типа T.variabilis 
(w.t.) и термотолерантных мутантов 

 
Штамм Фенотип Содержание 

липидов, 
мкг/мкг 

белка 

Индекс ненасы-
щенности жир-
ных кислот, у.е. 

Количество мо-
лекулярного 

водорода,  
мл/мг белка 

w.t. Зеленый 0,046 0,626 0,15 

1-4 Сине-зеленый 0,084 0,831 0,63 

2-35 Желто-зеленый 0,163 0,951 0,10 

2-37 Сине-зеленый 0,085 1,014 0,71 
 

Поглощающая гидрогеназа представляет собой встроенный в мембрану фермент-
ный комплекс и является донором электронов в дыхательную цепь на уровне пластохи-
нона от окисленного молекулярного водорода. Эксперименты по тестированию мутант-
ных штаммов на способность к выделению молекулярного водорода в микроаэрофиль-
ных условиях показали, что некоторые сине-зеленые штаммы способны выделять значи-
тельное количество молекулярного водорода в микроаэрофильных условиях, превыша-
ющее уровень продукции дикого типа (табл. 1).  

Повышение уровня выделения водорода у мутантов может объясняться изменени-
ями в структуре мембран или изменениями на определенных этапах электрон-транспорт-
ной цепи (ЭТЦ), так как и нитрогеназа, и поглощающая гидрогеназа – мембрансвязанные 
ферменты, связанные с процессом фотосинтеза. 

Мутанты характеризуются различными изменениями свойств мембран, которые, 
как показывают многочисленные исследования, определяют эффективность различных 
этапов цепи переноса электронов на тилакоидных мембранах [4]. Поэтому в наших экс-
периментах была изучена сравнительная чувствительность культур к различным инги-
биторам процесса переноса электронов, таким как дурохинон, дибромотимохинон 
(DBMIB), дихлорфенилдиметилмочевина (DCMU) или агентам, действующим непосред-
ственно на мембраны, таким как цетилтриметиламмония бромид (CTAB). Выявлено, что 
изученные мутанты характеризуются измененной чувствительностью к воздействию не-
которых ингибиторов электронного транспорта, индуцирующих окислительный стресс 
у цианобактерий (табл. 2). 

 
Таблица 2. Пороговые концентрации ингибиторов роста при культивировании штаммов на свету 

в жидкой среде BG-110; Dur – дурохинон, DBMIB – дибромотимохинон, DCMU – дихлорфенилдиметилмо-
чевина, PCMB – парахлормеркурийбензоат, MV – метилвиологен, MEN – менадион, CTAB – цетилтриме-
тиламмония бромид 

Штамм Dur, 
мкг/мл 

DBMIB, 
мкг/мл 

DCMU, 
мкМ 

MV, 
мкг/мл 

MEN, 
мкг/мл 

CTAB, 
мкг/мл 

w.t 20 50 80 0,05 5 15 
1-4 10 35 80 0,01 3 7 
2-35 20 45 80 0,05 7 12 
2-37 10 35 80 0,01 3 10 

 
Обработка культур ингибитором CTAB, действующим на мембраны клеток, пока-

зала, что все мутантные штаммы по сравнению с диким типом оказываются чувстви-
тельны, что свидетельствует об определенных изменениях в их мембранах. Чувствитель-
ность мутантных штаммов к DCMU не изменена, следовательно, можно предположить, 
что перенос электронов от фотосистемы II к пулу пластохинонов у мутантов не изменен 
по сравнению с диким типом. Все мутанты в разной степени чувствительны к DBMIB, 



Секция 1. ПРОБЛЕМЫ, МЕТОДЫ И ПРОДУКТЫ СОВРЕМЕННОЙ БИОТЕХНОЛОГИИ  

Материалы конференции NT + ME`23. – ISBN 978-5-6044060-3-8                                      20  

что может свидетельствовать об определенных изменениях в пуле пластохинонов. 
Мы определили, что мутанты могут иметь нарушения на определенных этапах в 

процессе  переноса электронов. Не исключено, что изменения в ЭТЦ связаны с измене-
ниями в структуре мембран, которые в свою очередь влияют на активность мембрано-
связанных ферментных комплексов (поглощающая гидрогеназа, оксидоредуктаза, пла-
стохинон). 

Выводы 
Получены и охарактеризованы мутанты азотфиксирующей цианобактерии Trichor-

mus variabilis, устойчивые к повышенной температуре 42оС в гетеротрофных условиях 
культивирования и отличающиеся от исходного штамма дикого типа по содержанию 
фикобилиновых пигментов, чувствительности к ингибиторам ЭТЦ и изменениям мем-
бран клеток. Сравнительный анализ уровня устойчивости мутантных штаммов к инги-
биторам ЭТЦ показал, что в клетках сине-зеленых мутантов 1-4 и 2-37 нарушен процесс 
переноса электронов от пула пластохинонов к низкопотенциальным акцепторам в фото-
синтетической и дыхательной ЭТЦ. 

Заключение 
Авторы считают, что в этой статье новыми являются следующие положения и ре-

зультаты: нами предложена методика выделения терморезистентных мутантов азотфик-
сирующей цианобактерии T.variabilis ATCC 29413. Полученные в данной работе термо-
резистентные мутанты представляют собой фенотипически разнородную группу штам-
мов, что может свидетельствовать о сложной генетической природе признака терморе-
зистентности у гетероцистной цианобактерии T.variabilis. Выделенные мутанты могут 
применяться в биотехнологии, а также являются перспективным модельным объектом 
для идентификации генов, участвующих в восприятии и передаче стрессовых сигналов 
в клетках цианобактерий, и, следовательно, для расшифровки молекулярных механизмов 
адаптации гетероцистных цианобактерий как к повышенной температуре, так и другим 
стрессовым воздействиям.  
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ИСКУССТВЕННАЯ СИМБИОТИЧЕСКАЯ СИСТЕМА В ОЧИСТКЕ ВОДЫ ОТ 
ТЕХНОГЕННЫХ ЗАГРЯЗНЕНИЙ 
В статье обсуждаются возможность получения искусственных симбиозов цианобак-
терий с гетеротрофными бактериями, выделенными из загрязненных сред, и их исполь-
зования при очистке воды от микропластика и сопутствующих загрязнений. 
Ключевые слова: цианобактерии, бактерии, иммобилизованные культуры, водная ток-
сикология, биологическая очистка, микропластик.  

 
 
 

 Y. V. Savanina  
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ARTIFICIAL SYMBIOTIC SYSTEM IN WATER PURIFICATION FROM MAN-
MADE POLLUTIONS 
The article discusses the possibility of obtaining artificial symbioses of cyanobacteria with het-
erotrophic bacteria isolated from polluted media and their use in water purification from mi-
croplastics and associated pollution. 
Keywords:  cyanobacteria, bacteria, immobilized cultures, water toxicology, biological treat-
ment, microplastic. 

 
             Введение 

 По  объему поступления и по  потенциальной биологической и экологической  
опасности к основным загрязнителям природных вод относятся тяжелые металлы, угле-
водороды, в последние десятилетия к ним вплотную приближаются эвтрофикацион-ное 
и пластиковое загрязнение  [1, 2].. Пластиковое загрязнение представлено множеством 
форм, одной из которых является «микропластик». В настоящее время этот термин озна-
чает частицы синтетических полимеров или сополимеров (пластика), размером от нм до   
5 мм. Эти частицы состоят из твердых материалов, нерастворимы в воде и трудно-разла-
гаемы [2, 3].. Эти материалы являются стойкими загрязнителями синтетического проис-
хождения, они обнаруживаются в растениях, животных, биологических жидкостях лю-
дей, питьевой воде [3]. От 3 до 12 миллиардов частиц размером от 100 нм до 6 мкм пере-
ходит в жидкость из одного чайного пакетика при заваривании. При этом не существует 
ни чётких методик по определению таких частиц, ни способов очистки от них.  Меры 
борьбы с пластиковым загрязнением, известные на настоящий момент – раздельный сбор 
и переработка мусора, а также ограничение производства одноразовых пластиковых 
предметов ((все, что будет использовано и выброшено в течение одного года – пласти-
ковая посуда, бутылки и пр.) и максимальная замена их биодеградируемыми полиме-
рами,  получаемыми  из окружающей среды [2].  Считается, что такие полимеры разла-
гаются на территории свалок или в океанской воде в течение 1-2 лет. Фактически же они 
распадаются на мелкодисперсные частицы, обладающие повышенной миграционной 
способностью в природной среде.   Наиболее распространенными загрязнителями этого 
типа являются частицы бисфенола А и полистирола [2, 4]. Установки по очищению сточ-
ных вод проходят до 10-30% неразлагаемых частиц, которые при этом смешиваются 
с различными химическими загрязнителями и микроорганизмами. Далее они попадают 
в неочищенные сточные воды,  в осадок сточных вод, используемый в качестве удобре-
ния, превращаются в захороненные твердые отходы и пр.[4]. 
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Цель работы. Проанализировать особенности диффузионной культуры цианобак-
терий с точки зрения получения искусственных симбиотических систем с гетеротроф-
ными бактериями, выделенными из загрязненных сред, и их использования при очистке 
природных вод от микропластика и сопутствующих загрязнений. 

 
Материалы и методы.  Использовали культуры нитчатых цианобактерий Nostoc 

sp.,и Anabaena sp. из коллекции кафедры биоинженерии биологического факультета 
МГУ и бактериальные ассоциации, выделенные из  загрязненных местообитаний [5].  

Выращивали культуры и проводили эксперименты на минеральной среде «С» в пе-
риодическом суспензионном и периодическом диффузионном (далее в тексте «периоди-
ческом» и «диализном» соответственно) режимах культивирования цианобактерий. В ас-
социативной (смешанно-раздельной) культуре автотрофный компонент помещали 
внутрь диализного мешка, а гетеротрофные бактерии - во внешний объем. Использовали 
мешки фирмы Serva (Германия), диаметром 25 мм и с размерами пор, пропускающих 
соединения с молекулярной массой до 15 кД;а  а также пищевую целлофановую прозрач-
ную оболочку диаметром 25 мм.  

Для выделения бактерий из загрязненных сред использовали 5-7 дневную диализ-
ную культуру, во внешнюю среду вносили аквариумный грунт, грунт из промышленного 
водоема, почву с бензоколонки.  

В качестве модельных загрязнителей использовали эвтрофицированную воду, рас-
творы тяжёлых металлов и частицы микропластика двух видов – аптечный препарат на 
гелевой основе и размолотые частицы  твёрдого пластика (до 1 мм), а также их смеси [5, 
6]. Уровень детоксикации среды  оценивали по остаточному содержанию действующего 
вещества в среде, а также с использованием диализной тест-культуры Synechococcus 
6301 [5, 7].. Количество частиц микропластика в среде определяли при микроскопирова-
нии. 

 
Полученные результаты.  
Для интенсификации очистки сточных вод наиболее перспективны методы, осно-

ванные на применении иммобилизованных бактериальных клеток. Данный подход сов-
мещает в себе сорбцию и концентрирование загрязняющего вещества на твердофазной 
подложке вблизи иммобилизованных бактериальных клеток, что делает его более до-
ступным для последующего окислениями. Видовое разнообразие микробных ассоциа-
тивных систем обеспечивает их ферментное разнообразие и способствует детоксикации 
стоков от загрязнений сложного состава [1, 5].  

Диффузионная (диализная) культура представляет собой одну из разновидностей 
культуры иммобилизованных   клеток. Иммобилизованная культура (в гранулах геля, на 
синтетическом волокне) характеризуется сниженной скоростью роста и фотосинтеза при 
сохранении высокой скорости метаболизма [5, 8]. При данном типе культивирования 
клетки микроорганизмов находятся в мешке из диализной мембраны, погруженном в 10 
(и более)-кратный объем «внешней среды». Благодаря этому обеспечивается непрерыв-
ное поступление питательных веществ и отток метаболитов, ингибирующих клеточное 
деление. Внутри малого объема концентрируется плотная суспензия физиологически 
«молодых» клеток. В пересчете на общий объем к достижению стационарной фазы био-
масса диализной культуры в 2,5-3 раза выше, чем в периодической (в объёме мешка кон-
центрация суспензии цианобактерий выше в десятки раз); а содержание хлорофилла пре-
вышает таковое в периодической культуре в 6 раз. Свободному прохождению молекул 
токсикантов  (как и других веществ с молекулярной массой до 8-10 kDa) диализная мем-
брана не препятствует. В диализном мешке накапливаются преимущественно высокомо-
лекулярные полисахариды, а низкомолеку-лярные диффундируют во внешний объем. В 
результате диффузионная культура представляет собой вязкую суспензию: концентра-
ция углеводов в диализном мешке 6 раз выше, чем снаружи (и в 3 раза - чем в периоди-
ческой культуре). Как и полисахариды клеточной оболочки, диффузионный слой 
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экзополисахаридов выполняет барьерную функцию между организмом и окружающей 
средой, в частности, связывая химически активные или трудноразлагаемые вещества. В 
присутствии токсикантов выделение экзополисахаридов возрастает, а их качественный 
состав изменяется. [5].  

Природные и культивируемые популяции цианобактерий по природе гетерогенны 
и часто включают в себя гетеротрофный компонент (бактерии, грибы, актиномицеты). 
Отсутствие строгой приуроченности бактерий к цианобактериальному партнеру дает 
возможность создавать в экспериментальных условиях сообщества микроорганизмов, не 
встречающиеся в природе, например лабораторные штаммы цианобактерий и абориген-
ные бактерии из   промышленных водоемов. Использование диализных систем облегчает 
как выделение устойчивых штаммов из природных субстратов, так и подбор компонен-
тов для смешанных культур. При смешанно-раздельном культивировании цианобакте-
рии выделяют органические субстраты, которые поддерживают рост бактерий и способ-
ствуют накоплению ионов и взвесей металлов в ближайшем окружении клеток; бактерии 
в свою очередь обеспечивают окисление, восстановление и осаждение связанных ионов 
металлов. При разделении двух групп микроорганизмов полупроницаемой мембраной 
их взаимодействие осуществляется на уровне продуктов метаболизма, а ингибирующий 
эффект, связанный с межклеточными контактами отсутствует. В природных ассоциа-
циях суммарный гетеротрофный компонент, обеспечивающий ферментное разнообра-
зие, составляет 0,1–1%, при диализном культивировании доля бактерий – до 10-20% [5]. 

Для повышения эффективности очистки от взвешенных в водной среде мелких ча-
стиц пластика необходимы 1) максимальная связывающая поверхность, 2) возможность 
связывать достаточно крупные частицы, которые не пропускают поры диализной плёнки 
и 3) связывание клеток и частицбиополимерами с образованием рыхлых хлопьевидных 
скоплений - флокул. Показано, что в водной среде частицы микропластика легко коло-
низируются бактериями и захватывают различные виды загрязнителей. Эти частицы 
накапливаются главным образом в поверхностном слое воды, частично обнаруживаются 
и в донном осадке [2].   

Применяемый для иммобилизации клеток материал не должен быть легко разлага-
емым, чтобы клетки микроорганизмов не загрязняли водоём, но должен разлагаться при 
утилизации отработанного материала. Диализный мешок с цианобактериями в экспери-
ментах разрывался под собственным весом при попытке извлечь его (более 3-7 дней 
очистки) или на границе водной и воздушной среды (2 недели, при  фиксации мешка на 
стеклянной трубке для отбора проб). Первоначально для сохранения условий смешанно-
раздельного культивирования, т.е. взаимодействия между культурами только на уровне 
метаболитов, мешок с цианобактериями укладывали на подложке, полностью погружен-
ным в воду. В качестве подложки использовали коррозионностойкий (полистирол) мате-
риал, как в обычных дисковых фильтрах. Для создания максимальной поверхности диа-
лизный мешок укладывался петлями. В экспериментах исследуемый раствор, содержа-
щий частицы геля (~0,5 мм) очищался за 15-60 мин на ~90%, фиксировались только от-
дельные частицы, основная масса их оседала на поверхности диализного мешка.  При 
использовании фрагментов повреждённого мешка наблюдается аналогичный эффект – 
частицы микропластика и цианобактерии связываются высокомолекулярными полиса-
харидами и оседают на дно. 

В экспериментах диализную культуру нитчатых цианобактерий выращивали до 2-
3 недель (появление вязкой суспензии), полученную суспензию смешивали с 2% агаром 
[5] и после застывания протирали через ячейки 1 мм. Бактериальные ассоциации, выде-
ленные из природных источников [5] смешивали с растворами, содержащими частицы 
косметического геля либо аморфные частицы пластика (< 1 мм). На 1-2 сутки наблюда-
лась поверхностная колонизация частиц пластика, как «округлых», сферических или 
аморфных частиц геля, так и «абразивных» фрагментов размолотого пластика, после 
чего их добавляли к цианобактериальным гранулам. Таким образом, разделение клеток 
цианобактерий и бактерий сохранялось, а обшая связывающая поверхность возрастала 
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многократно.  
В существующей искусственно созданной экосистеме – активном иле,– до 100 м2/г 

сухой массы,  Гранулы, размером < 1 мм состоят из множества клеток микроорганизмов, 
объединенных биополимерным гелем в хорошо защищенное и организованное струк-
турно-функциональное целое – хлопья. Как и выделенных нами ассоциациях из загряз-
ненных местообитаний, наиболее многочисленны бактерии p. Pseudomonas – до 80%. В 
геле содержатся главным образом полисахариды (молекулярный вес  20000-1000000 и 
выше), основная роль в их образовании принадлежит капсульной палочковидной бакте-
рии Zoogloea ramigera, близкой по свойствам к псевдомонадам  [8]  

 Далее полученная ассоциация проверялась на средах, содержащих загрязнители 
смешанного состава, включая ионы металлов, эвтрофикационные загрязнители и ча-
стицы пластика. Чвстицы микропластика либо связывались на поверхности и внутри гра-
нул, либо колонизировались бактериями на поверхности слоя гранул.  

Цианобактерии – автотрофы, устойчмвые к эвтрофикационным загрязнениям. Ис-
точниками энергии для очистки служат фотосинтез, а также окисление органических ве-
ществ, как вырабатываемых «на месте», так и привнесённых, для очистки достаточно 
естественного освещения (с учётом повышенного содержания хлорофилла в клетках диа-
лизной культуры), возможна и досветка.  

 
Выводы. Проанализировано взаимодействие нитчатых цианобактерий, иммобили-

зованных в полупроницаемой плёнке и гранулах агара с наиболее распространёнными в 
городской среде токсикантами – тяжёлыми металлами, эвтрофикационными загрязните-
лями и частицами микропластика. Показано, что как в чистой, так и в смешанно-раздель-
ной культуре очистка водной среды осуществляется достаточно эффективно. Наиболь-
ший эффект при очистке стоков сложного состава наблюдался при использовании сме-
шанно-раздельной культуры цианобактерий, иммобилизованных в гранулах агара, и бак-
териальных ассоциаций, связанных с частицами микропластика   При данном типе куль-
тивирования соблюдаются основные условия – максимальная связывающая поверх-
ность, повышенное количество экзополисахаридов, участвующих в связывании и обез-
вреживании токсикантов, сохранение смешанно-раздельного состояния культуры, обес-
печивающего наиболее эффективное взаимодействие автотрофного и гетеротрофного 
компонента и использование способности бактерий к колонизации частиц микропла-
стика. Данных о том, что частицы микропластика оказывают отрицательное влияние на 
высшие растения нет; а при очистке стоков сложного состава большая часть токсикантов 
обезвреживается [2]. Таким образом, осадок, содержащий флокулы и/или избыточную 
биомассу может использоваться для производства для. городского озеленении или ре-
культивации свалок и карьеров.    

Заключение. Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие 
положения и результаты. Цианобактериальные ассоциации с гетеротрофными бактери-
ями могут применяться при очистке воды от загрзянителей сложного состава. Наиболее 
эффективны смешанно-раздельные культуры, взамодействие в которых осуществляется 
на уровне продуктов метаболизма, а среди них – опробованный новый тип смешанно 
раздельной культуры с максимальной связывающей поверхностью. 
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ИЗМЕНЕНИЯ ТЕРМОРЕГУЛЯЦИИ ПРИ ДВУСТОРОННИХ СДВИГАХ 
 СОДЕРЖАНИЯ ДЕЙТЕРИЯ В ОРГАНИЗМЕ 
Исследовали изменения терморегуляции при двусторонних сдвигах содержания дейте-
рия в организме. Установлено, что изменения содержания дейтерия в организме вли-
яют на ежеминутные колебания температуры тела в высокочастотной области, что 
указывает на дисбаланс больших и малых осцилляторов термогенеза.  
Ключевые слова: стабильные изотопы, дейтерий, терморегуляция, термогенез 
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CHANGES IN THERMOREGULATION AFTER BILATERAL SHIFTS IN DEUTER-
IUM BODY CONTENT 
Changes in thermoregulation during bilateral shifts in the deuterium content in the body were 
investigated. It has been found that deuterium body content influences minute fluctuations in 
body temperature in high-frequency range indicated a misbalance of major and minor oscil-
lators of thermogenesis.  

          Keywords: stable isotopes, deuterium, thermoregulation, thermogenesis 
 
Введение. 
Одним из факторов определяющим постоянство внутренней среды является ста-

бильность температуры тела организма теплокровных животных. Эта стабильность 
обеспечивается достаточно сложной системой терморегуляции. [1, 2]. Терморегуляция 
– это система поддержания относительно постоянной внутренней температуры тела, 
имеющая решающее значение для выживания гомойотермных животных. В настоящее 
время достаточно хорошо изучена роль различных гуморальных факторов и ЦНС в под-
держании температуры тела. Однако следует отметить, что существуют и другие мало-
известные факторы, контролирующие постоянство температуры тела как в течение су-
ток, так и более коротких временных интервалах, оптимизируя тем самым стабильность 
течения процессов анаболизма и катаболизма и обеспечивая устойчивость организма к 
внешним воздействиям. Открытым остаётся вопрос о роли стабильных изотопов основ-
ных биогенных атомов, в частности дейтерия, в процессах терморегуляции. Известно, 
что изменение содержания дейтерия в организме влияет на параметры метаболизма, 
нейрохимические процессы, функциональную активность эндокринной системы, что 
возможно может изменять регуляцию и интенсивность термогенеза [3, 4, 5, 6, 7]. 

 
Цель работы. 
Исследовать изменения терморегуляции при двусторонних сдвигах содержания 

дейтерия в организме. 
 
Материалы и методы.   
Эксперимент выполнен на 18 самцах мышей линии C57Bl/6 массой тела 25-28 г. 

Было сформировано три равных по численности группы: контрольная – получающая 
дистиллированную воду содержанием дейтерия 146 ppm и две опытных: первая -  по-
лучающая питьевую воду с пониженным содержанием дейтерия 10 ppm (ИП Селива-
ненко, Россия) и вторая – с повышенным содержанием дейтерия 500000 ppm (НИЦ 
«Курчатовских институт» ПИЯФ). При работе с экспериментальными животными 
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руководствовались Европейской Конвенцией о защите позвоночных животных, ис-
пользуемых для экспериментов или других научных целей (Страсбург, 1986 г.). Мыши 
находились в индивидуальных клетках при естественном освещении и комнатной тем-
пературе. Доступ к воде и пищи был не ограничен. Ежедневно учитывался объем по-
требляемой жидкости, который не отличался у животных контрольной и опытных 
групп. 

Двигательную активность и температуру тела у животных измеряли с интервалом 
один раз в минуту с помощью датчиков ДТН4-28 («ЭМБИ Ресерч», Россия). Датчики 
имплантировали в брюшную полость за 2 недели до проведения эксперимента, исполь-
зуя в качестве анестетика золетил («Virbac Sante Animale», Франция), который вводили 
внутримышечно в дозе 5-7 мг/кг. Анализировали динамику температуры тела в течении 
7-9 суток потребления воды с разной концентрацией дейтерия. Суммарная суточная 
двигательная активность определялась как сумма ежеминутных показателей датчика. 

Определение интенсивности метаболизма животных определяли по объему по-
требляемого животным кислорода при температуре комфорта +25 °С с помощью ана-
лизатора потребления кислорода ("ЭМБИ Ресерч", Россия), представляющего собой за-
крытую систему [8]. Исследование проводили в вечернее время, когда животные были 
активны. Каждое животное тестировали в течение 30 мин. Полученные данные норми-
ровали на массу тела мыши. 

Статистическую обработку данных проводили с помощью программного пакета 
Statistica 7.0 («Statsoft», США). Результаты выражали в виде медианы и интерквартиль-
ных размахов Me (Q1–Q3). Спектральную плотность ритмических изменений темпера-
туры тела определялась методом быстрого преобразования Фурье. Далее вычисляли 
среднюю спектральную мощность в диапазонах периодов 10–20 мин и 2–6 мин, и нахо-
дили их отношение, отражающее выраженность амплитуды и частоты проявления рит-
мов с периодами 12–20 мин по отношению к ритмам с периодами 2–6 мин. Статистиче-
скую значимость различий показателей контрольной и опытной группы оценивали по 
непараметрическому критерию Манна-Уитни. Статистически значимыми считали раз-
личия при р<0,05. 

 
Полученные результаты. 
Через неделю потребления тяжелой и легкой воды суточная динамика темпера-

туры ядра тела не отличалась от значений контрольной группы. Однако величина еже-
минутных изменений температуры тела и средняя величина ежеминутного изменения   
значительно рознилась. Так она имела максимальные значения в группе, потреблявшей 
тяжелую воду, и минимальные – в группе, потреблявшей легкую воду (рис.1).  

 

        
                              а                                                                         б  

Рис. 1. Динамика ежеминутных изменений температуры ядра тела мышей потреблявших 
воду с пониженным (а) и с повышенным (б) содержанием дейтерия. 

 
У мышей, потребляющих тяжелую воду, выявлено равномерное увеличение спек-

тральной плотности по всему диапазону периодов, но в большей степени в 
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высокочастотной области 2-6 мин. У мышей, потребляющих воду с низким содержа-
нием дейтерия, напротив, наибольшее снижение спектральной плотности выявлено в 
диапазоне 2-6 мин (рис.  2). 

 

         
а                                                                                     б 

Рис.2. Спектральная плотность динамики ежеминутных изменений температуры тела мы-
шей, потребляющих воду с пониженным (а) и повышенным (б) содержанием дейтерия по сравнению 
с контрольной группой. 

 
По сравнению с контрольной группой, у мышей, получающих воду с низким со-

держанием дейтерия, отношение спектральной мощности колебаний температур тела в 
диапазоне 10-20 мин (низкочастотная область) к 2-6 мин (высокочастотная область) 
увеличилось, а в группе мышей, потребляющих тяжелую воду, уменьшилось.   

Проведенные нами измерения объема поглощаемого кислорода, характеризую-
щего интенсивность метаболических процессов, не выявили различий между живот-
ными, потребляющими воду как с пониженным, так и с повышенным содержанием дей-
терия, и контрольной группой. Показатели суммарной двигательной  активности также 
не имели статистически значимых отличий от контроля. 

Полученные результаты указывать на то, что изменение поступления в организм 
дейтерия влияет на процессы терморегуляции. Происходит уменьшение диапазонов ко-
лебания температур, у животных потреблявших воду с пониженным содержанием дей-
териия, что может свидетельствовать о большей стабильности термогенеза, в отличии 
от животных, потреблявших тяжёлую воду. При этом следует отметить, что высокоча-
стотный диапазон ежеминутных изменений температуры тела более чувствителен к 
концентрации дейтерия в питьевой воде. Существует два основных механизма поддер-
жания терморегуляции: сократительный, где продукция тепла осуществляется за счет 
сокращения мышц, и несократительный за счёт усиления реакций катаболизма. Участие 
первого механизма характеризует показатель двигательной активности, а интенсив-
ность потребления кислорода – второго. Так как эти параметра не отличались от кон-
трольных значений, следовательно существует другой механизм, лежащего в основе 
терморегуляции. Известно, что ковалентные связи, образуемые атомами протия с угле-
родом, менее прочны, чем дейтерия [9, 10] и уменьшение поступления диоксида дейте-
рия могло способствовать увеличению скорости катаболических реакций за счет более 
легкого разрыва связей между углеродом и протием. В научной литературе имеются 
данные, что в митохондриях, которые являются основным поставщиком макроэргов и 
тепловой энергии, происходит понижение содержания оксида дейтерия в цикле трикар-
боновых кислот и цепи переноса электронов и что изменение содержания дейтерия вли-
яет на функционирование дыхательной цепи [11, 12]. Следовательно, изменяя поступ-
ление в организм оксида дейтерия мы можем влиять на параметры биологического 
окисления. Учитывая, что колебания температуры тела в диапазоне 2-20 мин отражают 
баланс активности симпатического и парасимпатического звеньев вегетативной нерв-
ной системы [13], то их изменения можно трактовать и как перестройку регуляционных 
механизмов в нервной системе. Возможно, что изменение содержания дейтерия в орга-
низме также изменяет синтез гуморальных факторов, влияющих на термогенез, 
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например, гормонов, что требует дальнейших исследований. В наших предыдущих ис-
следованиях было показано, что кратковременное потребление воды с  пониженным 
содержанием дейтерия изменяет гормоногенез в щитовидной железе мышей и крыс, по-
степенно снижая ее активность [6, 14], что может иметь значение для колебания темпе-
ратуры в небольших временных диапазонах. 

 
Выводы. 
Изменения температурных колебаний, вызванные потреблением воды с повышен-

ным и пониженным содержанием дейтерия, были противоположными, что указывает 
на зависимость терморегуляции от содержания дейтерия в организме. Наличие зависи-
мости размаха ежеминутных изменений температуры тела и ее спектральной мощности 
от концентрации дейтерия, получаемой животными с водой, позволяет предположить, 
что повышение содержания оксида дейтерия приводит к нестабильности в низших зве-
ньях иерархии терморегуляции. Также вероятно, что различная скорость транспорта 
изотопов водорода через мембранные каналы может изменять функционирование тер-
мочувствительных нейронов. Это может приводить к сдвигу в функциональном балансе 
больших и малых осцилляторов в сторону последних и объяснять изменение ампли-
туды ежеминутных колебаний изменениями генерации тепла в клетках за счет дисба-
ланса синтеза и расщепления макроэргов, не зависящей от центральной нервной си-
стемы. 

 
Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: содержание дейтерия в организме влияет на некоторые параметры термо-
регуляции за счет сдвигов в балансе осцилляторов термогенеза.  

 
Работа выполнена по государственному заданию рег. Номер 
 № FGFZ-2022-0035. 
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ВЛИЯНИЕ УМЕНЬШЕНИЯ УРОВНЯ ДЕЙТЕРИЯ В ОРГАНИЗМЕ НА СОДЕР-
ЖАНИЕ ГЕМОГЛОБИНА В ЭРИТРОЦИТАХ  
В статье приведены данные о влиянии снижения дейтерия во внутренней среде орга-
низма на процесс синтеза гемоглобина в эритроцитах крыс. Установлено, что через 
1,5 месяца у крыс, потреблявших воду с пониженным содержанием дейтерия, 
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происходит повышение концентрации гемоглобина, а также увеличение средней кон-
центрации гемоглобина в эритроците.  
Ключевые слова: дейтерий, эритроциты, гемоглобин 
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EFFECT OF DEUTERIUM REDUCTION IN BODY CONTENT ON  
CONCENTRATION OF HEMOGLOBIN IN ERYTHROCYTES 
The article represents novel data on effects of deuterium reduction in body content on synthe-
sis of hemoglobin in erythrocytes. Consumption of deuterated water during 1.5 months re-
sulted in increased concentration of hemoglobin and mean concentration of hemoglobin in 
erythrocytes. 
Key words: deuterium, erythrocyte, hemoglobin 

 
Введение. 
Анемия является наиболее распространенным заболеванием крови, затрагиваю-

щим около трети населения планеты [1]. По распространенности среди анемий одно из 
ведущих мест занимают гипохромные анемии – железодефицитная анемия и анемия 
хронических заболеваний [2]. Большое разнообразие факторов, лежащих в основе раз-
вития анемий, делает важной проблему поиска оптимального лечения исходя из причин 
возникновения заболевания. Железодефицитная анемия обычно компенсируется прие-
мом препаратов железа и витаминов, однако восстановление оптимального уровня 
эритроцитов при анемии хронических заболеваний, особенно вызванных обширной лу-
чевой терапией, химиотерапией и другими противоопухолевыми препаратами, является 
на данный момент сложным процессом, имеющим значительное число побочных эф-
фектов [3]. Таким образом, поиск и применение альтернативных, нефармакологических 
регуляторов эритропоэза является весьма актуальным направлением в научных иссле-
дованиях.  

Имеются данные, что с изменением содержания дейтерия в организме соответ-
ственно изменяется скорость биологических реакций: скорость процессов транскрип-
ции и трансляции, репарационные процессы ДНК, каскадные реакции дыхательной 
цепи митохондрий, биосинтез [4, 5]. Адаптация клеток к пониженным концентрациям 
дейтерия в среде может способствовать увеличению функциональной активности раз-
личных систем клетки, связанных с изменением траффика ионов дейтерия и протия, и 
последующей активацией системы ДНК-репарации. Вода с пониженным содержанием 
дейтерия активирует репаративные системы здоровых клеток, тем самым предотвращая 
их апоптоз [6, 7, 8, 9]. Многочисленные исследования основаны, в первую очередь на 
способности воды с пониженной концентрацией дейтерия избирательно воздействовать 
на опухолевые клетки, в том числе благодаря своей способности регулировать актив-
ность ключевых генов в клеточном цикле [10]. Однако, роль изотопов дейтерия в регу-
ляции численности здоровых клеточных популяций в организме изучена в меньшей сте-
пени, отсутствуют работы по изучению влияния снижения уровня дейтерия во внутрен-
ней среде организма на процесс эритропоэза и концентрацию гемоглобина. 

 
Цель работы. 
Изучение влияния снижения дейтерия во внутренней среде организма на процесс 

синтеза гемоглобина в эритроцитах крыс при длительном потреблении воды с пони-
женным содержанием дейтерия. 

 
Материалы и методы. 



Секция 2. БИОЛОГИЯ СТАБИЛЬНЫХ ИЗОТОПОВ   

Материалы конференции NT + ME`23. – ISBN 978-5-6044060-3-8                                      32  

Эксперимент выполнен на половозрелых самцах крыс Вистар (n=6) массой тела 
340-370 г. Животных контрольной группы потребляли питьевую воду с содержанием 
дейтерия [D]=146 ppm ad libitum, что соответствует его содержанию в водопроводной 
воде. Опытная группа потребляла воду с пониженным содержанием дейтерия [D]=10 
ppm. Учитывали количество потреблённой крысами жидкости, рассчитывали объёмы 
потреблённой жидкости на 100 г массы тела.  

Животных выводили из эксперимента через 1,5 месяца передозировкой золетила. 
В крови с помощью гематологического анализатора Mindray BC-2800 Vet (Китай) опре-
деляли количество эритроцитов, среднюю концентрацию гемоглобина в эритроците и 
концентрацию гемоглобина.   

Статистическую обработку полученных результатов проводили с помощью па-
кета программ Statistica 7.0 (StatSoft, Inc.). Количественные данные, имеющие прибли-
жённо нормальное распределение, описывали средним значением. Значимыми считали 
различия при р<0.05. 

 
Полученные результаты. 
Масса тела животных опытной и контрольной групп не отличалась. У крыс кон-

трольной группы количество эритроцитов, концентрация гемоглобина и средняя кон-
центрация гемоглобина в эритроците соответствовала нормальным значениям для жи-
вотных этого возраста [11].  

Через 1,5 месяца после начала эксперимента у крыс, потреблявших воду с пони-
женным содержанием дейтерия, было выявлено статистически значимое повышение 
концентрации гемоглобина, а также увеличение средней концентрации гемоглобина в 
эритроците (рис. 1). При этом, количество эритроцитов увеличилось незначительно. 

Проведенное исследование показало, что длительное потребление воды с пони-
женным содержанием дейтерия приводит к усилению накопления гемоглобина в эрит-
роцитах, следствием которого стало увеличение концентрации гемоглобина в крови 
здоровых крыс. Известно, что синтез гемоглобина продолжается в эритроците на про-
тяжении всего его раннего развития от проэритробласта до ретикулоцита в костном 
мозге. После потери ядра, остаточная рибосомная РНК обеспечивает дальнейший син-
тез гемоглобина до тех пор, пока ретикулоцит не потеряет свою РНК вскоре после по-
падания в сосудистую сеть. Концентрация гемоглобина в зрелом эритроцит остается 
неизменной на протяжении всего его жизненного цикла [12]. Таким образом, потребле-
ние воды с пониженным содержанием дейтерия в течение 1,5 месяцев способствует 
ускорению синтеза гемоглобина в предшественниках эритроцитов. При этом не было 
отмечено ускорения процесса эритропоэза, что выражалось в отсутствии изменений в 
количестве эритроцитов у контрольной и опытной групп.  
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Рисунок 1. Изменения количества эритроцитов, концентрации гемоглобина и средней кон-

центрации гемоглобина в эритроците через 6 недель потребления воды с пониженным содержа-
нием дейтерия (М±m). 

 
В научной литературе имеются данные, что содержание дейтерия во внутренней 

среде организма приводит к большому разнообразию морфологических и физиологиче-
ских изменений, включая изменения в фундаментальных процессах, таких как клеточ-
ное деление или энергетический обмен. [13, 14].  Также отмечается, что адаптация кле-
ток к пониженным концентрациям дейтерия может способствовать увеличению их 
функциональной активности [6, 15]. Данные факты позволяют предположить, что более 
длительное потребление воды с пониженным содержанием дейтерия, могут способ-
ствовать ускорению процесса эритропоэза, поэтому актуальны дальнейшие исследова-
ния более длительных сроков воздействия. 

 
Выводы. 
Длительное потребление воды с пониженным содержанием дейтерия приводит к 

значительному снижению его во внутренней среде организма и способствует ускоре-
нию синтеза гемоглобина в предшественниках эритроцитов. 

 
Заключение. 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты. Понижение содержания дейтерия в организме способствует усилению син-
теза гемоглобина и повышению его содержания в эритроцитах.  

Работа выполнена по госзаданию № FGFZ-2022-0035. 
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ДЕЙТЕРИЙ: РЕГУЛЯТОР ИЛИ ДИСРАПТОР ТИРЕОИДНОЙ ФУНКЦИИ? 
В статье обсуждаются новые данные о влиянии сдвигов в содержании дейтерия в ор-
ганизме на функционирование эндокринных желез. Приводятся результаты исследова-
ний об изменениях продукции гормонов щитовидной железой и тиреотропного гормона 
гипофизом при повышении содержания дейтерия в организме. По данным исследования 
эндокринные железы являются чувствительными к изменению содержания дейтерия 
в организме. Выявленные изменения рассматриваются с точки зрения регуляторного и 
дисрегуляторного аспектов действия изотопа водорода на гормоногенез. 
Ключевые слова: дейтерий, эндокринные дисрапторы, щитовидная железа, гипофиз 
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DEUTERIUM: REGULATOR OR DISRUPTOR OF THYROID FUNCTION? 
The article discusses novel data on impact of altered deuterium body content on endocrine 
function. The paper represents the results of investigation of thyroid hormones and pituitary 
thyroid stimulating hormone production during gradual increase of deuterium body content. 
The research revealed sensitivity of the endocrine glands to changes in deuterium content. 
The revealed findings are considered from the point of view of the regulatory and dysregula-
tory aspects of action of the hydrogen isotope on hormone genesis. 
Key words: deuterium, endocrine disruptors, thyroid gland, pituitary gland 

 
Введение. 
К эндокринным дисрапторам относят вещества способные нарушать синтез, вы-

деление, транспорт гормонов, их взаимодействие с клетками-мишенями, активацию 
гормональных сигналов и развитие самих желез [1]. Эндокринные дисрапторы пред-
ставлены как органическими, так и неорганическими соединениями, но большую часть 
дисрапторов составляют именно органические низкомолекулярные соединения антро-
погенного происхождения. К эндокринным дисрапторам, нарушающим тиреоидную 
функцию, относят полихлорированные дифенилы, полибромидные дифениловые 
эфиры, бисфенол А, фталаты, различные пестициды, из которых наиболее распростра-
ненным в экосистемах является дихлордифенилтрихлорэтан (ДДТ) [2]. Среди неорга-
нических соединений дисрапторными свойствами по отношению к щитовидной железе 
обладают перхлораты и тиоцианаты. Наименее изученным вопросом является способ-
ность изотопов, в первую очередь стабильных, биогенных атомов влиять на функцио-
нирование эндокринных желез. Среди таких изотопов самым распространенным в 
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организме является изотоп водорода дейтерий [3]. Его содержание в несколько раз пре-
вышает таковое основных макроэлементов. В научной литературе имеются сведения о 
влиянии различных концентраций дейтерия на пролиферацию и апоптоз клеток, про-
цессы синтеза и распада веществ, структуру клеток [4,5,6,7,8]. Влияние дейтерия на 
функционирование органов и систем менее изучено. Большой интерес представляет 
изучение влияния дейтерия на секреторный процесс в клетках и определение роли дей-
терия в функционировании эндокринных желез. 

 
Цель работы. 
Изучить изменения продукции гормонов щитовидной железой и их механизмы, а 

также регуляторную функцию гипофиза при повышении содержания дейтерия в орга-
низме. 

 
Материалы и методы. 
Исследование выполнено на половозрелых самцах крыс Вистар. Животные экспе-

риментальной группы потребляли 50% D2O, контрольной группы – дистиллированную 
водопроводную воду с содержанием дейтерия 0,146 ‰. Производили динамическое 
определение массы тела и объема потребляемой жидкости, концентраций тиреоидных 
гормонов общего и свободного Т4 (сТ4), общего и свободного Т3 (сТ3), а также тирео-
тропного гормона гипофиза (ТТГ) в сыворотке крови методом иммуноферментного 
анализа (“Cusabio”, Китай) с 1-ых по 21-ые сутки эксперимента. Также изучали дина-
мику концентрации натрий-йодного симпортера в сыворотке крови методом иммуно-
ферментного анализа (“Cusabio”, Китай). 

Статистическую обработку данных исследования проводили с помощью про-
граммы «Statistica 7.0» («StatSoft», США). Центральные тенденции и рассеяние призна-
ков, имеющих приближенно нормальное распределение, описывали средним значением 
и стандартной ошибкой среднего значения (М±m). Сравнение независимых групп про-
водили с помощью t-критерия Стьюдента с учетом значений критерия Левена о равен-
стве дисперсий. Cтатистически значимыми различия считались при р<0,05. 

 
Полученные результаты. 
Поскольку в эксперименте использовались молодые животные, у крыс контроль-

ной группы было выявлено увеличение массы тела к 21-м суткам эксперимента. У крыс, 
потреблявших воду с повышенным содержанием дейтерия, отмечался меньший при-
рост массы, которая на 21-е сутки была статистически значимо меньшей, чем у крыс 
контрольной группы.  

Через 24 часа после начала потребления крысами 50% D2O у крыс отмечалось 
усиление продукции тироксина и закономерное снижение секреции тиреотропного гор-
мона. В течение двух последующих суток концентрация тиреоидных гормонов в си-
стемном кровотоке продолжала увеличиваться, а к 7-м суткам было отмечено уменьше-
ние уровня тиреоидных гормонов до значений контрольной группы. Однако уровень 
тиреотропного гормона не повышался в ответ на снижение продукции гормонов щито-
видной железой. На 14-е сутки выявлено статистически значимое уменьшение концен-
трации всех тиреоидных гормонов и тиреотропного гормона. К 21-м суткам продукция 
гормонов щитовидной железой восстановилась, а также и функционирование обратной 
связи в оси гипоталамус-гипофиз-щитовидная железа, что проявлялось снижением сек-
реции тиреотропного гормона в ответ на повышение продукции тиреоидных гормонов.  

Проведенное изучение уровня основного транспортера йода натрий-йодного сим-
портера показало, что его концентрация постепенно увеличивалась с 1 по 21 сутки и не 
коррелировала ни с изменениями уровня Т3 и Т4, а также ТТГ, являющегося основным 
регулятором его синтеза (рис. 1).  

Наблюдаемые изменения указывали на чувствительность обеих эндокринных же-
лез к содержанию дейтерия. Она была более высокой у щитовидной железы, нежели у 
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гипоталамо-гипофизарного комплекса. Увеличение содержания дейтерия во внутрен-
ней среде организма в первые трое суток оказывало стимулирующее воздействие на 
секреторные процессы в щитовидной железе, а затем приводило к снижению секреции 
тиреотропного гормона гипофизом и развитию транзиторного гипотиреоза. Но норма-
лизация продукции гормонов щитовидной железы и гипофизарного контроля к 21-м 
суткам свидетельствовала о том, что даже столь выраженное дейтерирование, в том 
числе тканей не ингибирует синтез гормонов в ней. Определение свободных форм ти-
реоидных гормонов показало, что в процессе повышения содержания дейтерия в орга-
низме их концентрации становятся менее вариабельными по сравнению с контролем. 
Это свидетельствует о сохранении, как уровня продукции, так и связывающей способ-
ности белков, осуществляющих транспорт тиреоидных гормонов в системном крово-
токе, при сдвиге баланса дейтерия/протия в организме.  
 

а 

  б 
Рис. 1. Относительные изменения концентрации натрий-йодного симпортера (а) и ТТГ (б) в 

сыворотке крови крыс при повышении поступления дейтерия в организме. Значения контрольной 
группы приняты за 100%. * – статистически значимые отличия от контроля. 

 
Полученные данные о явно стимулирующем действии дейтерия на синтез гормо-

нов в щитовидной железе вызывают закономерный вопрос о механизмах этого явления. 
Одним из ключевых моментов секреторного цикла фолликулярных тироцитов является 
поступление йода. Основным транспортером йода в клетки является натрий-йодный 
симпотер – белок, формирующий ионный канал в мембранах тироцитов. В случае не-
достаточного поступления йода синтез натрий-йодного симпортера усиливается. Ос-
новным стимулом его синтеза является тиретропный гормон. Настоящее исследование 
показало, что повышение продукции тиреоидных гормонов не связано с увеличением 
синтеза натрий-йодного симпортера. Второй важной особенностью являлось повыше-
ние уровня натрий-йодного симпортера при длительно снижающемся уровне 
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тиреотропного гормона. Механизмы этого повышения не понятны и указывают на опре-
деленную роль дейтерия в регуляции формирования ионных каналов мембран, что тре-
бует дальнейших исследований. 

Выводы. 
Дейтерий является стимулятором функциональной активности щитовидной же-

лезы. Повышение его содержания вызывает транзиторное функциональное нарушение 
гипофизарного контроля, но не влияет на обратную связь в оси гипоталамус-гипофиз-
щитовидная железа. Однако, он нарушает регуляцию синтеза йодного транспортера, 
что вероятно, можно рассматривать как механизм стимулирующего действия дейтерия 
на синтез тиреоидных гормонов, но отсутствие связи между продукцией Т4 и Т3 и 
натрий-йодного симпортера и взаимосвязь уровня тиреоидных гормонов с тиреотроп-
ным гормоном гипофиза указывает на наличие дополнительных факторов, которые раз-
общают связь тиреотропного гормона и натрий-йодного симпортера. 

Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты. Щитовидная железа демонстрирует высокую чувствительность к повыше-
нию содержания дейтерия и увеличивает интенсивность гормоногенеза в отличие от 
тиротропоцитов гипофиза, которые реагируют позже и снижают свою секреторную ак-
тивность в процессе дейтерирования организма. Продукция натрий-йодного симпор-
тера увеличивается независимо от уровня тиреотропного гормона, что позволяет рас-
сматривать дейтерий как потенциальный дисраптор эндокринной системы.  

 
Работа выполнена по государственному заданию рег. номер FGFZ-2022-0035. 
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К ВОПРОСУ О ФОРМИРОВАНИИ ЖЕЛЕЗОДЕФИЦИТНОЙ АНЕМИИ  
У БОЛЬНЫХ С COVID-19 
Статья посвящена изучению динамики изменений биохимических показателей сыво-
ротки крови на фоне формирования анемии, ассоциированной с COVID-19. Данные ис-
следования помогают определить механизм формирования анемии после перенесения 
COVID-19 и назначить терапию для дальнейшего ее лечения.  
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ON THE ISSUE OF THE FORMATION OF IRON DEFICIENCY ANEMIA IN PA-
TIENTS WHO HAVE UNDERGONE COVID-19 
The article is devoted to the study of the dynamics of changes in biochemical parameters of 
blood serum against the background of the formation of anemia associated with COVID-19. 
These studies help to determine the mechanism of anemia formation after COVID-19 and pre-
scribe therapy for its further treatment. 
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Введение  
По данным ВОЗ в последние годы у более 35% населения наблюдается недостаток 

концентрации ионов железа в крови. Такой высокий процент развития и хронизации 
процесса анемии может быть вызван пандемией COVID-19. Изучение последствий вли-
яния новой коронавирусной инфекции на клетки и организм человека: процесс форми-
рования «постковидной» анемии – остается актуальной проблемой [1].  

Новая коронавирусная инфекция является полиорганным заболеванием, затраги-
вающим различные системы организма и вызывающим изменения метаболизма в орга-
низме в целом. По мнению некоторых исследователей [2] эта связь объясняется тем, что 
вирус SARS-COV-2 содержит белки, способные при взаимодействии с эритроцитами. 
Что легло в основу исследования – изучение динамики биохимических показателей в 
сыворотке крови в оценке изменения обмена железа в процессе формирования анемии, 
ассоциированной с COVID-19. 

 
Материалы и методы  
Исследовательская работа проводилась в клинико-диагностических лабораториях 

ГБУЗ «НИИ-Краевая больница № 1 им. С.В. Очаповского» и ООО «Современные диа-
гностические технологии» с использованием спектрофотометрических и гематологиче-
ских методов исследования. В качестве исследуемых показателей были выбраны био-
маркеры воспаления сыворотки крови ферритин и СРБ и гематологические показатели 
для оценки возможных механизмов развития анемии – сывороточное железо, гемогло-
бин, количество и особенности структуры эритроцитов. В качестве биологического ма-
териала использовалась 227 сывороток крови больных в возрасте от 45 до 68 лет стра-
дающих (группа БЭ – 108 человек) или перенесших COVID-19 (группа ПЭ – 30 человек, 
обратившиеся за лечением через 6-9 месяцев после выздоровления) (возрастная катего-
рия была выбрана с учетом наиболее подверженной заболеванию и осложнениям 
группы людей), образовавшие экспериментальные и контрольные группы. Эксперимен-
тальные группы исследования были разделены по принадлежности к полу (56 
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сывороток крови принадлежали мужчинам, образовав группу БЭМ и 52 сыворотки 
крови женщин больных COVID-19 – группа БЭЖ) и 15 сывороток крови мужчин 
(группа ПЭМ) и  

15 сывороток крови женщин, недавно перенесших COVID-19 (группа ПЭЖ). В 
качестве группы контроля нами была выбрана сыворотка крови 89 относительно здоро-
вых людей (46 сыворотки крови мужчин – группа КМ, 43 сыворотки крови женщин – 
группа КЖ). Статистическая обработка данных проводилась с применением пакета при-
кладных программ «STATISTICA» и «Microsoft Excel 2013».  

 
Полученные результаты. 
В результате исследования были определены концентрации основных маркеров 

воспаления, показатели и критерии форменных элементов крови в процессе лечения 
COVID-19 и в «постковидном» этапе.   

Ряд исследователей указывали на низкий уровень ферритина в крови больных с 
диагнозом COVID-19, однако в ходе исследования мы наблюдали высокие концентра-
ции ферритина в период поражения организма вирусом SARS-COV-2 [3]. Концентрация 
ферритина превышала референсные значения более, чем в 5 раз, что связано с тем, что 
ферритин является белком острой фазы. При внедрении в организм вируса новой коро-
навирусной инфекции в крови группы больных БЭМ уровень концентрации достигал 

значений в 812,0±0,23 мкг/л, а в крови группы больных БЭЖ оказывался ниже и состав-
лял 778,0±0,51 мкг/л (p≤0,05) (таблица 1). 

 
 
Примечания: КМ/КЖ – контрольная группа мужчин/женщин, БЭМ/ЖЭМ – группа болеющих 

мужчин/женщин, ПЭМ/ПЭЖ – группа мужчин/женщин с «постковидным» синдромом; 
* p≤0,01, ** p≤0,05 – уровень значимости различий между показателями экспериментальных 

групп мужчин и женщин; #p≤0,01, ##p≤0,05 – уровень значимости различий между показателями 
экспериментальных групп БЭМ и ПЭМ (БЭЖ и ПЭЖ);  

ºp≤0,01, ººp≤0,05 – уровень значимости различий между показателями экспериментальными 
группами и экспериментальными;  

˂  – значения находятся на нижней границе референсных значений или меньше в 2-4 раза; ˃ – 
значения в 2-15 раз превышают референсные значения; ˃˃ – значения более чем в 15 раз превышают 
референсные значения 

Таблица 1 – Динамика изменений биохимических показателей крови у больных с диагнозом 
COVID-19 и после перенесенного заболевания COVID-19 

 
При этом, следует отметить, уровень сывороточного железа в крови во время те-

чения заболевания COVID-19 оставался в пределах референсных значений, что не мо-
жет влиять на увеличение концентрации ферритина за счет перенасыщения железом. 

Показатель 
/группы иссле-

дования  

Экспериментальные группы Контрольные группы 
Во время течения 
СОVID-19  

После СОVID-19 

мужчин 
БЭМ 
(n=56) 

женщин 
БЭЖ (n=52) 

мужчин 
ПЭМ (n=15) 

женщин 
ПЭЖ (n=15) 

мужчин 
КМ (n=46) 

женщин 
КЖ (n=43) 

Ферритин  
(мкг/л) 

**#ºº 
˃ ˃ 

**#ºº 
˃ ˃ 

**# **# 
˃ 

ºº ºº 

Железо сыв. 
(мкмоль/л) 

##  **## 
˂ 

** 
˂ 

** ** 

Гемоглобин  
(г/л) 

## ## ## ºº 
˂ 

## ºº 
˂ 

ºº ºº 

СРБ (мг/л) # ºº ˃ ˃ # ºº ˃ ˃ # # º ˃ ºº ºº 

Эритроциты  
(×10¹² в 1 л) 

!! ## ˂  ## ºº  
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Соответственно, нарушения обмена железа в «постковидный» период в сыворотке 
крови больных групп ПЭМ и ПЭЖ не связано с процессом гиперферритинемии, разви-
вающейся при COVID-19 [4]. В крови группы БЭМ концентрация сывороточного же-
леза оказалась равна 27,2±0,31 мкмоль/л и в крови группы БЭЖ – 21,5±0,22 мкмоль/л.  

 
При этом между показателями этих групп исследования была выявлена значи-

мость различий (p≤0,05), что вероятнее всего, было связано с физиологически более вы-
соким уровнем железа в крови мужчин.  Снижение концентрации железа отмечалось в 
период выздоровления.  В сыворотке крови группы ПЭМ уровень показателя в крови 
был значительно понижен, чем в крови группы ПЭЖ, и не превышал 11,41±0,23 
мкмоль/л. 

Изменения концентрации гемоглобина в процессе исследования имели тенден-
цию к понижению в сыворотке крови экспериментальных групп, перенесших недавно 
новую коронавирусную инфекцию. Так, уровень гемоглобина понижался до показате-
лей 99,23±0,30 г/л, что ниже нижней границы референсных значений  в 1,54 раза в крови 
исследуемой контрольной группы (p≤0,05). Подобные события указывали на вероятное 
разрушение гемоглобина в результате развития в организме во время заболевания мощ-
ной иммунной реакции, запускающей патологическое поглощение макрофагами фор-
менных элементов крови, в том числе эритроцитов, а также разрушения транспортного 
белка белками вируса.  

Следует отметить, что повышение концентрации во фракции белков острой фазы, 
в нашем случае ферритина и СРБ, происходило по времени раньше, что позволяет пред-
положить о причинно-следственной связи между показателями. Данные показатели 
могли служить фактором, влияющим на понижение концентраций гемоглобина и же-
леза. 

Концентрация СРБ достигала высоких значений в крови группы БЭМ и состав-
ляла 83,12±0,26 мг/л, что 27,7 раз превышает значения в крови группы контроля 
(p≤0,05). В крови группы БЭЖ также наблюдались высокие показатели СРБ, указыва-
ющие на наличие в организме больных мощного воспалительного процесса. У некото-
рых больных было отмечено сохранение повышенной концентрации СРБ в сыворотке 
крови больных даже после выздоровления. Так, в крови группы ПЭЖ концентрация 
СРБ в крови в 2 раза превышала референсные значения показателя (p≤0,01). В этой же 
группе наблюдалось значительное понижение концентрации гемоглобина в сыворотке 
крови.  

Следуя цели исследования и логике понимания патологических процессов клетки 
участвующих в формировании анемии были изучены показатели общего анализа крови 
– количество и особенности структуры эритроцитов. На графике отмечено, что в крови 
групп больных COVID-19 количество эритроцитов выходило за пределы допустимых 
значений, причем, в крови группы БЭЖ концентрация красных кровяных клеток была 
равна  4,2 ±0,18 ×10¹² в 1 л , а в группе БЭМ – 3,3±0,23 ×10¹² в 1 л, что в 1,2 раза ниже 
результатов крови группы контроля (p≤0,01). Подобные процессы и полученные дан-
ные могли свидетельствовать о патологических разрушениях эритроцитов в острую 
фазу заболевания, что в дальнейшем вызвало развитие анемии [5]. Подобные изменения 
могли стать результатом того, что белок СРБ и белок ферритин, как белки острой фазы 
способны провоцировать коагуляционные изменения в крови и, изменяя мембраны 
эритроцитов, ускорять процесс их слипания и снижать жизнеспособности эритроцитов 
в кровеносном русле [5] (рисунок 1). 
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Рисунок 1. Динамика изменений биохимических показателей крови экспериментальных групп 
исследования 

 
Выводы. 
В крови больных в период течения инфекционного процесса, вызванного вирусом 

SARS-COV-2   высокие значения принимали показатели белка ферритина (повышался 
в 5 раз) и белка СРБ (повышался в 27,7 раз); отмечалось снижение количества эритро-
цитов (в 1,2–1,4 раза) в крови; показатели гемоглобина и сывороточного железа были 
снижены. 

В крови групп больных, перенесших новую коронавирусную инфекцию показа-
тели концентрации ферритина и СРБ возвращались в нормальные значения или были 
повышены не более, чем в 2 раза. Уровень эритроцитов имел тенденцию к повышению 
количества, но оставался в пределах нижнего допустимого значения. Наиболее значи-
тельные отклонения были отмечены в концентрациях гемоглобина и сывороточного же-
леза. Их уровень был понижен в 1,5-2 раза в сравнении с показателями крови контроль-
ной группы исследования, свидетельствуя о наличии у больных анемии, ассоциирован-
ной с COVID-19.  

 
Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: дефицит железа в сыворотке крови и нарушение его транспорта ассоции-
рованы с развитием мощного иммунного ответа в организме, в результате которого про-
исходит снижение количества эритроцитов в крови, но в содержании железа наблюда-
лось повышенное содержание ферритина, что свидетельствует о процессах затянувше-
гося воспалительного процесса.  
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DEVELOPMENT OF SPLENIC LYMPHOID LINEAGES IN RATS PRENATALLY 
AND POSTNATALLY EXPOSED TO THE ENDOCRINE DISRUPTOR DDT 
Impact of the endocrine disruptor DDT on prenatal and postnatal development of the spleen 
was investigated. Low-dose exposure to DDT was found not to affect spleen growth, but dis-
turbed differentiation lymphoid cell lineages. 
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Введение. 
Воздействие эндокринных дисрапторов как дисморфогенетический фактор 

начало изучаться сравнительно недавно. Первые работы о способности эндокринных 
дисрапторов влиять на гистогенез в пренатальном развитии, а также эпигенетическую 
регуляцию появились около 10 лет назад [1]. Выдвигались предположения, что способ-
ность эндокринных дисрапторов нарушать сигналинг гормонов может приводить к 
нарушениям деления, миграции и дифференцировки клеток [2,3,4]. Однако исследова-
ния показывают, что даже дисрапторы тиреоидных гормонов, которые непосредственно 
влияют на морфогенетические процессы, не имеют специфических механизмов дей-
ствия [5]. Эндокринные дисрапторы показывают влиять на эпигенетическую регуляцию 
транскрипции генов и тем самым, обусловливать нарушения развития органов и клеток 
[6,7]. Эти данные указывают, что наиболее распространенные эндокринные дисрапторы 
могут быть фактором, обусловливающим популяционные изменения в формировании, 
развитии и функционировании органов, в первую очередь, эндокринной и иммунной 
систем.  

На сегодняшний день идентифицировано несколько сотен химических соедине-
ний, обладающих свойствами эндокринных дисрапторов. Наиболее часто в экосистемах 
встречается дихлордифенилтрихлорэтан (ДДТ) – пестицид, активно применяющийся и 
по сегодняшний день. ДДТ обладает свойством длительно разлагаться в природе, что 
обусловливает его персистенцию [8]. ДДТ легко проникает через фетоплацентарный 
барьер и оказывает непосредственное воздействие на развитие органов плода. В ряде 
работ было показано, что ежедневное низкодозовое воздействие ДДТ на развиваю-
щийся организм в пренатальном и постнатальном развитии приводит к изменению мор-
фогенетических процессов в тимусе, обусловливает нарушения созревания Т-клеток в 
организме [9,10]. Следовательно, ДДТ может провоцировать изменения и в других лим-
фоидных органах. 

 
Цель работы. 
Изучить формирование селезенки и ее лимфоидных линий в раннем постнаталь-

ном периоде у крыс, подвергавшихся воздействию эндокринного дисраптора ДДТ. 
 
Материалы и методы. 
Проведено исследование потомства мужского пола самок крыс Вистар, потреб-

лявших низкие дозы ДДТ (2,9-3,2 мкг/кг/сут) в течение всей беременности и вскармли-
вания. В качестве контрольной группы использовали потомство мужского пола интакт-
ных самок. Исследование проводили на новорожденных крысятах и в возрасте 7 суток. 
Определяли абсолютную и относительную массу селезенки. Получали первичную куль-
туру клеток селезенки и определяли содержание в ней Т- и В-лимфоцитов методом про-
точной цитофлуориметрии с использованием антител к CD3 и CD45R, меченных флуо-
рохромами.  

Проводили статистическую обработку материала с помощью пакета прикладных 
программ “Statistica 7.0” (“StatSoft, США). Cтатистически значимыми различия счита-
лись при р<0,01. 

 
Полученные результаты. 
У новорожденных крыс, развивавшихся при воздействии эндокринного дисрап-

тора ДДТ, абсолютная и относительная масса селезенки не отличались от значений кон-
трольной группы. В возрасте 7 суток масса абсолютная масса селезенки увеличилась 
как в контрольной, так и экспериментальной группе (рис. 1а). Относительная масса ор-
гана также увеличилась и не отличалась в сравниваемых группах (рис.1б). 
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 А  Б 
Рис. 1. Возрастные изменения абсолютной (А) и относительной(Б) масс селезенки крыс кон-

трольной группы и подвергавшихся воздействию эндокринного дисраптора ДДТ, (M±m). 
 
У новорожденных животных контрольной группы основную долю клеток селе-

зенки составляли низкодифференцированные клетки. В-клетки составляли третью 
часть от общего количества спленоцитов (рис. 2а). Численность Т-клеток была в 20 раз 
ниже (рис. 2б). У животных, подвергавшихся воздействию эндокринного дисраптора, 
содержание В-клеток было более чем в два раза ниже, чем в контрольной группе. Про-
цент Т-клеток также был меньше, но эти различия не достигали статистической значи-
мости (рис. 2). 

К 7-м суткам процентное содержание В-клеток в селезенке уменьшилось в обеих 
группах. Содержание Т-клеток, напротив, увеличилось. У крыс, подвергавшихся воз-
действию ДДТ, численность Т- и В- клеток была более низкой (рис. 2). 

 

 А  Б 
Рис. 2. Формирование В-клеточной (А) и Т-клеточной (Б) лимфоидных линий селезенки в ран-

нем постнатальном периоде у крыс контрольной группы и подвергавшихся воздействию эндокрин-
ного дисраптора ДДТ. * – р<0,01 по сравнению с контролем. 

 
Известно, что формирование и функциональное становление лимфоидных орга-

нов зависит от действия различных экзогенных и эндогенных факторов [10,11,12,13]. В 
данном случае мы наблюдали негативное влияние ДДТ на дифференцировку Т- и В-
клеток в селезенке. Настоящее исследование показывает, что пренатальное и продол-
жающееся постнатальное воздействие эндокринного дисраптора вызывает наименьшие 
изменения в формировании структуры и росте органа, и наибольшие изменения – в диф-
ференцировке лимфоцитов селезенки, что может сказаться на реализации иммунных 
реакций. 
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Выводы. 
Воздействие эндокринного дисраптора ДДТ в пренатальном и постнатальном пе-

риодах вызывает замедление дифференцировки Т- и В-клеточной линии лимфоцитов в 
селезенке. 

 
Заключение. 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты. Эндокринный дисраптор ДДТ не вызывает выраженных изменений в раз-
витии структуры селезенки крыс, но нарушает дифференцировку лимфоидных линий 
селезенки. 

 
Работа выполнена по гранту РНФ № 23-25-00012. 
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ОТЛИЧИЯ МОРФОФУНКЦИОНАЛЬНОГО СОСТОЯНИЯ ТИМУСА ПОСЛЕ 
ДОСТИЖЕНИЯ ПОЛОВОЙ ЗРЕЛОСТИ У КРЫС, РАЗВИВАВШИХСЯ ПРИ 
ВОЗДЕЙСТВИИ ЭНДОКРИННОГО ДИСРАПТОРА ДДТ 
В статье изложены результаты экспериментов, направленных на определение морфо-
функционального состояния тимуса после достижения половой зрелости у крыс, раз-
вивавшихся при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ. Показано, что пренаталь-
ное и постнатальное воздействие низких доз ДДТ обусловливало у половозрелых жи-
вотных нарушения пролиферации и миграции тимоцитов и функционирования ретику-
лярного эпителия тимуса.  
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DIFFERENCES IN THYMUS MORPHOLOGY AND FUNCTION IN POSTPUBER-
TAL RATS DEVELOPMENTALLY EXPOSED TO ENDOCRINE DISRUPTOR DDT 
The article represents the results of investigation aimed at evaluation of thymus morphology 
and function in adult rats developmentally exposed to the endocrine disruptor DDT. Prenatal 
and postnatal exposure to low doses of DDT was found to disturb proliferation and immigra-
tion of thymic lymphocytes and cell cycles of thymic epithelial cells. 
Key words: thymus, thymic epithelium, thymocytes, endocrine disruptor 
 
Введение. 
Воздействие на организм фоновых доз дихлордифенилтрихлорэтана (ДДТ) и его мета-
болитов является насущной проблемой, поскольку это вещество встречается повсе-
местно [1, 2, 3, 4]. Оно обладает установленными дисрапторными свойствами по отно-
шению к щитовидной, надпочечным и половым железам [5, 6, 7, 8]. Гистофизиология 
тимуса имеет ярко выраженную зависимость от гормонального фона, в первую очередь 
от половых гормонов [9]. Из литературных данных известно, что гормональный дисба-
ланс у животных, вызванный воздействием ДДТ, сопровождался пониженным проли-
феративным ответом тимоцитов на Т-клеточный митоген [10, 11]. Среди лимфоидных 
органов тимус наиболее рано подвергается возрастной инволюции, и ее темпы опреде-
ляют снижение параметров иммунных реакций [8, 9, 10]. В наших предыдущих иссле-
дования было установлено, что пренатальное воздействие эндокринного дисраптора 
ДДТ изменяет морфогенетические процессы в раннем постнатальном развитии тимуса 
[12]. 
 
Цель работы. 
Определить показатели морфофункционального состояния тимуса после достижения 
половой зрелости у крыс, развивавшихся при воздействии эндокринного дисраптора 
ДДТ 
 
Материалы и методы. 
Эксперимент выполнен на самцы крыс Вистар в возрасте 2,5 мес. Опытную группу 
(n=10) составило потомство самок, потреблявших вместо питьевой воды раствор о,п-
ДДТ с концентрацией 20 мкг/л в течении всей беременности и лактации. Затем самцы 
крыс самостоятельно потребляли аналогичный раствор. Среднесуточное потребление 
ДДТ составило 2,7±0,2 мкг/кг. Потомство мужского пола интактных самок (n=10) ис-
пользовалось в качестве контроля. Животных выводили из эксперимента передозиров-
кой золетила. Определяли массу тела и массу тимуса, рассчитывали относительную 
массу тимуса. Изготавливали гистологические препараты тимуса, окрашенные ге-
матоксилином и эозином. Для компьютерной морфометрии использовали программу 
“ImageScope” (“Leica Microsystems”, Германия). Измеряли площадь коркового и мозго-
вого вещества, подсчитывали общее количество лимфоцитов в 1 мм2 коркового и моз-
гового вещества. Определяли количество тимических телец в единице площади мозго-
вого вещества, степень их развития по Н.В. Ягловой [13], количество клеток в составе 
тимических телец. Статистическую обработку данных проводили с помощью про-
граммы «Statistica 7.0» («StatSoft», США). Центральные тенденции и рассеяние призна-
ков, имеющих приближенно нормальное распределение, описывали средним значением 
и стандартной ошибкой среднего значения (М±m). Сравнение независимых групп 
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проводили с помощью t-критерия Стьюдента с учетом значений критерия Левена о ра-
венстве дисперсий и χ2. Статистически значимыми различия считались при р<0,05. 
 
Полученные результаты. 
Тимус крыс представлял собой орган, состоящий из двух долей.  Снаружи он был по-
крыт соединительнотканной капсулой. Тимус имел дольчатую структуру. Корковое и 
мозговое вещество долек имело четкую границу. В корковом веществе встречались 
очаги гибели тимоцитов. В мозговом веществе выявлялось небольшое количество ти-
мических телец.  Встречались тельца 1ой, 2ой и 3ей стадии. Они состояли в среднем из 
трех ретикулярных эпителиоцитов. 
У крыс, развивавшихся при воздействии низких доз ДДТ тимус имел типичное строе-
ние. Абсолютная и относительная массы органа не отличались от значений контроль-
ной группы (рис. 1).  
 

 а  б 
Рис. 1. Абсолютная (а) и относительная (б) массы тимуса половозрелых крыс контрольной 

группы и развивавшихся при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ. 
 
Соотношение коркового и мозгового вещества также не имело принципиальных 

отличий от контроля (рис. 2). Корковое вещество было хорошо развито и составляло 
три четверти долек как у крыс контрольной, так и экспериментальной групп. 

 
Рис. 2. Соотношение коркового и мозгового вещества в тимусе половозрелых 

крыс контрольной группы и развивавшихся при воздействии эндокринного дисрап-
тора ДДТ. 

Количество лимфоцитов в единице площади коркового вещества было большим 
наблюдались очаги опустошения (рис. 3). В мозговом веществе также выявлено боль-
шее число лимфоцитов по с контрольными животными (рис. 3). Количество тимических 
телец вдвое превышало значения контрольной группы (рис. 3). Тимические тельца со-
стояли в основном из трех ретикулярных эпителиоцитов. В отличие от контроля прева-
лировали тельца первой стадии развития. 
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Рис. 3. Количество тимоцитов в 1мм2 коркового (А) и мозгового (Б) вещества и 

количество тимических телец в 1 мм2 мозгового вещества (В) у половозрелых крыс 
контрольной группы и развивавшихся при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ. 

Примечание. Значения контрольной группы приняты за 100%, * – р<0,05 при срав-
нении с контролем. 

 
Результаты исследования показывают, что у половозрелых крыс, подвергавшихся 

воздействию эндокринного дисраптора в пренатальном и постнатальном онтогенезе, 
тимус характеризуется повышенным содержанием лимфоцитов как в корковом, так и 
мозговом веществе, то есть активацией пролиферативных процессов, а также актива-
цией образования тимических телец. Эти изменения указывают как на цитотоксичное 
действие дисраптора [14], так и на сдвиги в органогенезе, что может повлечь изменения 
и в гистофизиологии вторичных лимфоидных образований.  

 
Выводы. 
После достижения половой зрелости у крыс, развивавшихся при воздействии эн-

докринного дисраптора ДДТ, в тимусе более активно происходил тимопоэз и наблюда-
лось снижение миграции лимфоцитов из мозгового вещества в сочетании с более ак-
тивным формированием тимических телец. 

 
Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты. Пренатальное и постнатальное воздействие эндокринного дисраптора ДДТ 
обусловливало у половозрелых животных нарушения пролиферации и миграции тимо-
цитов и функционирования ретикулярного эпителия тимуса.  

 
Работа выполнена по государственному заданию рег. номер № FGFZ-2022-

0035. 
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ИЗМЕНЕНИЯ ЭКСПРЕССИИ ФАКТОРОВ, РЕГУЛИРУЮЩИХ КЛЕТОЧНУЮ 
ДИФФЕРЕНЦИРОВКУ, В СЕТЧАТОЙ ЗОНЕ НАДПОЧЕЧНИКОВ В ПУБЕР-
ТАТНОМ ВОЗРАСТЕ ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ ЭНДОКРИННОГО ДИСРАПТОРА 
В ПОСТНАТАЛЬНОМ ПЕРИОДЕ 
Изучено развитие сетчатой зоны надпочечников в пубертатном возрасте и экспрессия 
факторов, регулирующих клеточную дифференцировку, при воздействии эндокринного 
дисраптора ДДТ в постнатальном периоде. Установлено, что эндокринный дисрап-
тор нарушает экспрессию факторов, регулирующих клеточную дифференцировку, и 
обусловливает преждевременную остановку роста сетчатой зоны надпочечников.  
Ключевые слова: надпочечник, сетчатая зона, транскрипционная регуляция, эндокрин-
ный дисраптор 
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ALTERATIONS IN EXPRESSION OF FACTORS REGULATING CELL DIFFEREN-
TIATION, IN ADRENAL ZONA RETICULARIS DURING PUBERTY INDUCED BY 
POSTNATAL EXPOSURE OF ENDOCRINE DISRUPTOR 
Growth parameters of adrenal zona reticularis and expression of factors regulating cell 
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differentiation were studied in rats exposed to endocrine disruptor DDT during postnatal de-
velopment. The endocrine disruptor was found to affect expression of factors regulating cell 
differentiation and provoke preliminary growth arrest. 
Key words: adrenal gland, zona reticularis, transcriptional regulation, endocrine disruptor 

Введение. 
Сетчатая зона коркового вещества надпочечников активно развивается до пубер-

татного периода и является основным источником половых стероидов. Нарушение раз-
вития сетчатой зоны может вызывать изменения полового созревания, а затем нега-
тивно влиять на репродуктивную функцию. На сегодняшний день не вызывает сомне-
ния, что одной из ведущих причин нарушения развития эндокринной системы является 
воздействие на организм эндокринных дисрапторов – химических соединений антропо-
генного происхождения, которые обладают способностью нарушать различные стадии 
синтеза гормонов и их взаимодействия с клетками-мишенями [1,2,3,4]. В последние де-
сятилетия отмечается значительное увеличение случаев аномалий развития и наруше-
ний функционирования мужской и женской половой системы, что обусловливает зна-
чительный интерес исследователей к этой проблеме [3,4]. Многие из дисрапторов явля-
ются стойкими загрязнителями с длительным периодом полураспада за счет чего они 
персистируют в экосистемах. Ярким примером такого соединения является дихлор-
дифенилтрихлорэтан (ДДТ). Он легко проникает и депонируется в клетках за счет вы-
сокой липофильности и способности проникать через гистогематические барьеры. Как 
эндокринный дисраптор он обладает антиандрогенными свойствами [5, 6], а также 
нарушает йод-аккумулирующую функцию щитовидной железы и синтез стероидных 
гормонов и катехоламинов в надпочечниках [7,8,9]. Мониторинговые исследования 
населения показывают, что низкодозовое воздействие ДДТ, вызывает разнообразные 
структурные и функциональные нарушения репродуктивной системы мужчин и жен-
щин, но изменения в сетчатой зоне надпочечников и их механизмы мало изучены.  

 
Цель работы. 
Изучить экспрессию факторов, регулирующих клеточную дифференцировку, в 

сетчатой зоне надпочечников в пубертатном возрасте при воздействии эндокринного 
дисраптора ДДТ в постнатальном периоде. 

 
Материалы и методы 
Работа выполнена на самцах крыс Вистар (n=20), подвергавшихся низкодозовому 

воздействию о,п-ДДТ с рождения. Среднесуточное потребление ДДТ потомством со-
ставило 3,2±0,12 мкг/кг. Расчет дозы ДДТ выполняли согласно требованиям к опреде-
лению его низких доз [10]. Животные контрольной группы потребляли водопроводную 
воду. Животных выводили из эксперимента в возрасте 6 недель, что соответствует пу-
бертатному периоду. Проводили гистологическое исследование экваториальных срезов 
надпочечников. Определение β-катенина в кортикостероцитах, а также Ki-67, Oct4, 
Sonic Hedgehog (Shh) проводили методом иммуногистохимии с помощью поликлональ-
ных кроличьих антител («Abcam» США). Реакцию визуализировали с помощью набора 
реактивов «UltraVision LP Detection System» («ThermoScientific», США). Для количе-
ственной оценки морфологических параметров использовали программу для морфо-
метрии «ImageScope» («Leica Microsystems», Германия). Статистическую обработку 
данных производили с помощью программы Statistica 7.0 («Statsoft Inc.», США). Срав-
нение независимых групп проводили с помощью t-критерия Стьюдента с учетом значе-
ний критерия Левена о равенстве дисперсий и χ2. Cтатистически значимыми различия 
считались при р<0,05. 

 
Полученные результаты. 
У крыс, подвергавшихся воздействию ДДТ с рождения, в пубертатном возрасте 

сетчатая зона надпочечников имела меньшие размеры, чем у интактных крыс (рис.1).  
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Рис. 1. Морфофункциональные отличия сетчатой зоны коркового вещества надпочечников в 

пубертатном периоде у крыс, подвергавшихся воздействию эндокринного дисраптора ДДТ в пост-
натальном развитии. Значения контрольной группы приняты за 100%; * – статистически значи-
мые отличия от контрольной группы.  

 
Плотность клеток не отличалась от значений контрольной группы. Размеры кле-

ток превышали контрольные значения. Пролиферативная активность кортикостероци-
тов сетчатой зоны также была резко понижена (рис. 1).    

Исследование канонического Wnt-сигналинга показало, что уровень его актива-
ции в кортикостероцитах был крайне низким. Экспрессия фактора поддержания плю-
рипотентного состояния клеток была повышенной. Экспрессия лиганда Shh, напротив, 
была пониженной (рис. 2). 

 

 
Рис. 2. Отличия в экспрессии факторов, регулирующих клеточную дифференцировку, в сет-

чатой зоне надпочечников в пубертатном возрасте при воздействии эндокринного дисраптора ДДТ 
в постнатальном периоде. Значения контрольной группы приняты за 100%; * – статистически 
значимые отличия от контрольной группы.  

 
Результаты гистологического исследования показали, что воздействие ДДТ при-

водило к более раннему торможению роста сетчатой зоны, что подтверждало снижение 
пролиферативной активности ее клеток. Согласно теории центростремительной мигра-
ции источником кортикостероцитов всех зон являются камбиальные клетки, которые 
локализуются под капсулой или в промежуточной зоне, а затем мигрируют в направле-
нии мозгового вещества, изменяя при этом свой фенотип [11]. Вторым механизмом по-
полнения пула кортикостероцитов является клеточная пластичность – способность кле-
ток изменять секреторный профиль в ответ на гормональные сигналы и сигналы 
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клеточного микроокружения. Одной из форм пластичности является дедифференци-
ровка при которой дифференцированная клетка превращается в менее дифференциро-
ванную клетку в пределах одной и той же линии ткани [12]. Oct4 – один из ключевых 
факторов, обеспечивающих поддержание эмбриональных клеток в плюрипотентном со-
стоянии и способных вызывать дедифференцировку дифференцированных клеток во 
взрослом организме в ответ на различные стимулы [13]. В ряде работбыло показано, 
что зонирование и регенерация коры надпочечников контролируются сигнальными пу-
тями развития, такими как Shh и WNT/β-катенин-сигналинг [14]. Также известно, что 
Oct4- и Shh-позитивные клетки в сетчатой зоне встречаются в норме и их численность 
увеличивается после завершения роста органа, формируя пул для физиологической ре-
генерации [15]. Выраженное снижение активации Wnt-сигналинга свидетельствует о 
торможении роста, а высокий уровень Oct4 вероятно указывает на более раннюю акти-
вацию его экспрессии в связи с более ранним прекращением роста сетчатой зоны.  

 
Выводы. 
Воздействие низких доз ДДТ нарушает развитие сетчатой зоны надпочечников и 

ингибирует канонический Wnt-сигналинг. На фоне остановке роста зоны происходит 
усиленное формирование пула Oct4-экспрессирующих клеток. 

 
Заключение. 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: воздействие эндокринного дисраптора ДДТ в постнатальном периоде нару-
шает экспрессию факторов, регулирующих клеточную дифференцировку, и обусловли-
вает преждевременную остановку роста сетчатой зоны надпочечников.  

 
Работа выполнена по государственному заданию рег. номер № FGFZ-2022-

0035. 
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МОРФОЛОГИЧЕСКИЕ ОСОБЕННОСТИ РЕГЕНЕРАТА ИШЕМИЗИРОВАН-
НОГО КОЖНОГО ДЕФЕКТА НА 23-И СУТКИ ПОСЛЕ ТРАНСПЛАНТАЦИИ 
ДЕРМАЛЬНЫХ ФИБРОБЛАСТОВ И СУРФАКТАНТА  
В статье обсуждается влияние тканеинженерной конструкции, состоящей их легоч-
ного сурфактанта и дермальных аллофибробластов на регенерацию модельного ише-
мизированного  кожного дефекта. Представлены оригинальные морфологические ис-
следования биоптатов заживающей раны на 23-и сутки репаративной регенерации. 
Изучение толщины эпидермиса, коллагенообразования и васкуляризации биоптатов 
контрольной и экспериментальной групп с помощью морфологических и статистиче-
ских методов показали, что тканеинженерная конструкция ускоряет репаративный 
гистогенез тканей кожи, частично восстанавливает шерстяной покров и архитекто-
нику коллагеновых волокон в слоях дермы биоптатов. 
Ключевые слова: ишемизированный кожный дефект, репаративная регенерация, фиб-
робласты, сурфактант. 
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MORPHOLOGICAL FEATURES OF THE REGENERATE OF ISCHEMIC SKIN 
DEFECT ON DAY 23 AFTER TRANSPLANTATION OF DERMAL FIBROBLASTS 
AND SURFACTANT 
The paper discusses the effect of a tissue-engineered construct consisting of pulmonary sur-
factant and dermal allofibroblasts on the regeneration of a model ischemic skin defect. Orig-
inal morphological studies of biopsy specimens of a healing wound on the 23rd day of repar-
ative regeneration are presented. The study of the thickness of the epidermis, collagen for-
mation and vascularization of biopsy specimens from the control and experimental groups 
using morphological and statistical methods showed that the tissue engineering structure ac-
celerates the reparative histogenesis of skin tissues, partially restores the coat and the archi-
tectonics of collagen fibers in the dermal layers of the biopsy specimens. 
Key words: ischemic skin defect, reparative regeneration, fibroblasts, surfactant. 
 

Введение. Хроническая венозная недостаточность, которой страдает  более  20%  
населения  мира,  вызвана венозным стазом, приводящим к каскаду патологических из-
менений окружающих тканей на молекулярном, клеточном и тканевом уровнях [1]. 
Осложнением ХВН является трофическая язва. Один из подходов в терапии такой па-
тологии заключался в доставке жизнеспособных аллогенных фибробласты, в трофиче-
скую язву [2]. Лечение дефектов кожи с использованием культивированных in vitro кле-
ток получило широкое признание во всем мире, как безопасный и эффективный метод 
[3]. Способность фибробластов формировать межклеточный матрикс, синтезировать 
цитокины, вызывать миграцию и пролиферацию разных типов клеток при 
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повреждениях кожи делает их перспективными для широкого клинического примене-
ния [4]. Они имеют возможность активно делиться  и участвуют в заживлении ран [2]. 
Тканеинженерные  кожные трансплантаты с дермальными фибробластами доказали 
свою эффективность при закрытии глубоких кожных ран, в том числе и при нарушении 
венозного кровообращения [3]. В здоровом легком альвеолоциты 2-го типа секрети-
руют белки сурфактанта, которые важны для защиты легких от воздействия патогенов 
[5]. Сурфактант успешно используется при лечении не осложненных кожных дефектов 
[6].  

Целью исследования было изучить морфологические особенности биоптатов за-
живающего ишемизированного кожного дефекта у мышей на 23-й день после транс-
плантации тканеинженерной конструкции из легочного сурфактанта и дермальных 
фибробластов.  

Материалы и методы. В работе использованы 16 белых лабораторных мышей 
линии С57/В1, достигших возраста 4–6 месяцев. Все животные были разделены на кон-
трольную и экспериментальную группы по 8 особей в каждой. Эксперименты прово-
дили со следованием всем принципам гуманности, содержащихся в директиве Европей-
ского Сообщества (86/609/ЕС) и в соответствии с «Правилами выполнения работ с при-
влечением экспериментальных животных». Во всех группах операцию по моделирова-
нию кожной раны в лопаточной области производили после внутрибрюшинного введе-
ния 2,5% раствора авертина 0,3-0,4 мл. Кожу иссекали в виде круга диаметром 12 мм, к 
краям раны кожно-фасциальными узловыми швами фиксировалось силиконовое 
кольцо с наружным диаметром 12 мм атравматичным шовным материалом «Полипро-
пилен» 5-0 для исключения возможности эпителизации раны и закрытия её мобильной 
кожей области спины. Методика формирования модельной раны описана в работе Ба-
рановского Ю. Г. с соавт., 2016 [7]. Экспериментальная группа  (8 особей) объединяла 
мышей, которым на модельную рану во время операции трансплантировали 2D кон-
струкцию, состоящую из поверхностно нанесенного легочного сурфактанта, а края и 
дно раны обкалывали 0,4 мл взвеси аллофибробластов 2-го или 3-го пассажей с фено-
типом CD44+CD90+CD105+CD73+CD45+CD31-CD34-CD45- в ростовой среде DMEM 
F12 (Lonza) в количестве 1,33 млн клеток. Методика получения и культивации дермаль-
ных фибробластов подробно приведена в статье Шаповалова Е.Ю., с соавт., 2017 [8]. 

Существует линейка коммерчески доступных препаратов легочных сурфактантов, 
которые содержат липофильную фракцию после лаважа или экстракции из легких жи-
вотных. Среди поверхностных эмульгирующих свойств фосфолипидов и гидрофобных 
белков сурфактанта SP-B и SP-C, которые облегчают абсорбцию и распространение 
пленки сурфактанта, присутствующие фосфатидилглицерин [9], DPPC18, SP-B31 и SP-
C32 обладают противовоспалительными и антибактериальными свойствами [10]. У мы-
шей ЭГ использовали раствор препарата природного сурфактанта – порактант альфа 
(коммерческое название Куросульф (Curosulf) фирмы Chiesi Farmaceutici (Италия), 
представляющего собой сложный комплекс, включающий гидрофобные низкомолеку-
лярные протеины, полярные фосфолипиды и полисахариды, полученные из измельчен-
ных легких телят и поросят. Сверху рану закрывали асептической повязкой «Воско-
пран» с левомиколем. 

По истечении 23-х суток восстанавливающийся ишемизированный дефект кож-
ного покрова иссекали при повторном оперативном вмешательстве. Операционную 
рану ушивали и, после ее заживления, мышей возвращали в виварий. По общепринятой 
методике материал фиксировали в 10% растворе формалина и  пропитывали парафи-
ном. Обзорная окраска срезов была проведена первым красителем – гематоксилином 
Майера, а затем вторым – эозином. Толщину эпидермиса, площадь, занимаемую колла-
геновыми волокнами и микрососудами в грануляционной ткани биоптатов измеряли с 
помощью программы "ImageJ" при общем увеличении в 400 раз светового микроскопа 
«Олимпус» СХ40 по 30 измерений на срез. Площадь коллагеновых волокон и кровенос-
ных сосудов рассчитывали в процентах от площади грануляционной ткани в срезах. 



Секция 4. ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ БИОЛОГИЯ И КЛИНИЧЕСКАЯ МЕДИЦИНА  В 
ТРЕТЬЕМ ТЫСЯЧЕЛЕТИИ  
 

 

Материалы конференции NT + ME`23. – ISBN 978-5-6044060-3-8                                      60  

Сравнения статистических выборок толщины эпидермиса, площади коллагеновых во-
локон и кровеносных сосудов производили в процентах по отношению к КГ в каждом 
сроке заживления, используя программу MS Office Excel 2007 и STATISTICA 10,0 
Enterprise (StatSoft Inc., США), с помощью критерия Манна-Уитни (U-критерий) со сте-
пенью достоверности различий p=0,05.  

Полученные результаты. На 23-и сутки после моделирования ишемизирован-
ного кожного дефекта в межлопаточной области спины лабораторных мышей рана пол-
ностью эпителизирована. В контрольной группе толщина многослойного плоского ча-
стично ороговевающего эпителия на поверхности биоптатов кожного дефекта состав-
ляет 62,84±0,01 мкм (таблица 1). В его составе эпидермоциты, проходя процесс оро-
говения, дифференцируются и формируют четыре слоя: базальный, шиповатый, 
зернистый и роговой, свойственные тонкой коже (рисунок 1А). Наименее всего раз-
вит роговой слой, насчитывающий всего один ряд уплощенных кератиноцитов с 
плоскими ядрами в центре. Закладки таких дериватов кожи как шерстинки не обна-
руживаются. Базальная мембрана эпидермиса ясно контурируется. Граница между 
эпидермисом и дермой биоптатов без вдавлений, свидетельствующих о начале об-
разования дермальных сосочков. Грануляционная ткань под эпидермисом биопта-
тов находится на третьей стадии раневого процесса – стадии фиброзирования. Ос-
нову грануляционной ткани составляют толстые пучки коллагеновых волокон, од-
нако, еще без четкой параллельной локализации по отношению к базальной мем-
бране (см. рис. 1). Средняя площадь коллагеновых волокон равна 64,93±0,01% от 
площади дермы биоптатов. Морфологическая картина грануляционной ткани од-
нородна по всей глубине биоптатов. Между пучками коллагеновых волокон сводо-
бные пространства заполнены межклеточным веществом, клетками и кровенос-
ными сосудами. Кровеносные сосуды представляют собой капилляры, стенка кото-
рых образована одним слоем эндотелиоцитов, лежащих на базальной мембране. 
Площадь, занимаемая кровеносными капиллярами, в среднем составляет 
1,05±0,001% от площади грануляционной ткани.  

 
Таблица 1 - Количественные характеристики компонентов биоптатов контрольной (КГ) и 

экспериментальной (ЭГ) групп на 23-и сутки репаративного гистогенеза  
 

Рубцы кожи Толщина эпи-
дермиса в мкм 

Площадь сосудов 
в дерме в % 

Площадь коллаге-
новых волокон 

в дерме в % 

Рубцы кожи в КГ 62,84±0,01 1,05±0,001 64,93±0,01 

Рубцы кожи в ЭГ 120,12±0,02 0,54±0,001 60,18±0,02 
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У мышей экспериментальной группы после трансплантации в ишемизированную 
операционную рану сурфактанта и обкалывания дермальными аллофибробластами на 
23-и сутки заживления в срезах эпидермис выглядит заметно более толстым и диффе-
ренцированным. Его толщина статистически достоверно на 47,69±0,01% больше, чем 
в контрольной группе (см. табл. 1). Увеличение толщины многослойного плоского 
частично ороговевающего эпителия произошло за счет увеличения рядов эпителио-
цитов в шиповатом и зернистом слоях. Уплощенные клетки рогового слоя лежат в 1-
2 ряда и имеют плоские ядра, но полоса ороговения на поверхности эпидермиса не об-
разовалась (рисунок 1Б). В периферических отделах биоптатов присутствуют закладки 
дериватов эпидермиса – шерстинки. Эти закладки относительно не глубокие. В цен-
тральной части биоптатов такие дериваты кожи отсутствуют. Грануляционная ткань 
биоптатов так же, как в контроле, находится на третьей стадии раневого процесса. Про-
слеживается разная морфологическая картина ее строения непосредственно под эпи-
дермисом и в глубоких слоях биоптатов. Возможно, тканеспецифическая активация 
фибробластов в зависимости от тканевого позиционирования идет за счет присутствия 
сурфактанта, описанного в работе Raslan, A.A. et al., 2020 [11]. 

Под эпидермисом коллагеновые волокна менее грубые. Эти волокна образуют 
сетчатую структуру, в отличие от более объемных грубых волокон в глубоких слоях 
биоптатов. Такие волокна ориентированы параллельно друг другу и залегаю под за-
кладкой шерстинок. Площадь, занимаемая коллагеновыми волокнами, статистически 
достоверно на 5,16±0,01% меньше, чем в контрольной группе. Прослеживается за-
метное обеднение фиброзирующейся грануляционной ткани кровеносными сосу-
дами. Площадь, занимаемая кровеносными капиллярами статистически достоверно на 
48,57±0,01% меньше, чем в контрольной группе.  

Выводы. Тканеинженерная конструкция на основе легочного сурфактанта и 
дермальных аллофибробластов ускоряет заживление ишемизированного кожного де-
фекта. На 23-и сутки после моделирования раны эпидермис биоптатов раны в 2 раза 
толще и более дифференцирован по сравнению с контролем. В экспериментальной 
группе наблюдается закладка дериватов эпидермиса – шерстинок. Грануляционная 
ткань в биоптатах обоих групп находится в стадии фиброзирования. При этом площадь 
коллагеновых волокон в экспериментальной группе на 5,16±0,01% больше, а площадь 
кровеносных сосудов вдвое меньше по сравнению с контрольной группой. Архи-
тектоника коллагеновых волокон в грануляционной ткани регенерата после транс-
плантации легочного сурфактанта и дермальных гетерофибробластов схожа с таковой 
в неповрежденной коже.  

Заключение. Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие 
положения и результаты: Трансплантация в ишемизированный кожный дефект 
тканеинженерой конструкции, состоящей из легочного сурфактанта и культивирован-
ных аллогенных дермальных фибробластов ускоряет репаративные процессы за счет 
стимуляции функции коллагенообразования фибробластов, ускорения эпителизации 
дефекта и оптимизации его васкуляризации, что приводит к восстановлению кожного и 
частично шерстяного покрова, а также сосочкового и сетчатого слоев кожи вместо плот-
ной волокнистой неоформленной соединительной ткани рубца в контрольной группе. 
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Рисунок 1. Эпидермис и дерма биоптатов ишемизированной раны кожи мышей контрольной 
и экспериментальной групп на 23-и сутки репаративного гистогенеза. Окраска гематоксилином и 
эозином. А – Контрольная группа.   Увеличение: х400. Б – Экспериментальная группа. Увеличение: 
х100. 1 – эпидермис; 2 – грануляционная ткань; 3 – сосуд; 4 – коллагеновые волокна; 5 – закладка 
шерстинки.  
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ГЕМОСТАТИЧЕСКИЕ И РЕПАРАТИВНЫЕ СВОЙСТВА ПОРОШКОВ ЯБЛОЧ-
НОГО И ЦИТРУСОВОГО ПЕКТИНОВ 
В статье представлены данные о гемостатических и репаративных свойствах порошков яб-
лочного и цитрусового пектинов в эксперименте на лабораторных животных. Остановка кро-
вотечения из ран почки и печени с помощью порошков пектина наступает в течение 10 секунд 
с формированием прочного фиксированного сгустка. Морфологические данные говорят об 
ускорении репарации тканей паренхиматозного органа при отсутствии эозинофильной реак-
ции.        
Ключевые слова: лабораторные животные, раны паренхиматозных органов, пектины,  
гемостаз, репарация.  
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HEMOSTATIC AND REPARATIVE PROPERTIES OF APPLE AND CITRUS PEC-
TIN POWDERS 
The article presents data on the hemostatic and repair properties of apple and citrus pectin powders 
in an experiment on laboratory animals. Stopping bleeding from wounds of the kidney and liver with 
the help of pectin powders occurs within 10 seconds with the formation of a strong fixed clot. Morpho-
logical data indicate an acceleration of tissue repair of the parenchymal organ in the absence of an 
eosinophilic reaction. 
Key words: laboratory animals, wounds of parenchymal organs, pectins, hemostasis, repara-
tion. 

 
Введение  
Пектины обладают рядом полезных свойств, которые широко применяются в он-

кологии, в хирургии, в качестве дезинтоксикационной терапии, в пищевой промышлен-
ности в качестве стабилизаторов. В экспериментальной хирургии доказаны репаратив-
ные свойства пектинов на модели спаек брюшной полости. Уникальные свойства пек-
тинов привлекают внимание большого числа исследователей самых разных специаль-
ностей. Роль полимеров в жизни человека является общепризнанной, и все области их 
применения в быту, промышленном производстве, науке, медицине, культуре трудно 
даже просто перечислить [1, 2]. Пектины представляют собой природные полисаха-
риды, которые содержатся почти во всех высших растениях. Как вещество, пектин был 
открыт более 200 лет назад и впервые получен из корнеплода топинамбура. На терри-
тории России источниками пектиносодержащего сырья являются яблоки, сахарная 
свекла, цитрусовые, подсолнечник, клубни топинамбура и др. [3, 4]. Одним из важней-
ших свойств пектиновых веществ является их комплексообразующая способность, ос-
нованная на взаимодействии молекулы пектина с ионами металлов. Комплексообразу-
ющие свойства пектиновых веществ зависят от содержания свободных карбоксильных 
групп, то есть степени этерификации карбоксильных групп метанолом. Степень этери-
фикации определяет линейную плотность заряда макромолекулы, а, следовательно, 
силу и способ связи катионов [5,6,7]. 
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Целью исследования является проведение эксперимента на лабораторных кры-
сах по получению данных о гемостатических и репаративных свойствах порошков яб-
лочного и цитрусового пектина на модели раны почки и печени.  

 
Материалы и методы.  
Работа по исследованию гемостаза проводилась на печени и почках лабораторных 

крысах линии Wistar. 10 крыс подверглись резекции нижнего полюса почки, 10 – тан-
генциальному повреждению печени. 10 крыс составили контрольную группу. По ре-
зультатам сравнительного анализа времени остановки кровотечения в условиях приме-
нения аппликационных кровоостанавливающих материалов в виде порошков яблоч-
ного и цитрусового пектинов показали, что все средства, включенные в исследование, 
обладают гемостатическими свойствами (табл. 1). Препараты для исследования фикси-
ровались в забуференном растворе формалина, окраска выполнялась гематоксилин-
эозином по стандартной методике.  

 
Полученные результаты.  
Пользуясь данными исследований на паренхиматозных органах животных видно, 

что при остановке кровотечения из почек: Ме
*для левой почки составило 1,5±0,01 мл 

(яблочный пектин), Ме
* для правой почки составило 1,6±0,01 мл (яблочный пектин). 

Для цитрусового пектина эти показатели составили Ме
* для левой почки 1,8±0,01 мл., 

для правой почки 1,6±0,01 мл. (p< 0,001) и ГКГ (р<0,05) ( χ2
набл<  χ2

кр). 
Гемостаз при использовании пектинов:  
Время наступления гемостаза на поверхности раны: Ме

* для левой почки 10±0,1 
сек (яблочный пектин), для правой почки 10±0,1 сек (яблочный пектин). Для цитрусо-
вого пектина: Ме

* для левой почки 11±0,1 сек., для правой почки 12±0,1 сек. (p< 0,001) 
и ГКГ (р<0,05) ( χ2

набл<  χ2
кр). 

Помимо хороших гемостатических свойств, порошки пектинов обладают выра-
женными репаративными свойствами и способны в разы ускорять регенеративные про-
цессы в тканях.  

Всем лабораторным крысам, которые использовались в серии экспериментов, 
проводились хирургические операции с секторальными резекциями печени и почек с 
последующим закрытием раны порошками пектинов. Органы не ушивались. В качестве 
сравнительных материалов и способов гемостаза использовалась гемостатическая губка 
и термическая коагуляция. По окончанию экспериментального времени органы извле-
кались и подвергались гистологической верификации. Статистически достоверными по 
отношению к контролю кровоостанавливающими свойствами (р<0,05) обладают все 
опытные образцы пектинов. 

Морфологические данные: 
На 7-е сутки от начала эксперимента в группе контрольных животных в зоне тер-

мического воздействия, использованного для гемостаза раны, наблюдается  наслоение 
масс тканевого детрита густой  инфильтрацией  мононуклеарами. На границе тканевых 
структур почки, частично сохранивших архитектонику, наблюдаются деструктивные 
изменения почечных канальцев  и почечных телец в  фазе альтерации. Сосуды полно-
кровны, а в ряде зон  наблюдается имбибиция  межклеточного вещества  эритроцитами 
(рис.  1). 

При гемостазе гемостатической губкой в зоне контакта с гемостатическим мате-
риалом имеются участки ткани в виде лакун, заполненных кровью.  Наблюдаются яв-
ления отека межклеточного вещества; органная структура почки в целом сохранена; яв-
ления деструкции канальцевого аппарата и почечных телец выражены умеренно; в от-
дельных зонах препарата в межклеточном веществе заметно выделение гранул гемоси-
дерина (рис. 2). 
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Рис. 1. Ткани почки после  термокоагуля-

ции.  7-е сутки эксперимента. Гематоксилин–
эозин. Ув. 200х. 

Рис. 2. Ткани почки при использовании ге-
мостатической губки. 7-е сутки эксперимента. Ге-
матоксилин–эозин. Ув. 200х. 

 
При использовании в виде гемостатического вещества пектина, тканевая органи-

зация паренхимы почки сохранена.  Явления  альтерации клеток как в канальцах почек, 
так и в почечных тельцах, весьма умеренны, имеется незначительное расширение по-
лости капсулы Шумлянского-Боумена (рис. 3). 

 
 

 

Рис. 3. Ткани почки при использовании пектина в качестве гемостатического 
препарата на седьмые  сутки эксперимента. Гематоксилин–эозин. Ув. 200х 

 
На 14-е сутки от начала эксперимента в группе контроля в зоне термического 

воздействия наблюдается постепенное восстановление тканевой организации почек. 
Деструктивные изменения почечных канальцев сохранятся.  Явления отека межклеточ-
ного вещества носят выраженный характер. Заметны явления альтерации клубочкового 
аппарата (рис. 4). 

При использовании гемостатической губки в качестве  гемостаза в зоне контакта 
с гемостатическим материалом тканевая организация коркового вещества в значитель-
ной мере восстанавливается, в то же время  сохраняются  явления отека межклеточного 
вещества и деструкции канальцевого аппарата и почечных телец  (рис. 5). 
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Рис. 4. Ткани почки после  термокоагуляции. 14-

е сутки эксперимента. Гематоксилин–эозин. Ув. 200х. 
Рис. 5. Ткани почки при использовании гемо-

статической губки . 14-е сутки эксперимента. Ге-
матоксилин–эозин. Ув. 200х. 

 
При использовании для гемостаза препарата пектина тканевая организация паренхимы почки 

не отличается от интактной. Явления  альтерации клеток как в канальцах почек, так и почечных 
тельцах, практически отсутствуют. Появляется хорошо заметная соединительнотканная структура,  
отграничивающая  зону  регенерации тканей (рис. 6).  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 6. Ткани почки при использовании препарата пектина в качестве гемостатического ма-
териала на 14-е сутки эксперимента. Гематоксилин–эозин. Ув. 200х 

 
На 21-е сутки от начала эксперимента   в группе контрольных животных в зоне 

термического воздействия наблюдается существенное восстановление тканевой орга-
низации почек, однако явления отека межклеточного вещества все еще сохранены (рис. 
7). При использовании гемостатической губки  также  отмечаются умеренные признаки  
деструкции в зоне коркового вещества почек (рис. 8).  В то же время при использовании 
для гемостаза препарата пектина тканевая организация паренхимы почки интактна (рис. 
9). 
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Рис. 7. Ткани почки после  термокоагуля-
ции. 21-е сутки эксперимента. Гематоксилин–
эозин. Ув. 200х. 

Рис. 8. Ткани почки при использовании ге-
мостатической губки . 21-е  сутки эксперимента. 
Гематоксилин–эозин. Ув. 200х 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 9. Ткани почки при использовании препарата пектина в качестве гемостатического ма-
териала на 21-е сутки эксперимента. Гематоксилин-эозин. Ув. 200х. 

В сравнительном анализе можно сказать, что при использовании порошков пек-
тинов в качестве гемостатического и репаративного вещества в тканях полностью от-
сутствуют воспалительные компоненты и, по сравнению с контрольной группой и груп-
пой, где в качестве гемостатика применялась гемостатическая губка, состояния интакт-
ности органа наблюдаются уже на 7-е сутки.  

В ходе экспериментов по изучению репаративных свойств печени, на основании 
гистологической верификации, сделаны следующие выводы: 

На третьи сутки от начала опыта (рис. 10) с использованием порошков пектинов 
в репаративной ткани наблюдается выражения фагоцитарная активность. Ткань ин-
фильтрирована макрофагами. Экссудативная реакция выражена слабо, с низким содер-
жанием нейтрофилов. Умеренно выражена инфильтрация тучными клетками.  
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Слабо выражена пролиферация фибробластов на границе репарации. Организация 
коллагеновыми  волокнами отсутствует.   
 
 

 
Рис. 10. Препарат печени.  Рис. 11. Препарат печени. 7-е сутки  
3-и сутки от начала эксперимента.  От начала эксперимента.  
Гематоксилин–эозин. Ув. 200х. Гематоксилин–эозин. Ув. 200х. 

 
Умеренно выражена резорбция пектина, пектин инфильтративно пропитывает па-

ренхиму. В печени наблюдаются дисциркуляторные расстройства (синусное полнокро-
вие), выражена ядерно-цитоплазматическая диссоциация.  

В гистологических образцах ткани печени, где в качестве гемостатического сред-
ства использовалась гемостатическая губка, наблюдаются шоковые состояния, вакуоль-
ная дистрофия и стаз. Зона соприкосновения гемостатической губки и паренхимы пе-
чени инфильтрирована макрофагами и нейтрофилами, выражен воспалительный ком-
понент.  

На седьмые сутки (рис. 11) в зоне репарации с порошками пектинов выражена 
фагоцитарная активность, экссудативная реакция отсутствует. Активная пролиферация 
фибробластов во всем репаративном слое, выраженное прорастание коллагеновых во-
локон. Слабо выражена мезенхимальная ткань в зоне репарации (признаки восстанов-
ления капсулы). Пектин расположен островковыми фрагментами и погружен в цито-
плазму макрофагов. В ткани печени наблюдается дольковое строение, но выражено 
слабо. Ядерно- цитоплазматическая диссоциация отсутствует. Активный митоз.  

В образцах с гемостатической губкой сохранены макрофагально-нейтрофильные 
реакции, стаз и полнокровие органа умеренно выражены, фибробластная пролиферация 
отсутствует.  

На четырнадцатые сутки (рис. 12) в тканях с порошками пектинов слабо выра-
жена фагоцитарная активность. Резко выражена фибробластная пролиферация, актив-
ное коллагеновое прорастание. Наблюдается плотный мезотелиальный слой с крове-
носными сосудами. Сформирована капсула репаративного слоя. Пектин расположен 
одиночными зернами в цитоплазме макрофагов. В ткани печени наблюдается четкое 
дольковое строение, признаки дисциркуляторных расстройств отсутствуют.  
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Рис. 12. Препарат печени. 14-е  сутки 
От начала эксперимента. 

Гематоксилин-эозин. Ув. 200х. 
 

В образцах с пектином слабо выражены макрофагально-нейтрофильные реакции, 
шоковые состояния выражены слабо, пектин активно подвергнут резорбции, мезангий 
не развит, в зоне контакта фибриново-коллагеновая пробка. Фибробластная пролифе-
рация слабо выражена.  

Выводы.  
1. Таким образом, можно сделать вывод, что использование порошков пектина в 
качестве гемостатического средства в лечении ран паренхиматозных органов является 
приемлемым в связи с высокой скоростью – до 10 секунд – образования прочного кро-
вяного сгустка на поверхности раны – стойкого гемостаза.  
2. Использование порошков цитрусового и яблочного пектинов вызывает увели-
чение скорости репарации тканей в несколько раз, при этом отсутствуют реакции вос-
паления, не наблюдаются эозинофильные реакции, интактность органа наступает через 
3 дня,  В ходе серии различных экспериментов на ранах паренхиматозных органов пек-
тины показали надежность и качество гемостаза и репарации. 
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предотвращены сменой микрофлоры кишечника. 
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SPASTIC CONDITIONS OF THE SPINE MUSCLES. CAUSES AND PREVENTION 
The article discusses the causes of spastic conditions of the intervertebral muscles. We believe 
that spastic conditions of the intervertebral muscles and osteochondrosis of the spine are 
caused by an unknown neurotoxin produced by the intestinal microflora. Spastic conditions 
of the muscles of the spine and the resulting osteochondrosis of the spine can be prevented by 
changing the intestinal microflora. 
Key Words: MRI, muscle, knee, spine, osteochondrosis, spastic, neurologic syndromes, reha-
bilitation. 

Введение 
По данным ВОЗ в развитых странах болями в спине и позвоночнике страдают в 

течение своей жизни 80% жителей. Остеохондрозом позвоночника страдает практиче-
ски каждый человек. Страдания этих людей длятся десятилетиями и уже более 50 лет 
проблема болей в суставах и позвоночнике не поддается решению. 

Боли в коленных суставах встречаются достаточно часто. Это заметно, когда 
наблюдаешь, как некоторые люди поднимаются по лестницам, переступая со ступеньки 
на ступеньку только одной ногой. При обращении к врачу-ортопеду врач ставит диагноз 
артрит – воспалительный процесс в тканях сустава, а при назначении МРТ-исследова-
ния не всегда, но часто обнаруживаются изменения структуры костной ткани и сколь-
зящих синовиальных поверхностей сустава. В этом случае пациенту ставится диагноз – 
артроз коленного сустава.  

Однако во многих случаях МРТ-исследования показывают, что в коленных суста-
вах при болях отсутствуют проявления артрита и артроза. Но что же тогда вызывает 
адскую боль в суставах? При наблюдении за больными было замечено, что в положении 
лёжа на спине небольшие перемещения ног или изменения позы приводят к исчезнове-
нию боли в суставе на некоторое время. Проф. Л.Ф. Васильева объясняет этот феномен 
наличием обратимого функционального нарушения – функционального блока в мыш-
цах – гипертонуса мышц [1]. То есть боль вызвана не артритом или артрозом, а нару-
шениями в работе мышц. Как правило, этот феномен встречается у молодых людей, 
когда артроза ещё не может быть, а проявления артрита (опухание сустава) также от-
сутствуют.  

До конца 80-х годов прошлого века причиной болей в спине считали радикулит – 
воспаление нервных корешков. Нервные корешки - это очень короткие пучки нервов 
длиной 4 мм, выходящие непосредственно из спинного мозга. Уже в 20-х — 30-х годах 
прошлого века появились первые работы ортопедов и нейрохирургов, в которых основ-
ная роль в возникновении поясничных болей отводилась позвоночнику. Остеохондроз 
позвоночника впервые описал в 1933 г. Хильдебрант (A. Hildebrandt). Под остеохондро-
зом позвоночника (ОП) первоначально понимали истончение межпозвонковых дисков, 
их обезвоживание, снижение тургора, фрагментацию пульпозного ядра, истончение ги-
алиновых пластин, радиальные и концентрические щели, внедрение пульпозного ядра 
в субстанцию тел позвонков — грыжа Шморля. 

После выхода монографии проф. Я.Ю. Попелянского в конце 70-х годов причиной 
болевых синдромов стали считать компрессию нервных корешков, вызванную дистро-
фическим состоянием межпозвонковых дисков, а именно: снижение толщины межпо-
звонкового диска [8]. Благодаря авторитетным работам Я.Ю. Попелянского и его 
школы безраздельно утвердился взгляд на поясничные боли как результат остеохон-
дроза позвоночника, в который включают и грыжи дисков. Термин же «остеохондроз», 
к сожалению, настолько прочно вошел в медицинский обиход, что стал синонимом 
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самого болевого синдрома. Причиной остеохондроза позвоночника Попелянский счи-
тал прямохождение человека. При этом он утверждал, что дистрофические процессы 
первичны, а болевые синдромы являются их следствием. 

Затем первое место среди причин поясничных болей стали отводить грыжам меж-
позвонковых дисков – выпячиванию диска в канал спинного мозга. Причины болей ви-
дели в компрессии нервных корешков грыжами дисков. Третьим источником боли 
назвали миофасциальные синдромы. Эти болевые синдромы развиваются в поверхност-
ных мышцах спины и характеризуются наличием триггерных точек – участков мышцы, 
нажатие на которые вызывает сильную боль. 

Все эти гипотезы родились до развития магнитно-резонансной томографии (МРТ) 
и компьютерной томографии (КТ) на основе данных рентгенографии, метода, на тот 
момент, неспособного детализировать мелкие структуры позвоночника. В последние 
два десятилетия в связи с появлением новых данных по развитию остеохондроза про-
изошел пересмотр причин развития остеохондроза, происхождения болей в спине и по-
яснице, а также стратегии лечения заболеваний позвоночника. 

Доктор Вольф (по Васильев А. Ю., Витько Н. К., 2000 [2]) привел результаты об-
следования 50000 пациентов с пояснично-крестцовой радикулопатией: 40% пациентов 
с изменениями на рентгенограммах не имели клинических проявлений и, наоборот, 40% 
больных имели клиническую симптоматику без рентгенологической. И только у значи-
тельно меньшего процента обследованных лиц боли в позвоночнике совпадают с обла-
стями дистрофических проявлений в дисках. (Wolf G.D., Вена, 1995 г. Материалы меж-
дународного симпозиума по ортопедии.) 

В 1998 была опубликована книга М.Я. Жолондза «Остеохондроз позвоночника — 
заблуждение». М.Я. Жолондз показал, что боли в позвоночнике, считающиеся проявле-
нием остеохондроза, устраняются методами рефлексотерапии, в то время как остеохон-
дроз как проявления дистрофии и грыжи дисков сохраняются [6]. 

Главный научный сотрудник Российского центра рентгено-радиологии доктор ме-
дицинских наук П.Л. Жарков пишет о теории остеохондроза: «….. умозрительные уто-
пические учения приносят вред не только общественным, но и конкретным природо-
ведческим наукам, и в частности медицине. Примером этому может служить наше оте-
чественное изобретение — учение об остеохондрозе как причине не только всех болей 
в области позвоночника, но и практически всех болевых синдромов в опорно-двига-
тельной системе. Результат таких учений один — вред медицинской науке и больному, 
поскольку, создавая видимость научной обоснованности, эти лженаучные учения тор-
мозят развитие настоящих продуктивных научных исследований» [5]. 

На теории остеохондроза воспитывается уже несколько поколений врачей различ-
ных специальностей — неврологов, ортопедов, ревматологов, терапевтов, хирургов и 
рентгенологов. Но в этой теории имеется ряд принципиальных ошибок, описанных П. 
Л. Жарковым [3, 4, 5]. Остеохондрозу по этой теории приписываются множество невро-
логических синдромов, которые на самом деле являются миофасциальными синдро-
мами. 

По мнению П.Л. Жаркова «никаких корешковых синдромов в естественных усло-
виях не бывает и в принципе быть не может, а такие диагнозы как корешковый синдром, 
радикулит, остеохондроз позвоночника (в качестве неврологического диагноза при бо-
лях) следует расценивать как курьёз, обусловленный явно недостаточной анатомиче-
ской грамотностью врача. Болевой синдром в позвоночнике нельзя отождествлять с па-
томорфологией остеохондроза» [4]. 

Из этого следует, что неврологические синдромы — боли в спине, позвоночнике 
и конечностях напрямую не связаны с реальным остеохондрозом позвоночника, про-
трузиями и грыжами. 

На основе собственных исследований Жарков пишет следующее: «В современной 
медицине бытует представление, что костные остеохондрозные разрастания и, осо-
бенно, грыжи и выпячивания межпозвонковых дисков травмируют корешки 
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спинномозговых нервов, что приводит к болевым синдромам. Такие представления аб-
солютно не состоятельны, поскольку, во-первых, за пределами спинномозгового канала 
(дурального мешка) нет корешков, а есть только спиномозговые нервы, повреждения 
которых проявляются вовсе не болями, а выпадением двигательных и чувствительных 
функций. Во-вторых, спиномозговые нервы выходят из позвоночного канала в верхней 
части межпозвонкового отверстия, непосредственно под дугой верхнего (в позвоноч-
ном сегменте) позвонка, тогда как межпозвонковый диск, его грыжи и выпячивания 
располагаются на уровне нижней трети межпозвонкового отверстия. То есть нервы 
и диски расположены в разных (параллельных друг другу) поперечных (позвоночнику) 
плоскостях» [4]. Теория остеохондроза как источника болей в спине оказалась несосто-
ятельной. 

Диагноз «Остеохондроз позвоночника» в 2020 г был изъят из Международной 
Классификации Болезней одиннадцатой редакции (МКБ — 11). В настоящее время при-
чины болей в спине в 80% случаев в отсутствие грыж позвоночника считаются неиз-
вестными, и эти болевые синдромы названы неспецифическим болевым синдромом. 
Остальные 20% болей называются специфическими болевыми синдромами, вызван-
ными грыжами дисков. 

Остеохондрозу позвоночника и болям в спине посвящены около десяти моногра-
фий и десятки научных статей. Но где скрывается источник боли - остается неизвест-
ным. Все публикации на тему остеохондроза имеют одну примечательную особенность. 
В них не описываются межпозвонковые мышцы позвоночника, но описываются меж-
позвонковые связки [1, 7]. Позвоночник по всей длине стягивается тремя связками: пе-
редняя продольная связка, задняя продольная связка и желтая связка. Они представ-
ляют собой длинные полосы из коллагеновых волокон, не позволяющие позвоночнику 
растягиваться и разрывать спинной мозг. Связки, с одной стороны,  ограничивают по-
движность позвоночника на изгиб более чем на 45 градусов, а с другой стороны не ока-
зывают противодействие внешним силам, действующим на изгиб, кроме усилия на рас-
тяжение. Следовательно, прочность позвоночника обеспечивается напряжением корот-
ких межпозвонковых мышц, соединяющих и стягивающих каждые соседние позвонки. 
Это три пары мышц на каждый сегмент позвоночника (позвонок и межпозвонковый 
диск). Однако, в медицинской литературе, посвященной позвоночнику, за исключе-
нием учебников по анатомии, описание этих мышц не встречается.  

Цель исследования. На основе данных МРТ диагностики позвоночника выявить 
структуры, ответственные за развитие остеохондроза позвоночника как дистрофиче-
ского процесса. 

Результаты. 
Обследование состояния мышечного корсета позвоночника с помощью 

функциональных проб на латерофлексию. 
Мы провели изучение подвижности сегментов позвоночника по 100 функциональ-

ным пробам наших пациентов на латерофлексию – изгибы позвоночника в стороны. Мы 
получили данные о том, что в областях с болевым синдромом в позвоночнике значи-
тельно снижена или отсутствует полностью подвижность сегментов позвоночника от-
носительно друг друга. Области с нарушениями подвижности сегментов позвоночника 
называются функциональными мышечными блоками – напряженными мышцами по-
звоночника (ФМБ). По мнению ортопедов и мануальных терапевтов ФМБ возникают 
как защита сегментов позвоночника, подверженных остеохондрозу позвоночника, от 
дальнейшего травмирования при изгибах. ФМБ, в основном, обнаруживаются в груд-
ном отделе позвоночника. В 50% случаев они не вызывают болевые синдромы. Однако 
мануальная диагностика глубоких мышц позвоночника показала, что боль в этих зонах 
возникает при вибрационном воздействии на паравертебральные зоны – области, отсто-
ящие от остистых отростков позвоночника на 2-3 см. 

Обследование состояния подвижности сегментов позвоночника спортсменов по-
казало, что из 20 спортсменов только 6 не имели проблем с мышцами позвоночника.  
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На рис. 1 показаны примеры функциональных проб спортсменов. 
 

 
 

Рис. 1. Пример измерения подвижности сегментов позвоночника. У спортсмена слева забло-
кированы верхнегрудной и среднегрудной отделы позвоночника. Данный спортсмен более года стра-
дает болями в спине. Спортсмен справа имеет хорошую подвижность верхнегрудного отдела по-
звоночника. Болевой синдром в спине отсутствует. 

 
Измерение углов, на которые может изгибаться позвоночник при наклонах в сто-

рону, показало наличие областей с ограниченной подвижностью позвоночных двига-
тельных сегментов (ПДС) или их полной неподвижностью (рис. 1, фото слева). В норме 
подвижность ПДС должна составлять 5 градусов. У первого обследованного спортс-
мена полностью заблокирован верхнегрудной отдел позвоночника и имеется гиперпо-
движность грудопоясничного перехода. У второго спортсмена подвижность ПДС лишь 
слегка снижена (рис. 1, фото справа). 
 

 
Рис. 2. А. Диаграмма подвижности позвоночных сегментов в грудном и поясничном отделах 

позвоночника 1-го спортсмена. Суммарная (в обе стороны) подвижность позвоночника составляет 
60 градусов. По оси ординат угол наклона в градусах. По оси абсцисс номера позвонков, обозначения: 
ш — шейный, г — грудной, п — поясничный отделы позвоночника. 

Б. Диаграмма подвижности позвоночных сегментов в грудном и поясничном отделах позво-
ночника 2-го спортсмена. Суммарная (в обе стороны) подвижность позвоночника составляет 90 
градусов. По оси ординат угол наклона в градусах. По оси абсцисс номера позвонков, обозначения: ш 
— шейный, г — грудной, п — поясничный отделы позвоночника. 
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Рис. 3. Пример подвижности сегментов позвоночника при регулярных заня-
тиях гимнастикой для позвоночника. 

 
У лиц, которые регулярно в течение ряда лет занимались специальной гимнасти-

кой для позвоночника или китайской гимнастикой Цигун, картина подвижности позво-
ночника выглядит иначе (рис. 3). Обследуемая женщина 40 лет, более 10 лет занимаю-
щаяся китайской гимнастикой для позвоночника (рис. 4). 
 

 
 

Рис. 4.  Диаграммы суммарной (в обе стороны) подвижности позвоночных сегментов при ре-
гулярных занятиях гимнастикой для позвоночника. Общий суммарный изгиб позвоночника состав-
ляет 88 градусов, что составляет норму для лиц молодого возраста при возрасте обследуемой в 40 
лет. 

 
МРТ исследование причин развития остеохондроза позвоночника 
Мы изучили более 600 заключений врачей лучевой диагностики по МРТ исследо-

ваниям состояния тканей позвоночника у пациентов с сильной болью в позвоночнике. 
Ни в одном из них мы не нашли заключения о состоянии межпозвонковых мышц, за ис-
ключением формулировок: «мягкие ткани без изменений». Здесь имеется ввиду диагно-
стика новообразований. Наши двадцатилетние исследования привели нас к заключе-
нию, что именно межпозвонковые мышцы, находясь в спазмированном состоянии, яв-
ляются источником болевых синдромов. Мы опровергаем представление о том, что дис-
трофические изменения возникают раньше спастических состояний мышц и, соответ-
ственно, болевых синдромов. 

Приведём в качестве примера МРТ обследование одного из наших пациентов. На 
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МРТ снимке грудного отдела девушки 17 лет, в течение трех лет страдавшей болями в 
спине во всем грудном отделе, обнаружены дистрофические изменения в межпозвон-
ковых дисках (рис. 5). На этом снимке мы видим начальные проявления остеохондроза 
в области 12-го грудного позвонка, выраженные в небольшом снижении толщины 
диска, изменении его структуры — разрушается пульпозное ядро и возникают неров-
ности на поверхности позвонка, примыкающего к этому диску. Это начальная стадия 
грыжи Шморля — внедрение диска в тело позвонка. Нами были обнаружены область 
сниженной подвижности верхнегрудного отдела позвоночника (рис. 6). 

На рис. 6 показаны функциональные пробы на латерофлексию. Диаграмма по-
движности сегментов позвоночника, построенная на основе функциональных проб 
(рис. 7), показывает, что грудной отдел позвоночника заблокирован. В области 9 – 11 
грудных позвонков имеется сколиоз – искривление позвоночника в левую сторону. 
Боль в спине имеется в области с 6-го грудного позвонка по 9-й. В этой области мы 
можем наблюдать истончение подкожно-жировой клетчатки и более темный тон мышц 
позвоночника, который указывает на большее, чем в норме, содержание воды в мышцах 
и сокращение доли липидов. При данном режиме исследования на снимках структуры, 
содержащие жир, видны как самые яркие структуры (подкожно-жировая клетчатка и 
спинной мозг), а все жидкости, не имеющие в своем составе липиды, отображаются как 
самые темные структуры. 

 

 
Рис. 5. МРТ грудного отдела позвоночника девушки 17 лет. Имеется начальная стадия осте-

охондроза позвоночника в области 12-го грудного позвонка. 
 
Дистрофический процесс в позвоночнике начался в области 12-го грудного по-

звонка и привел к изменению структур межпозвонковых дисков по обе стороны от по-
звонка. В этих дисках уже отсутствует пульпозные ядра, которые в других дисках отоб-
ражаются светлыми полосами. В области 6 – 9 позвонков дистрофический процесс от-
сутствует, а болевой синдром имеет максимальный уровень. Со временем и в этой об-
ласти начнется дистрофический процесс, если спастические состояния мышц не будут 
устранены.  

Обнаруженное нами спастическое состояние мышц позвоночника в среднегруд-
ном отделе имело место еще за 3 года до МРТ обследования позвоночника. Это 
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позволяет предположить, что спастические состояния межпозвонковых мышц предше-
ствуют дистрофическим процессам в дисках и позвонках.  
 

 
Рис. 6. Пример измерения подвижности сегментов позвоночника. 

 

 

 
Рис. 7. Диаграмма подвижности сегментов позвоночника при латерофлексии пациентки 17 лет. 
 

Спастические состояния межпозвонковых мышц можно видеть на снимке другого 
пациента в возрасте 23-х лет. Он был нашим пациентом, и у него имелся болевой син-
дром в области 8-го грудного позвонка. На МРТ-снимке (рис. 8), мы видим один меж-
позвонковый диск, имеющий сниженную толщину. Пульпозное ядро в этом диске уже 
отсутствует. Это проявление остеохондроза позвоночника. Мышцы в области болевого 
синдрома имеют темный фон, указывающий на присутствие жидкости (воды) и отсут-
ствие жировых прослоек.   
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Рис. 8. МРТ исследование грудного отдела позвоночника пациента 23 лет. 
 

Обсуждение  
Прочность позвоночника поддерживается межпозвонковыми мышцами: межости-

стыми, межпоперечными и поперечно-остистыми. Именно эти мышцы позволяют че-
ловеку сохранять форму позвоночника при больших физических нагрузках. Медикам 
трудно поверить, что сила совместного напряжения этих мышц составляет до 5 тонн на 
каждый сегмент позвоночника при выполнении тяжелых физических нагрузок. На Во-
стоке йоги показывают такой трюк. Йог ложится животом вверх, опираясь только шеей 
на спинку одного стула и ахилловым сухожилием на спинку другого стула. Ему на жи-
вот, грудь и бёдра встают трое взрослых мужчин. При этом позвоночник йога практи-
чески не прогибается. Это состояние называется каталептический мост. 

В отличие от рентгенографии и компьютерной томографии, МРТ позволяет оце-
нить состояние тканей, т.к. картина МРТ снимка содержит информацию не только о 
форме объекта исследования, но и о его химическом составе. Анализ МРТ-снимков поз-
волил определить патологическое состояние мышц позвоночника при начальных ста-
диях развития остеохондроза позвоночника. Нашими пятнадцатилетними исследовани-
ями на молодых пациентах показано, что развитию остеохондроза, которое в отдельных 
случаях начинается уже в 14-летнем возрасте как дистрофический процесс, предше-
ствуют болевые синдромы в области позвоночника. В своей практике мы встречали слу-
чаи сильных болей в спине в возрасте 7, 13 и 15 лет. Это были мышечные боли, вызван-
ные спастическими состояниями мышц спины. МРТ исследования показали патологи-
ческое состояние межпозвонковых мышц в области болевого синдрома, в то время, ко-
гда остеохондроз позвоночника ещё не развился. Патологические состояния мышц про-
являлись как области мышечного корсета позвоночника с более темным тоном по отно-
шению к тону мышц за пределами болезненного участка позвоночника [9, 10]. Это свя-
зано с более высоким содержанием воды в мышцах и более низким содержанием липи-
дов. Данное состояние однозначно интерпретируется как воспалительный процесс в 
мышцах – миозит и последующий отек. 

Исследования подвижности сегментов позвоночника, мануальная диагностика и 
термография областей позвоночника с болевым синдромом показали, что неврологиче-
ские синдромы в спине и позвоночнике, которые отождествляют с остеохондрозом по-
звоночника, вызываются спастическими состояниями межпозвонковых мышц. Эти со-
стояния проявляются как мышечные блоки в мышечном корсете позвоночника – обла-
сти нарушения подвижности нескольких смежных двигательных сегментов позвоноч-
ника.  
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Спастические состояния мышц приводят к нарушению кровообращения и тро-
фики позвонков, вызывая развитие остеохондроза позвоночника как необратимого дис-
трофического процесса в костной и хрящевой ткани. Это приводит к преждевремен-
ному старению позвоночника – остеохондрозу позвоночника. При этом спазмирован-
ные глубокие межпозвонковые мышцы позвоночника вызывают боль не только в по-
звоночнике, но во внутренних органах и в конечностях. 

Причины возникновения спастических состояний в мышцах 
Наши двадцатилетние наблюдения показали, что спастические состояния в мыш-

цах спины и в мышцах суставов часто возникают на следующий день после употребле-
ния избыточного количества сахара, риса и мучных изделий. Эти наблюдения указы-
вают на то, что микрофлора кишечника вырабатывает неизвестный на сегодняшний 
день нейротоксин, вызывающий нарушения работы кальциевых насосов в мышцах. 
Напряжение мышечного волокна возникает при пассивном входе в цитоплазму миоцита 
ионов кальция по электрическому и концентрационному градиенту. Для расслабления 
мышечного волокна из его цитоплазмы кальций удаляется кальциевыми насосами про-
тив электрического  и концентрационного градиентов.  

Реабилитация при болевых синдромах в мышцах 
Нами показано, что радикальная смена микрофлоры кишечника на лактобактерии 

и бифидобактерии устраняет болевые синдромы в суставах и в скелетной мускулатуре, 
вызванные спастическими и посттравматическими состояниями мышц. По всей вероят-
ности, исходя из состава пищи, приводящей к развитию болевых синдромов, токсины 
вырабатываются какими-то видами дрожжей или других грибков, обитающих в кишеч-
нике. Наблюдения за нашими пациентами, страдающими болями в позвоночнике и су-
ставах, выявили два основных фактора, приводящих к развитию долговременной мы-
шечной спастики. Это избыточное потребление сахара и крахмала при недостатке ви-
тамина B1. Нами было проверено, что устранение двух этих факторов приводит к ис-
чезновению болей в суставах, которые считаются следствием артрозов и артритов, при 
сохранении имеющих место артрозов. Мы рассматриваем боли в спине, мышцах и су-
ставах как европейский более легкий вариант болезни бери-бери или гиповитаминоз 
витамина В1 (от сингальского beri — слабость; синоним: алиментарный полиневрит, 
эндемический полиневрит, В1-авитаминоз). Эпидемия этого заболевания в конце XIXи 
в начале XX веков, разразившаяся в юго-восточной Азии, была вызвана употреблением 
очищенного риса. Эта эпидемия уносила в год более 200 000 жизней. За установление 
роли нехватки витамина В1 в развитии этого заболевания Христиану Эйкману была 
присуждена Нобелевская премия. 

Для устранения спастических состояний в межпозвонковых мышцах необходима 
гимнастика для позвоночника [11]. 
Выводы 

1. Многолетние спастические состояния мышц позвоночника приводят к наруше-
нию кровообращения в позвонках и развитию дистрофических процессов. Фактически 
остеохондроз позвоночника является преждевременным старением костно-хрящевых 
тканей позвоночника. 
2. Болевые синдромы в спине, пояснице и шее также не являются заболеваниями, 
которые могут быть вылечены с помощью медикаментов. Они вызваны обратимым 
нарушением функционального состояния межпозвонковых мышц. 
3. Развитие остеохондроза позвоночника может быть предотвращено и останов-
лено на протяжении всей жизни пациента методами устранения спастических состоя-
ний межпозвонковых мышц – массажем мышц спины и позвоночника по принципам 
миофасциального релизинга (расслабления глубоких мышц позвоночника),  гимнасти-
кой для позвоночника и обязательным употреблением витамина B1. 
4. Проблемы болевых синдромов в суставах, в спине и остеохондроза позвоноч-
ника не являются медицинскими проблемами, а является проблемами физической куль-
туры и правильного питания. 
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Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: Болевые синдромы в позвоночнике вызваны спастическими состояниями 
межпозвонковых мышц под действием неизвестного в настоящее время нейротоксина, 
вырабатываемого микрофлорой кишечника. Спастические состояния мышц могут быть 
устранены радикальной (в результате очищения кишечника) сменой микрофлоры на 
лактобактерии. Для устранения болей, вызванных спастическими состояниями межпо-
звонковых мышц, дополнительно необходима регулярная гимнастика для позвоноч-
ника. 
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ОСТРЫМ ВЕНОЗНЫМ ТРОМБОЗОМ 
В статье представлены результаты исследования уровня Е-селектина, NO-синтаз в 
сыворотке крови пациентов с острым венозным тромбозом по сравнению со здоро-
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THE RELATIONSHIP BETWEEN THE LEVEL OF Е-SELECTIN AND NO SYN-
THASES IN PATIENTS WITH IN PATIENTS WITH ACUTE VENOUS THROM-
BOSIS 
The article presents the results of a study of the level of E-selectin, NO-synthase in the blood 
serum of patients with acute venous thrombosis compared with healthy donors, and their re-
lationship. 
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Введение  
Согласно настоящим представлениям, эндотелий представляет собой монослой 

эндотелиальных клеток, прочно связанных между собой межклеточными контактами и 
выполняющим пара-, ауто- и эндокринную функции вследствие того, что синтезирует 
большое количество биологически активных субстанций, действию которых подверга-
ются практически все органы и системы человеческого организма. Из важнейших функ-
ций эндотелия необходимо отметить такие, как гемостатическая, ангиогенная, вазомо-
торная, а также адгезивная [1, с. 659]. В обеспечении последней задействованы моле-
кулы межклеточной адгезии, одним их семейств является семейство селектинов – гли-
копротеинов, обеспечивающих связывание и трансвазацию лейкоцитов в окружающие 
ткани [2, с. 2835].  В настоящее время открыт ряд факторов, которые способны усили-
вать экспрессию селектинов,  к примеру, такие, как гипергликемия, гипоксия, действие 
цитокинов – IL-6, IL-1, ФНО-α.  Изучается влияние на указанный процесс оксида азота, 
тем не менее, остается много нераскрытых моментов в данном направлении исследова-
ний [3, с. 28].   

Е-селектин является молекулой межклеточной адгезии; представляет собой гли-
копротеин. Экспрессия Е-селектина осуществляется эндотелиоцитами и является инду-
цибельной; так, в стимулированных провоспалительными цитокинами эндотелиоцитах 
она повышается. Основная его функция - привлечение лейкоцитов из кровотока в очаг 
повреждения при воспалительных и иммунных заболеваниях [4, с.1878].   Молекула Е-
селектина имеет трансмембранное положение, и, соответственно, в структуре выде-
ляют цитоплазматический хвост, трансмембранный домен, и экстрацеллюлярную 
часть, которая может подвергнуться протеолитическому шеддингу, в результате чего в 
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кровь попадает растворимый фрагмент sЕ-cелектин (soluble E-selectin), определение 
концентрации которого используется в научных целях. 

Венозный тромбоз (ВТ) – потенциально опасное для жизни состояние, является 
одним из основных осложнений сердечно-сосудистых заболеваний. По статистике 
среди патологий сосудов он находится на третьем месте после ишемической болезни 
сердца и ишемического инсульта [5,с.116; 6, с.548]. При этом нарушается нормальное 
функционирование эндотелия и изменение его адгезивной функции.  

Цель работы: выявить взаимосвязь между уровнем селектина sЕ и NO-синтаз: 
iNOS eNOS в сыворотке крови пациентов с острым венозным тромбозом. 

Материалы и методы. Представленное исследование одобрено на заседании 
ЛЭК ФГБОУ ВО РязГМУ Минздрава России, протокол № 9 от 15.04.2020. Объектом 
исследования явились 20 пациентов с острым венозным тромбозом. Контрольную 
группу составили 12 здоровых лиц, статистически значимых различий изучаемого по-
казателя по возрасту и полу между исследуемой и контрольной группами выявлено не 
было (p≤0,05).  Материалом для исследования послужила сыворотка крови. Забор крови 
у пациентов и доноров проводился однократно из локтевой вены утром натощак. После 
двухчасового нахождения при комнатной температуре кровь центрифугировали в тече-
ние 20 минут при ускорении 1000g. Количественное определение NO-синтаз проводили 
сэндвич-методом ИФА в сыворотке крови на иммуноферментном анализаторе Stat Fax 
2100 (microplate reader) (Awareness technology Inc.Palm City, FL 34990, USA). Резуль-
таты выражали в нг/мл. 

Принцип метода заключается в следующем: микропланшет в наборе сорбирован 
антителами специфичными к NOS. Стандарты или образцы добавляются в определен-
ные лунки планшета. Затем авидин, конъюгированный с пероксидазой хрена (HRP) до-
бавляется в каждую лунку планшета и инкубируется. После добавления ТМБ цвет из-
меняется только в лунках, содержащих NOS, антитела с биотином и авидин с перокси-
дазой хрена. Ферментативная реакция прекращается добавлением раствора серной кис-
лоты. Оптическая плотность (ОП) измеряется фотометрическим методом на длине 
волны 450±10 нм. Концентрация NOS в образцах рассчитывается в соответствии со 
стандартными (калибровочными) кривыми.  

Полученные результаты обрабатывали методами непараметрической статистики 
с использованием программ Microsoft Office Excel 2016 и IBM SPSS Statistics 26 
(StatSoftInc., США). Нормальность распределения выборки оценивали по критерию 
Колмогорова-Смирнова. Для определения статистической значимости различий непре-
рывных величин использовали U-критерий Манна-Уитни.  Различия между показате-
лями считались статистически значимыми при р ≤ 0,05.    

Полученные результаты. В процессе исследования были получены следующие 
результаты. Содержание индуцибельной iNOS в сыворотке крови пациентов с ВТ была 
выше, чем у здоровых доноров в 5,2 раза, что явилось статистически значимым. Уро-
вень же eNOS демонстрировал не столь значимое повышение – только в 1,2 раза по 
сравнению с контрольной группой (Рис 1).   
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Рис.1 Изменение концентраций индуцибельной и эндотелиальной NOS у пациентов венозным 
тромбозом, по сравнению с группой контроля, нг/мл 

*статистически значимые отличия от контрольной группы (p≤0,05) 
 
Кроме того, при оценке корреляционных связей была выявлена положительная 

корреляционная связь высокой степени между концентрациями sE-селектина и iNOS 
(R=0,73), в то время как между содержанием sE-селектина и еNOS была выявлена сла-
бая положительная корреляционная связь (R=0,2). Синтез оксида азота в физиологиче-
ских условиях осуществляется главным образом конститутивными формами NO-син-
таз. Индуцибельные же NOS продуцируют повышенные количества NO (в 100-1000 раз 
больше, чем конститутивные) [7. с.35]. Ранее нами было показано некоторое снижение 
количества sЕ-селектина у пациентов с венозным тромбозом по сравнению со здоро-
выми лицами [8, с.22]. На основании вышеизложенного можно предположить, что по-
вышение iNOS приводит к повышению NO, являющего в больших концентрациях ток-
сичным для клеток, что ведет к нарушению функционирования эндотелиоцитов и сни-
жению экспресии Е-селектина. 

Выводы. Авторы предполагают, что уровень индуцибельной NO-синтазы влияет 
на экспрессию молекулы клеточной адгезии Е-селектина, снижая его. 
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POSSIBLE ROLE OF NO2 IN DEATH OF NEURONS DURING GANGLIA TRANS-
PLANTATION 
During ganglion transplantation, some neurons undergo pathological changes under the in-
fluence of ischemia, decentralization, and damage of axons, up to and including their death. 
The purpose of this article is to analyze the existing problem in order to prevent or reduce the 
death of neurons, which can lead to the death of animals in the experiment and patients in the 
clinic. 
Keywords: ganglia, transplantation, neurons, nitric oxide cycle, nitrites, NO 

 
Введение. Восстановление функции органа, нарушенной в результате разрыва его 

связей с центральной нервной системой (ЦНС) является одной из актуальных задач со-
временной биологии и медицины [1–3]. Разрывы связей между органом и ЦНС могут 
наступить вследствие заболевания, травмы или при трансплантации органа. В настоя-
щее время область регенеративной медицины является одной из процветающих обла-
стей современной медицины – от кардиологии и невропатологии до урологии и косме-
тологии [3]. Традиционное донорство в настоящее время не может обеспечить всех 
нуждающихся в пересадке органов. Поэтому медицина остро нуждается в таких техно-
логиях, которые дополняют трансплантацию донорских органов, а иногда использу-
ются как ее альтернатива. В этой области регенеративной медицины широко приме-
няют метод тканевой инженерии (tissue engineering) [2, 3]. Тканевая инженерия – это 
отрасль биотехнологии, основанная на создании органов и тканей человеческого тела в 
лаборатории [4]. Тканеинженерные конструкции представляют собой биомедицинский 
клеточный продукт, который состоит из клеток (клеточных линий), биосовместимого 
материала и вспомогательных веществ [4].  

Одним из первых методов тканеинженерных конструкций стал метод создания 
нового центра местной нейрогуморальной регуляции – метод ганглиопексии, 
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основанный на образовании новых нервных и сосудистых связей [6–10]. Основополож-
ником этого метода считают академика НАН Беларуси Д.М. Голуба (1901–2001) [5]. 
Аналогов исследований, которые проводил Д.М. Голуб, долгое время не было не только 
в нашей стране, но и за рубежом. Для школы Д.М. Голуба характерен широкий ком-
плекс эмбриологических, анатомических, гистологических, гистохимических методов 
с применением методов люминесцентной и электронной микроскопии [6–10]. Сотруд-
ники Д.М. Голуба (Л.А. Давыдова и другие коллеги) установили, что при транспланта-
ции ганглиев часть нейронов под влиянием ишемии, децентрализации и повреждения 
аксонов подвергается патологическим изменениям вплоть до их гибели. Нередко при 
подобных патологических изменениях гибнут не только нейроны, но и пациенты. Это 
происходит менее чем в 30% случаев. Одной из задач настоящей статьи является анализ 
существующей проблемы с тем, чтобы предотвратить или уменьшить гибель нейронов, 
которая может также привести к гибели животных в эксперименте или пациентов в кли-
нике.  

В нашей работе в качестве теоретической базы была применена концепция циклов 
оксида азота и супероксидного анион-радикала, а также, выводы, вытекающие из этой 
концепции. Согласно концепции, развиваемой нами на протяжении нескольких десяти-
летий, нарушение циклических регуляторных механизмов, обеспечивающих поддержа-
ние содержания активных форм азота и кислорода, может быть причиной многих забо-
леваний [5–15]. Большинство заболеваний протекают на фоне гипоксии/ишемии, вос-
палительных процессов и активации иммунных и аутоиммунных процессов. Именно 
при этих процессах происходит сбой в системах контролирующих уровень активных 
форм азота (NO/•NO2) и кислорода (O2/•O2

-). Такими системами являются циклы оксида 
азота и супероксидного анион-радикала, интактность которых обеспечивает протека-
ние нормальных физиологических процессов [5–8]. Однако нарушение этих циклов мо-
жет приводить к появлению диоксида азота (•NO2), пероксинитритов, •ОН-радикалов, 
которые способны повреждать практически все биохимические компоненты, из кото-
рых состоят клетки живых организмов [9–15].  

Цель работы. Анализ данных литературы и результатов собственных исследова-
ний для поиска методов и способов предотвращения или уменьшения гибели нейронов, 
которая может привести к гибели животных в эксперименте и пациентов в клинике. 
Теоретической базой, как указывалось выше, стали концепции циклов оксида азота и 
супероксидного анион-радикала, а также следствия, вытекающие из них. Для чего это 
было сделано? Прежде всего, как указывалось выше, для формирования стратегии и 
тактики, направленных на защиту клеток и организма в целом от оксидативного и нит-
розативного стресса, развивающихся в тех случаях, когда (в 5–30% случаев) наблюда-
ется появление деструктивных изменений в перемещенном ганглии, приводящих к со-
судистым осложнениям и повышению риску летальности. Также анализируются меха-
низмы, способные защитить нервные клетки, предотвратить развитие в них деструктив-
ных изменений и снизить риск летальности. 

Строение и кровоснабжение каудального брыжеечного узла в норме и транс-
плантации. Исследования многообразия межнейрональных связей на примере ка-
удального брыжеечного узла (КБУ), подтверждают данные морфологов и физиологов 
о сложности строения межнейрональных отношений в желудочно-кишечном тракте [5–
12]. Выявлены одиночные и множественные синаптические структуры на эфферентных 
нейронах. Афферентные структуры ганглия представлены инкапсулированными и не-
инкапсулированными рецепторами, перикапсулярными сплетениями. Дендриты рецеп-
торных нейронов оплетают группы двигательных нейронов. Период интенсивной диф-
ференцировки нейронов КБУ совпадает с усиленным развитием внутриганглионарной 
сосудистой сети, при этом наблюдается значительное повышение активности кислой 
фосфатазы в нервных клетках и накопление субстанции Ниссля [12]. Созревание нейро-
нов ганглия начинается, главным образом, на периферии узла. Вначале вступают в 
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дифференцировку клетки II типа Догеля. Эти клетки Догеля своими отростками окру-
жают и оплетают эфферентные клетки. Наряду с преганглионарными волокнами они, 
по-видимому, оказывают индуцирующее влияние на созревание клеток I типа Догеля.  

В исследованиях академика АН БССР Д.М. Голуба и его коллег (Л.А. Давыдовой) 
было установлено, что нейроны КБУ взрослой интактной собаки находятся в благопри-
ятных условиях кровоснабжения [11, 12]. Капиллярные петли окружают от 1 до 8 нерв-
ных клеток, в 69% – 1–2 нейрона. На периферии узла кровоснабжение было более раз-
вито, чем в центре. Площадь поперечного сечения сосудов на 1 мм2 на периферии со-
ставляло 10140±450 мк2, а в центре – 7689±426 мк2 (в среднем 9101±250 мк2).  

У щенков кровоснабжение КБУ значительно отличается от взрослых собак. В од-
ной капиллярной петле у новорожденного щенка количество нервных клеток колеб-
лется от 7 до 50. Площадь поперечного сечения сосудов быстро увеличивается и к 
концу первого месяца в 4 раза превышает показатели новорожденного. К шести меся-
цам поперечное сечение сосудов узла на 1 мм2 равно 9539 ± 811 мк2 и соответствует 
примерно таковому у взрослого животного.  

При трансплантации КБУ в участках наибольшего сохранения нервно-клеточных 
элементов площадь поперечного сечения сосудов на 1 мм2  через 10 месяцев после опе-
рации составляет 8061 мк2, а в интактном ганглии – 9101±250 мк2. В центральных участ-
ках, где гибель клеток отмечается в большей степени, этот показатель ниже, среднее 
значение площади поперечного сечения сосудов снижается до 6738±391 мк2. Крово-
снабжение трансплантированного ганглия восстанавливается в результате возникнове-
ния коллатеральных сосудов по ходу подчревных нервов, а также благодаря прораста-
нию сосудов из большой поясничной мышцы. Соотношение нейронов и капилляров в 
трансплантированном узле сходно с соотношением их, наблюдаемым у взрослой ин-
тактной собаки. Среди сосудов пересаженного узла доля капилляров равна 90,1%. Она 
несколько выше, чем в интактном ганглии. Можно допустить, что на определенном 
этапе сращения ганглия с мышцей в нем возникают столь же благоприятные условия 
кровоснабжения, как и на первых этапах постэмбрионального периода жизни, когда 
происходит бурная дифференцировка нейронов. 

Переживание большого количества нервных клеток при трансплантации связано 
с быстрым восстановлением кровоснабжения, сохранением связи эфферентных нейро-
нов с преганглионарными волокнами, проходящими в составе подчревных нервов, а 
также с сохранением или восстановлением местных рефлекторных дуг. В соединитель-
ной ткани, развивающейся вокруг трансплантированного ганглия, выявляется большое 
количество новообразованных нервных волокон, проникающих в мышечную ткань. Пе-
ресаженный узел, по-видимому, оказывает влияние на рост нервных волокон органа-
реципиента. Пересадка КБУ на поперечнополосатую мышцу с сохранением нервно-со-
судистой «ножки» благоприятствует сохранению большого количества нейронов 
трансплантированного ганглия, восстановлению их нейрональных и сосудистых свя-
зей. Трансплантация, произведенная таким способом, заслуживает внимания как одна 
из моделей для изучения вопроса об образовании новых центров местной нервной ре-
гуляции внутренних органов [5, 11, 12]. 

При трансплантации КБУ на нервно-сосудистой «ножке» часть нейронов не изме-
няется. При этом их связи между собой и с центральной нервной системой по своему 
строению совпадают с интактным ганглием. Однако, часть нейронов под влиянием ише-
мии, децентрализации и повреждения аксонов подвергается патологическим измене-
ниям. При этом обнаруживается транснейрональная атрофия, ретроградная дегене-
рация, а также гибель нейронов (Рис. 1 а, б). Количество случаев, в которых после опе-
рации наблюдаются летальные исходы, составляет от 5 до 30%.  
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Рис. 1 а. Нейроны КБУ на 2 сутки после операции: нейроны в состоянии раздражения: сме-
щение ядер на периферию, центральный, периферический и тотальный хроматолиз. Окраска по 
Нисслю, ув. 400.  

 

 
  

Рис. 1 б. Нервные клетки в состоянии перицеллюлярного отека. Срок наблюдения 7 дней, им-
прегнация по Рассказовой, ув.400.  

 
Часть нейронов подвергается ретроградной дегенерации вследствие повреждения 

аксонов: набухание клеток, резкое смещение ядра на периферию, развитие централь-
ного хроматолиза. Эти изменения могут быть обратимыми в случае нормального и бла-
гоприятного исхода (рис. 2 а, б). Максимально эти изменения выражены спустя 2 не-
дели после операции трансплантации (период бифуркации). Затем они постепенно 
уменьшаются, и, к моменту восстановления аксона практически полностью исчезают 
(рис. 2 а, б). 

 

 
 

Рис. 2 а. Капиллярные петли, окружающие нейроны. Высокая активность щелочной фосфа-
тазы Срок набл. 1 мес., метод Гомори, ув.40. 

 

 
 

Рис. 2 б. Рецепторная клетка 2 типа Догеля, срок наблюдения 7 мес. Импрегнация серебром 
по Рассказовой, ув. 400. 
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Можно ли уменьшить вероятность гибели животных (в эксперименте на живот-
ных) или пациентов в клинике (при операциях, связанных с трансплантацией ганглия)? 
Какие факторы воздействуют на нейроны трансплантированного ганглия, и, как их 
можно модулировать (изменять, снижать) для уменьшения количества летальных исхо-
дов при операциях? Существует ли период времени после операции трансплантации, 
когда биологическая система в виде каудального брыжеечного узла, используемая как 
модель тканеинженерной конструкции, находится в состоянии бифуркации? Другими 
словами, существует ли тот момент времени, когда тканеинженерная конструкция, со-
стоящая из нейронов и сосудов, может погибнуть вместе со своим хозяином, или, 
наоборот, может выжить и дать возможность жить пациенту с пересаженным ганглием? 
Анализ причин и выяснение механизмов, участвующих в повреждениях нейронов при 
трансплантации нервного ганглия, будет представлен в обсуждении этих данных. 

 
Анализ причин и выяснение механизмов, участвующих в повреждениях 

нейронов при трансплантации нервного ганглия. Анализ причин и выяснение меха-
низмов, участвующих в указанных выше процессах, привели нас к выводу о том, что 
практически все патологические процессы, протекающие на фоне гипоксии/ишемии, 
воспалительных процессов и активации иммунных/аутоиммунных реакций имеют об-
щую составляющую [13–18]. Эта составляющая обусловлена возникновением химиче-
ского или свободно радикального резонанса между активными формами азота (•NO, 
•NO2) и активными формами кислорода (•O2

-, •OH-радикалы). Химический резонанс, 
когда •NO и •O2

-, взаимодействуя друг с другом, создают весьма опасные пероксинит-
риты, •NO2 и •OH-радикалы может стать реальной причиной атрофии, дегенерации и 
гибели нейронов. В свою очередь такая гибель нейронов может привести, в конце кон-
цов, к гибели животных в эксперименте и людей в клинике [4, 5]. Что необходимо де-
лать, чтобы не допустить развитие таких процессов? 

Для этого необходимо: а) уменьшить гипоксию/ишемию (оксигенация крови); б) 
снизить интенсивность воспалительных процессов (противоспалительные средства); в) 
ингибировать активность иммунных/аутоиммунных реакций (цитостатики, азатио-
прин). Не допускать поступления с водой, пищей и лекарственными препаратами из-
бытка экзогенных нитратов, нитритов и NO-генерирующих соединений на время актив-
ного послеоперационного периода. В этот период рекомендуется использовать сла-
бощелочные минеральные воды, ингибирующие процессы восстановления ионов NO2

- 
в NO (нитритредуктазную компоненту цикла оксида азота) (Рис. 3). Это обусловлено 
тем, что восстанавливать ионы NO2

- в NO могут гемсодержащие белки, находящиеся в 
дезокси-форме. Изменение pH в кислую сторону переводит Hb-O2 в Т-конформацию, в 
которой связь между лигандом О2 и железом гема ослаблена и пигмент крови относи-
тельно легко высвобождает молекулу О2. В Т-конформации гемсодержащие комплексы 
Hb-O2 могут более активно восстанавливать ионы NO2

- в NO (активация нитритредук-
тазной компоненты) цикла оксида азота. Сдвиг pH в щелочную сторону обеспечивает 
сохранение Hb-O2 в R-конформации, которая хорошо удерживает молекулу O2 в Hb-O2 
комплексе. В таком положении (R-конформеры Hb-O2) нитритредуктазная компонента 
цикла оксида азота будет ингибироваться, а вместе с ней будет ингибироваться и вос-
производство NO, а также концентрация этих молекул. 
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Рис. 3. Циклы окcида азота (NO) (а) и cупеpокcидного анион-pадикала (•О2–)(б). В цикле NO 
можно выделить NO-cинтазную компоненту «L-аpгинин → NO», оcущеcтвляющую cинтез NO в 
пpиcутcтвии O2,  нитpитpедуктазную компоненту, активноcть котоpой pезко возpаcтает в уcло-
вияx дефицита O2 (гипокcии/ишемии). Ионы NО2- , обpазующиеcя из L-аpгинина, могут вновь пpи 
учаcтии нитpитpедуктазныx cиcтем, включающиx в cебя гемоглобин (Hb), миоглобин (Mb) и цито-
xpомы (cyt a + a3 и cyt P450), замыкать в цикл цепочку «L-аpгинин → NO → NО2– /NО3– ». Киcлоpод, 
cвязываяcь c гемом, ингибиpует нитpитpедуктазную активноcть этиx белков. Пpи гипокcии и 
функциональной нагpузке, когда гемcодеpжащие белки пеpеxодят в дезокcи-фоpму, ионы NО2– начи-
нают активно воccтанавливатьcя, акцептиpуя электpоны c этиx гемcодеpжащиx белков. В цикле 
•О2–пpоиcxодят: 1 – воccтановление О2 и обpазование •О2–; 2 и 3 – pеакции диcмутации •О2–, катали-
зиpуемые cупеpокcиддиcмутазой; 4 – pазложение пеpокcида водоpода (H2O2) на воду (H2O) и молеку-
ляpный киcлоpод (О2), оcущеcтвляемое феpментом каталазой; 5 – пеpокcид водоpода (H2O2) также 
pазлагаетcя c обpазованием двуx молекул •ОН-pадикала. Цикличеcкая pегуляция активныx фоpм 
азота и киcлоpода обеcпечивает пpевpащение этиx активныx, выcокоpеакционныx cоединений в ме-
нее активные вещеcтва. Пpи наpушении циклов NO и •О2– появляютcя еще более активные моле-
кулы •NO2 и пеpокcинитpитов, вновь pаcпадающиxcя на •NO2 и •ОН-pадикалы, котоpые повpеждают 
оcновные биоxимичеcкие компоненты живыx оpганизмов [4]. 

 
Заключение. Авторы считают, что принципиально новыми являются предложен-

ные   меры, которые могут снизить вероятность образования NO2 в местах трансплан-
тации ганглиев, и, тем самым, обеспечить нормальную работу циклов NO и •О2

– , участ-
вующих в поддержании концентрации активных форм азота и кислорода в пределах 
физиологической нормы.  

Как указывалось выше, при трансплантации ганглиев часть нейронов под влия-
нием ишемии, децентрализации и повреждения аксонов подвергается патологическим 
изменениям вплоть до их гибели, которая может привести к гибели животных в экспе-
рименте и пациентов в клинике. Для того, чтобы предотвратить или уменьшить гибель 
нейронов, необходимо: а) уменьшить гипоксию/ишемию (оксигенация крови); б) сни-
зить интенсивность воспалительных процессов (наиболее адекватные противоспали-
тельные средства); в) ингибировать активность иммунных/аутоиммунных реакций (ци-
тостатики, азатиоприн). Не допускать поступления с водой, пищей и лекарственными 
препаратами избытка экзогенных нитратов, нитритов и NO-генерирующих соединений 
на время активного послеоперационного периода. В этот период рекомендуется 
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использовать слабощелочные минеральные воды, ингибирующие процессы восстанов-
ления ионов NO2

- в NO (нитритредуктазную компоненту цикла NO).  
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В статье представлены данные содержания альбумина, модифицированного альбу-
мина, белковых фракций и 3-нитротирозина (3-НТ) в сыворотке крови у детей с разной 
тяжестью воспалительных заболеваний кишечника (ВЗК при ремиссии и обострении). 
Показано, что, чем тяжелее состояние, тем более выражено снижение альбумина. 
Напротив, содержание белков острой фазы, модифицированного альбумина и 3-нит-
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THE CONTENT OF SERUM PROTEINS, MODIFIED ALBUMIN AND  
3-NITROTHYROSINE IN CHILDREN WITH INFLAMMATORY BOWEL DIS-
EASES 
The article presents data on the content of albumin, ischemia modified albumin, protein frac-
tions and 3-nitrothyrosine in the blood serum of children with different severity of inflamma-
tory bowel diseases (IBD in remission and exacerbation). It has been shown that the more 
severe the condition, the more pronounced the decrease in albumin. On the contrary, the con-
tent of acute phase proteins, modified albumin and 3-nitrothyrosine (NT) increases with in-
creasing severity of IBD.  
Keywords: inflammatory bowel diseases, modified albumin, albumin, protein fractions, 3-ni-
trothyrosine 

 
Введение   
Воспалительные заболевания кишечника (ВЗК) – это хронические заболевания, 

характеризующиеся атакой иммунной системы на желудочно-кишечный тракт. ВЗК 
(болезнь Крона, БК или язвенный колит, ЯК) широко распространены в индустриально-
развитых странах, где ими страдает каждый 20-й житель [1]. Для контроля за состоя-
нием пациентов с ВЗК, наряду с инструментальными методами исследования, исполь-
зуются показатели С-реактивного белка (СРБ) и фекального кальпротектина. Однако, 
СРБ не является специфическим показателем ВЗК, а фекальный кальпротектин при ЯК 
недостаточно коррелирует с выраженностью клинических симптомов при умеренной и 
высокой активности заболевания [2]. Отсутствие надежных биомаркеров при ВЗК дик-
тует необходимость поиска новых прогностических маркеров для оценки тяжести (ре-
миссии/обострения) БК, ЯК и эффективности проводимой терапии. 

Нам не удалось найти в литературе исследований, в которых при ВЗК проводили 
оценку белкового профиля сыворотки, модификации белков и окислительного стресса. 
В то же время эти показатели могут иметь важное значение при аутоиммунных заболе-
ваниях, к которым относятся ВЗК.  

 
Цель работы.  
Оценить диагностическую значимость определения белкового профиля (основ-

ного белка крови альбумина и глобулинов), количества окисленного и модифицирован-
ного альбумина вследствие ишемии (ИМА) и показателя нитрозативного стресса 3-нит-
ротирозина (3-НТ) в сыворотке крови у детей с ВЗК разной степени тяжести. 

 
Материалы и методы.  
Для анализа использовали сыворотку детей (21) c ВЗК. На основании педиатриче-

ских индексов активности болезни PCDAI/PUCAI (значение индекса менее 10 соответ-
ствовало состоянию ремиссии, более 10 – обострению). Пациентов разделили на 3 
группы: 0-5 баллов (ремиссия), 10-20 баллов (средне -тяжелая степень), 25-65 баллов 
(тяжелая стадия обострения ВЗК). До проведения анализа сыворотки хранились при 
температуре -70°C. Электрофоретическое разделение белков крови проводили на при-
боре Hydrases 2 scan focusing (Sebia) в 10 мкл сыворотки и выражали в %. ИMA оцени-
вали с помощью микро-колориметрического метода, разработанного Bar-Or и соавт.  на 
основе измерения не связанного с белком кобальта после инкубации с сывороткой [3, 
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4]. Измерение оптической плотности проводили при 470 нм с помощью планшетного 
спектрофотометра Clariostar (BMG, Германия). Результаты представляли в единицах 
оптического поглощения (Е.О.П.) и считали верхней границей нормальных значений 
Е.О.П. = 0,25. Содержание 3-нитротирозина в сыворотке крови оценивали с помощью 
иммуноферментного метода (Hycult Biotech, USA). Полученные данные обработаны с 
использованием программы Prizm 8.1. Результаты представлены в М±m. 

 
Полученные результаты.  Во всех группах детей с ВЗК содержание альбумина 

оказывалось ниже нижней границы нормы (60%), при этом максимальное снижение ос-
новного сывороточного белка наблюдалось при тяжелом состоянии (25-65 баллов). 
Напротив, содержание ИМА при тяжелом обострении оказывалось максимальным (ри-
сунок 1). 

 
 

Рисунок 1. Содержание альбумина и ишемией модифицированного альбумина в 
сыворотке крови детей с различной тяжестью ВЗК: стрелка, направленная вверх, ука-
зывает на верхнюю границу нормы, 

* p <0,05 - достоверно с группами 0-5 и 10-20 баллов 
 

 
Наибольшие изменения в содержании глобулинов наблюдались во фракциях 

альфа-1 и альфа-2, представляющих собой белки острой фазы. В альфа-1 входят ан-
титрипсин, блокирующий протеолитические ферменты, кислый гликопротеин, способ-
ствующий фибриллогенезу, липопротеины, отвечающие за доставку липидов к другим 
клеткам, а также белки, способствующие транспорту гормонов кортизола и тироксина. 
Альфа-2 фракция представлена макроглобулином, активизирующим защитные про-
цессы организма при инфекционных и воспалительных поражениях, гаптоглобином 
(соединяется с гемоглобином), церулоплазмином (связывает ионы меди, нейтрализует 
свободные радикалы и является окислительным ферментом для витамина С и адрена-
лина), а также липопротеинами, обеспечивающими перемещение жиров (рисунок 2). В 
отличие от альфа1,2-фракций, бета-1 и бета-2 фракции у большинства пациентов с ВЗК 
определялись ниже верхней границы нормы, что было особенно выражено для бета-2 
фракции у детей с тяжелым состоянием ВЗК. 

Бета-1 и бета-2 фракции включают трансферрин, обеспечивающий перемещение 
Fe, гемопексин, препятствующий потере Fe (связывает Hb, Мb, каталазу и доставляет 
их в печень, где происходит распад гема и связывание Fe с ферритином). Эти бета -1,2 
фракции также включают комплемент, участвующий в иммунном ответе, бета-липо-
протеины, перемещающие фосфолипиды и холестерин, а также некоторые иммуногло-
булины, обеспечивающие иммунную реакцию.  

Таким образом, отсутствие компенсационного повышения  бета-1 фракции глобу-
линов, связанной с обменом Fe, скорее всего, свидетельствует о наличии анемии и 
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необходимости терапии препаратами железа. Известно, что дети с ВЗК подвержены 
риску развития дефицита питательных веществ, особенно из-за снижения потребления, 
ограничительных диет, нарушения всасывания и чрезмерной потери питательных ве-
ществ. В исследованиях на детях и молодых людях до 17 лет  с диагнозом ВЗК в период 
с 2012 по 2018 год было установлено наличие дефицита в крови уровня железа, ферри-
тина, цинка, витамина D, витамина А, витамина Е, селена, меди, витамина В12 и фоли-
евой кислоты [5].   

 
 

 

 
Рисунок 2. Содержание фракций глобулинов сыворотки крови в % и индекс Аль-

бумин/Глобулины (A/G) в сыворотке крови детей с различной тяжестью ВЗК: стрелка 
вверх указывает на верхнюю границу нормы, стрелка вниз – на нижнюю границу 
нормы, * p <0,05 с группами 0-5 и 10-20 баллов 
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Учитывая показанное в нашей работе снижение уровня альбумина, обладающего 
множеством функций (онкотическая, транспортная, антиоксидантная, способность свя-
зывать и переносить металлы, билирубин, липидные гормоны, антибиотики и др.) [6, 
7], а также возрастание содержания модифицированного альбумина в стадии обостре-
ния ВЗК, указанный дефицит микроэлементов и витаминов может быть связан с поте-
рей некоторых свойств альбумина вследствие его модификаций [8]. Как видно (рис. 2), 
индекс Альбумин/Глобулины оказывается сниженным практически у всех пациентов с 
ВЗК, но наиболее выражено снижение A/G среди пациентов c тяжелой ВЗК (25-65 бал-
лов). Повышение гамма-фракции, по всей вероятности, свидетельствует об образовании 
антител и может отражать аутоиммунный ответ. 

Сывороточный 3-нитротирозин (3-НT) является маркером окислительного и нит-
розативного стресса. У здоровых людей 3-НТ в крови отсутствует. Обнаружение повы-
шенного уровня 3-НT в сыворотке крови рассматривается как результат воздействия 
пероксинитрита, мощного окислителя, и связано с риском развития опасных для жизни 
дегенеративных заболеваний, таких как сердечно-сосудистые заболевания, инсульт, по-
чечная недостаточность и рак. Однако, в литературе сообщалось, что 3-НT также явля-
ется высокочувствительным маркером в ответ на кратковременное воздействие многих 
острых факторов риска воспаления, таких как нездоровое питание, загрязнение окру-
жающей среды, токсичные вещества, наркотики и даже психосоциальный стресс [9 - 
12]. Данные о содержании 3-НТ у больных с ВЗК в литературе отсутствуют. Найденное 
нами повышение 3-НТ в крови у больных с ВЗК свидетельствует о нитрозативном 
стрессе и окислении белков, наиболее выраженное в группе с тяжелым ВЗК (рисунок 
3). 

 
 
 

Рисунок 3. Содержание нитротирозина (3-НТ) в сыворотке крови детей с раз-
личной  тяжестью ВЗК: ** -p<0,01 с группами 0-5 и 10-20 баллов 

 
Интересно, что ранее мы обнаружили появление 3-НТ у детей с черепно-мозговой 

травмой [8, 13], при этом повышение 3-НТ сопровождалось повышением содержания 
NO и уровня аутоантител к рецепторам глутамата (GluRc) [14].  

Как известно, GluRc являются центральными рецепторами в головном мозге, при 
этом они обнаружены также в лимфоцитах [15].  В эксперименте по изучению влияния 
NO на уровень АТФ в лимфоцитах было показано, что в больших концентрациях NO 
приводит к снижению внутриклеточной и увеличению экстраклеточной АТФ [16]. Ра-
нее нами было показано, что с увеличением тяжести ВЗК происходит снижение актив-
ности АТФ-азы в CD39 T-лимфоцитах [17], что может снижать гидролиз АТФ и 



Секция 4.  ОКСИД АЗОТА И ПРОДУКТЫ ЕГО МЕТАБОЛИЗМА В БИОЛОГИЧЕСКИХ 
СИСТЕМАХ  
 

 

Материалы конференции NT + ME`23. – ISBN 978-5-6044060-3-8                                      98  

приводить к токсическому воздействию внеклеточной АТФ. Нами также показано, что 
содержание АТФ в лимфоцитах и 3-НТ в крови имеет прямую корреляцию [18].   

В настоящее время установлена взаимосвязь ВЗК с развитием нарушений в мозге 
[18, 19]. Показано развитие депрессивных состояний при ВЗК [20], а также нарушение 
когнитивных функций при повреждении ЖКТ [21]. Эти данные, наряду с полученными 
нами результатами об увеличении 3-НТ в крови у детей с ВЗК, дают нам основание для 
предположения о вовлечении в патогенез ВЗК рецепторов глутамата, которые обеспе-
чивают взаимосвязь кишечник-мозг при этих аутоиммунных воспалительных заболева-
ниях. 

Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 
результаты: У детей с воспалительными заболеваниями кишечника впервые показано 
нарушение соотношения белковых фракций сыворотки крови со снижением индекса 
альбумин/глобулины. Одновременно со снижением уровня альбумина увеличивается 
содержание модифицированного альбумина и 3-нитротирозина – показателей кисло-
родного и нитрозативного стресса. Именно такие показатели характерны для гипокси-
ческих состояний, при которых происходит гиперстимуляция глутаматных рецепторов 
лимфоцитов и нейронов. На основании ранее полученных нами данных выдвинуто 
предположение о значении показателей сыворотки у детей с ВЗК и их связи с возмож-
ным развитием нарушений в мозге через активацию глутаматных рецепторов.  
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БЛОКАДА ACE2-РЕЦЕПТОРА В КУЛЬТУРЕ ГИППОКАМПА МЫШЕЙ 5XFAD 
КАК ПОТЕНЦИАЛЬНАЯ МОДЕЛЬ ВОЗДЕЙСТВИЯ SARS-CОV-2 НА МОЗГ 
ПАЦИЕНТОВ С БОЛЕЗНЬЮ АЛЬЦГЕЙМЕРА 
В статье обсуждается использование прямого ингибитора ACE-2-рецепторов в каче-
стве модели условий, происходящих в мозге пациентов с болезнью Альцгеймера при за-
ражении SARS-CоV-2. Представлены оригинальные экспериментальные данные по 
применению блокады ACE-2-рецептора в первичной клеточной культуре гиппокампа 
мышей 5xFAD. 
Ключевые слова: болезнь Альцгеймера, 5XFAD, COVID-19, ACE2, ренин-ангиотензино-
вая система 
 
 

 
 
 
 
 

BLOCKADE OF THE ACE2-RECEPTOR IN THE HIPPOCAMPAL CULTURE OF 
5XFAD MICE AS A POTENTIAL MODEL OF THE EFFECTS OF SARS-COV-2 ON 
THE BRAINS OF ALZHEIMER'S DISEASE PATIENTS 
This article discusses the use of a direct ACE-2-receptor inhibitor as a model for the condi-
tions that occur in the brains of Alzheimer's disease patients when infected with SARS-CoV-2. 
Original experimental data on the use of ACE-2-receptor blockade in primary hippocampal 
cell culture of 5xFAD mice are presented. 
Keywords: Alzheimer's disease, 5xFAD, COVID-19, ACE2, renin-angiotensin system 

 
Введение. 
Пандемия COVID-19 коснулась пациентов с болезнью Альцгеймера (БА), по-

скольку они оказались в группе риска, наиболее подверженной тяжелому течению этого 
заболевания со смертельным исходом. Наряду с понятными трудностями соблюдения 
мер самозащиты и с наличием характерных коморбидных заболеваний (гипертония, 
диабет), стало ясно, что у людей, страдающих БА, существуют определенные молеку-
лярные механизмы, предопределяющие высокий риск их смертности от COVID-19, что 
поставило новые задачи перед исследователями БА [1, с. 1-23; 2, e00917]. 

Предполагается, что одним из факторов тяжелого течения COVID-19 инфекции у 
пациентов с БА является снижение уровня ангиотензин конвертирующего энзима 2 
(ACE2) – ключевого фактора для сохранения баланса двух ветвей ренин-ангиотензино-
вой системы, которое происходит в результате связывания вируса с этим рецептором 
[3, с. 270–273]. Вирус SARS-COV-2 для своего внедрения в клетку использует рецептор 
АСЕ2, вызывая его интернализацию внутрь клетки и дальнейшее снижение плотности 
ACE2. SARS-CoV-2 может проникать в мозг и взаимодействовать с АСЕ2-рецепторами, 
локализованными на мембранах астроцитов и микроглии [4, c. 582166]. 

 

 N.V. Bobkova, D.Y. Zhdanova, V.I. Kovalev, A.V. Chaplygina 
Institute of Cell Biophysics of the Russian Academy of Sciences  
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Цель работы. 
Наше исследование посвящено созданию в гиппокампальной культуре трансген-

ных 5XFAD мышей, известной модели БА, дефицит АСЕ2, моделируя условия, проис-
ходящие в мозге пациентов с БА при заражении SARS-CоV-2.  

Материалы и методы. 
Работа проводилась на первичной клеточной культуре гиппокампа трансгенных 

мышей линии 5XFAD. Трансгенные животные линии 5XFAD характеризуются ранним 
выраженным амилоидогенезом в головном мозге, поскольку в своем геноме несут 
шведскую (K670N/M671L), флоридскую (I716V) и лондонскую (V717I) мутации белка 
предшественника бета-амилоида АРР человека APP (695), а также M146L и L286V му-
тации в гене пресенилина 1. После генотипирования и формирования групп 5XFAD жи-
вотных для разведения, осуществляли генотипирование мышат (возрастом 0-1 день) 
для дальнейшего получения первичной культуры клеток гиппокампа трансгенных мы-
шей стандартным методом.  

Блокада ACE2-рецепторов осуществлялась с помощью специфического блока-
тора MLN-4760, который является эффективным ингибитором ACE-2-рецепторов кле-
ток грызунов. Концентрация MLN-4760 на протяжении всего эксперимента в каждой 
отдельной лунке составляла 0,2 нмоль в соответствии с рекомендациями производи-
теля. Инкубацию с MLN-4760 осуществляли в течение 2-х недель, при этом каждая за-
мена среды сопровождалась внесением MLN-4760 для поддержания концентрации на 
постоянном уровне. По окончании экспериментов проводили оценку состояния культур 
с анализом астроглиальной и нейрональной плотностей.  

По окончании экспериментов клеточные культуры фиксировали в течение 10 ми-
нут 4% параформальдегидом. Затем увеличивали проницаемость мембран с помощью 
0,2% раствора Triton X-100 и в течение часа при комнатной температуре блокировали 
неспецифическое связывание с антигенами в растворе PBST (PBS+0.1% Tween 20) + 1% 
BSA с применением 10% сыворотки осла нормализованной (Abcam, ab7475) и 5% сы-
воротки козла нормализованной (Invitrogen, 31872). Культуры оставляли на ночь при 
4°С для инкубирования с первичными антителами Anti-MAP2 antibody – маркерами 
нейронов (Abcam, ab32454, 1:100), и Anti-GFAP antibody - маркерами астроцитов 
(Abcam, ab4674, 1:1000). После инкубации окрашивали вторичными антителами с флу-
оресцентными метками: AlexaFluor 594 (Abcam, ab150076, 1:200), AlexaFluor 488 
(Abcam, ab150169, 1:2000), в течение 2 часов при комнатной температуре.  

Статистический анализ проводился с помощью программного обеспечения Sigma 
Plot 12.5. Статистическая обработка данных проведена с оценкой достоверности по 
двухстороннему t- критерию Стьюдента. 

Полученные результаты. 
Мы проверили предположение о том, что нарушение баланса двух ветвей ренин-

ангиотензиновой систем, регулятором которого является мембранный белок, выполня-
ющий функцию ангиотензин конвертирующего энзима 2 (АСЕ2), может быть  одной из 
причин высокой вероятности гибели пациентов с БА от коронавирусной инфекции. В 
нашем исследовании мы воспроизвели снижение активности этого рецептора с помо-
щью специфического для мышиного АСЕ2 блокатора MLN в культуре трансгенных мы-
шей. На рис. 1 представлены результаты блокады АСЕ2 на состояние астроцитов (зеле-
ная флуоресценция) и нейронов (красная флуоресценция) в трансгенной культуре гип-
покампа. На микрофотографиях культур до (А,Б) и после (В,Г) воздействия MLN видно 
не только драматическое снижение плотности астроцитов и нейронов в культуре гип-
покампа трансгенных 5XFAD мышей, но и изменение структуры самих клеток с резким 
сокращением длины и плотности распределения нейритов, что, вне всякого сомнения, 
не может не отразиться на морфофункциональных характеристиках таких нейроглиаль-
ных комплексов.  
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Рисунок 1. Нарушение структуры и разрушение аксонов в трансгенной культуре под воздей-

ствием ингибитора АСЕ2-рецептора MLN-4760. 
А, Б – трансгенная культура в нативном состоянии 
В, Г – трансгенная культура после введения MLN-4760 
А, В – шкала – 500µm. Б, Г – Шкала – 125µm 

 

 
Рисунок 2. Влияние ингибитора АСЕ2-рецептора MLN-4760 на трансгенные культуры. 
А – влияние АСЕ2-блокады на астроцитарную плотность (р<0,001) 
Б – влияние АСЕ2 блокады на нейрональную плотность (р<0,001) 
 

Драматическое снижение астроцитарной плотности под воздействием блокатора 
АСЕ2 (Рис.2 А) в 4,1 раза свидетельствует о важной роли АСЕ2 рецептора в жизнедея-
тельности астроцитов. Стоит отметить, что при этом нативная трансгенная культура 
даже на достаточно ранних сроках (14 дней в нашем опыте) характеризуется выражен-
ным астроцитарным сдвигом, воспроизводя астроглиоз – аномальное увеличение коли-
чества астроцитов, наблюдаемое при БА. Опубликованные данные других исследова-
ний также свидетельствуют о нарушении функции астроглии, которое отмечено у но-
каутных по гену АСЕ2 мышей, характеризующихся потерей памяти, снижением нейро-
генеза, ухудшением морфофункционального состояния нейронов и глии вплоть до раз-
вития дегенерации [5, с. 582345]. По-видимому, использование MLN, позволяет моде-
лировать условия в мозге пациентов с БА при заражении SARS-CоV-2. В отличие от 
существующих моделей COVID-19 на трансгенных мышах со встроенным геном ACE2 
человека и использующих введение в глаз вирусных частиц, наша клеточная модель не 
требует специальных условий для работы с вирусами. Учитывая, что вирус SARS-CоV-
2 для своего внедрения в клетку взаимодействует с ACE2 рецептором, вызывая его ин-
тернализацию и снижение плотности ACE2 на мембране, мы полагаем, что данная мо-
дель может быть использована для проведения тестирования препаратов, препятствую-
щих развитию последствий блокады АСЕ2 рецепторов. 

Выводы. 
Блокада АСЕ2-рецептора приводит к снижению плотности астроцитов и нейронов 

в культуре гиппокампа трансгенных 5хFAD мышей и влияет на структуру как 
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отдельных клеток, так и на общую морфологию культуры. Использование MLN, позво-
ляет моделировать условия в мозге пациентов с БА при заражении SARS-CоV-2. 

Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: 
Впервые в качестве моделирования процессов, происходящих в мозге пациентов 

с БА была проведена блокада АСЕ2-рецептора его прямым ингибитором. Показано из-
менение астроцитарно-нейрональных плотностей культур, изменение структуры кле-
ток и общей морфологии первичной культуры гиппокампа мышей 5xFAD, отражая про-
цессы, происходящие в мозге больных БА при заражении вирусом SARS-CоV-2.   

 
Исследование было поддержано Российским Научным Фондом (№ 18-15-

00392). 
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СИНАПТОСОМАЛЬНЫЙ ПРЕПАРАТ ДЛЯ ДОСТАВКИ МИТОХОНДРИЙ В 
КАЧЕСТВЕ ПОТЕНЦИАЛЬНОГО СРЕДСТВА ДЛЯ ТЕРАПИИ БОЛЕЗНИ АЛЬ-
ЦГЕЙМЕРА 
В статье обсуждается применение выделенных из головного мозга синаптосом в ка-
честве средства для доставки митохондрий и восстановления митохондриального 
биогенеза для терапии болезни Альцгеймера. Впервые представлены эксперименталь-
ные данные по применению препарата синаптосом на мышах с моделью болезни Альц-
геймера 5XFAD. 
Ключевые слова: синаптосомы, биогенез митоходрий, болезнь Альцгеймера, 5XFAD 
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SYNAPTOSOMAL PREPARATION FOR MITOCHONDRIAL DELIVERY AS A POTEN-
TIAL AGENT FOR ALZHEIMER'S DISEASE THERAPY 
In the article, the application of synaptosomes isolated from the brain as a means for mitochondrial 
delivery and restoration of mitobiogenesis for the therapy of Alzheimer's disease is discussed. Experi-
mental data on the application of synaptosomes in mice with the 5XFAD model of Alzheimer's disease 
are presented for the first time. 
Keywords: synaptosomes, mitochondrial biogenesis, Alzheimer's disease, 5XFAD 

 
Введение. 
Болезнь Альцгеймера (БА) является серьезным нейродегенеративным заболева-

нием с прогрессирующей деменцией и одной из наиболее распространенных причин 
снижения когнитивных способностей у пожилых людей. Согласно данным Всемирной 
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организации здравоохранения, ожидается, что число пациентов с БА увеличится в не-
сколько раз в ближайшие десятилетия, что делает разработку эффективных терапевти-
ческих подходов важной задачей современной медицины. 

Одним из ключевых аспектов патогенеза БА является нарушение функций синап-
тических митохондрий и ухудшение биогенеза митохондрий, что приводит к энергети-
ческому дефициту и потере синаптических связей между нейронами. В связи с этим, 
разработка новых стратегий для доставки митохондрий в мозг с целью восстановления 
биогенеза митохондрий и улучшения синаптической передачи является перспективным 
направлением в контексте терапии БА. 

Одной из самых новых и пока малоизученных стратегий является использование 
синаптосом в качестве мембранной структуры для доставки митохондрий [1, с. 1]. Си-
наптосомы – это сферические искусственно замкнутые в результате выделения синап-
тические окончания нейронов, размером  
1-1,5 мкм, которые содержат митохондрии, аппарат для синтеза белка и везикулы с 
нейромедиаторами. Исследования синаптосом проводятся с 60-х годов прошлого века, 
однако они рассматривают синаптосомы пусть в качестве уникальной и удобной, поз-
воляющей применять как биохимические так и физиологические подходами к изуче-
нию, но все же модели синаптической передачи между клетками в норме и патологии 
[2, с. 3]. На данный момент не существует работ по использованию препаратов синап-
тосом для терапии нейродегенеративных заболеваний на моделях in vivo.  

В данной статье мы обсудим экспериментальные данные о применении синапто-
сомальных препаратов в качестве потенциального средства для терапии БА. 

 
Цель работы. 
Исследование посвящено применению препарата синаптосом для улучшения ко-

гнитивных функций у трансгенных 5XFAD мышей, наследственной модели БА. 
 
Материалы и методы. 
Животные. Мыши линии 5XFAD – широко используемая модель фамильной 

формы БА, получены на смешанном фоне SJL/C57B16 путем коэкспрессии гена АРР 
человека (APP695) со шведской (K670N/M671L), флоридской (I716V) и лондонской 
(V717I) мутациями, а также гена пресенилина человека с мутациями M146L и L286V 
под Thy1 промотором. Мыши 5XFAD были ранее приобретены у лаборатории JAX и 
содержались на смешанном фоне SJL/C57Bl6. Животные содержались в специализиро-
ванном виварии со свободным доступом к воде и стандартизированному корму при тем-
пературе 22–24°C и естественной освещенности. 

Исследования проводились в полном соответствии с Руководством по содержа-
нию и уходу за лабораторными животными и правилами надлежащей лабораторной 
практики (приказ МЗ РФ от 01.04.2016 г., No 199н). Все процедуры на животных были 
одобрены Комиссией по биобезопасности и биоэтике (Институт биофизики клетки – 
Пущинский научный центр биологических исследований РАН, разрешение No 3 от 12 
июня 2020 г.) в соответствии с Директивой 2010/ 63/ЕС Европейского парламента. 

Выделение препарата синаптосом. Синаптосомы выделяли из коры больших по-
лушарий головного мозга мышей NMRI возрастом 3-7 дней методом дифференциаль-
ного центрифугирования в градиенте фиколла по методике [2, с. 264] с модификациями. 
Для этого декапитировали животное, извлекали мозг, выделяли кору больших полуша-
рий мозга и помещали её в ледяную среду №1 (0,32 M сахароза, 10 mM HEPES, инги-
биторы протеаз и фосфатаз, pH = 7,4) для последующей гомогенизации. Измельченную 
ткань центрифугировали при 1000 g в течение 10 мин, затем собирали надосадочную 
жидкость и снова подвергали центрифугированию при большей скорости (12000 g, 20 
мин). Осадок ресуспендировали в среде №1 и наслаивали на заранее приготовленный 
градиент фиколла (5/13 % фиколл на среде №1, pH = 7,4) в соотношении 1 часть синоп-
тасомальной суспензии к 4 частям фиколла. Полученный градиент подвергали 
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центрифугированию (26500 g, 45 мин), по завершении которого отбирали срединную 
фракцию, соответствующую синаптосомам, и отмывали её в среде №1 (30000 g, 10 
мин). Часть выделенных синаптосом дополнительно обрабатывалась ротеноном, бло-
кирующим электрон-транспортную цепь, для получения синаптосом с нефукциональ-
ными митохондриями. Для этого суспензию синаптосом в растворе среды №1 обраба-
тывали ротеноном в конечной рабочей концентрации 2 мкМ в сочетании с дигитонином 
(50 мкМ), инкубировали в течение 10 мин и отмывали в среде №1 (30000 g, 10 мин). На 
последнем шаге и обработанные, и необработанные синаптосомы ресуспендировали в 
физиологическом растворе до концентрации белка 3,3 мкг/мл (концентрацию белка 
определяли по методу Бредфорда). 

Интраназальные микроинъекции синаптосом in vivo. Свежеизолированные си-
наптосомы вводили трансгенным мышам линии 5XFAD в объёме 3 мкл в каждую 
ноздрю (общий объём 6 мкл). Были сформированы 5 экспериментальных групп мышей: 
(1) контрольная группа мышей «NMRI+NaCl» (возраст – 6 месяцев, n=6), получавших 
физиологический раствор; (2) контрольная группа однопометных нетрансгенных мы-
шей фона SJL/C57B16 «ntg+NaCl» (возраст – 5-7 месяцев, n=6), получавших физиоло-
гический раствор; (3) контрольная группа трансгенных мышей линии 5XFAD 
«tg+NaCl», получавших физиологический раствор (возраст – 5-7 месяцев, n=7); (4) 
группа трансгенных мышей линии 5XFAD «tg+Syn (+Rotenone)», получавших синапто-
сомы с нефункциональными митохондриями (возраст – 5-7 месяцев, n=7); (5) группа 
трансгенных мышей линии 5XFAD «tg+Syn», получавших синаптосомы с функцио-
нальными митохондриями (возраст – 5-7 месяцев, n=7). Интраназальное введение соот-
ветствующих растворов проводилось два раза в неделю в течение 3 недель (рис.1). 

Поведенческий тест «водный лабиринт Морриса». Поведенческие тесты прово-
дились спустя три недели после начала интраназального введения синаптосом. Выра-
ботка навигационного рефлекса в водном лабиринте Морриса проводилась по методике 
[3, с. 3] с модификациями. Со всеми пятью экспериментальными группами мышей было 
проведено четыре предтренировочных испытания для определения их латентного пери-
ода нахождения открытой (видимой) платформы, чтобы убедиться в отсутствии у жи-
вотных двигательных и зрительных нарушений, которые могли бы повлиять на резуль-
таты теста. Период обучения длился 7 дней и включал четыре ежедневных тренировки 
с регистрацией латентных периодов нахождения невидимой платформы. По заверше-
нии обучения проводилось тестирование пространственной памяти, предполагающее 
отсутствие спасательной платформы в течение 1 мин. Память считалась хорошей, если 
мыши оставались достоверно дольше в целевом секторе или посещали его чаще, чем 
любой из индифферентных секторов. Состояние пространственной памяти оценивалось 
по времени, проведенному в секторах бассейна. Статистический анализ проводился с 
помощью программного обеспечения Statistica 12. Для определения достоверности 
нахождения целевого сектора использовали дисперсионный анализ ANOVA с апосте-
риорным сравнением по критерию Dunnett. 
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Рисунок 1. Схема эксперимента 

 
Полученные результаты. 
Мы провели первое экспериментальное исследование о возможности препарата 

синаптосом при интраназальном введении оказывать положительный эффект на про-
странственную память у мышей с мделью БА. Также проверили предположение о том, 
что синаптосомы имеющие богатый функциональный состав могут оказывать эффект 
не только в качестве средства по доставке митохондрий, но также являться самостоя-
тельным препаратом. Из результатов поведенческого теста можно сделать вывод, что 
однозначно не справляются с выделением целевого сектора «больные» трансгенные 
животные, получавшие физиологический раствор. Здесь стоит отметить, что выбран-
ный возраст животных 5-7 месяцев является значимым для развития серьезных патоло-
гий у данной модели животных и наше воздействие препаратом синаптосом может рас-
сматриваться как средство лечения. Для группы трансгенных животных, получавших 
препарат синаптосом, обработанный «митохондриальным ядом» ротеноном с нефунк-
циональными митохондриями характерно достоверное выделение целевого сектора 
только от двух других, свидетельствуя о несколько худшем уровне пространственной 
памяти, но при этом по времени пребывания в третьем секторе данная группа досто-
верно не отличается от контрольных «здоровых» животных, что говорит о том что си-
наптосомальный препарат имеет более комплексное действие нежели просто средство 
для доставки митохондрий. Группа трансгенных животных, получавших полноценный 
препарат синаптосом показал не отличимые от «здоровых» контрольных групп резуль-
таты (рис.2). 

Несмотря на то, что экспериментальные исследования на животных и клеточных 
моделях АБ показали перспективные результаты, вопросы механизмов действия синап-
тосомальных препаратов остаются открытыми и требуют дальнейшего исследования. 



Секция 5.  КЛИНИЧЕСКИЕ НЕЙРОНАУКИ  

Материалы конференции NT + ME`23. – ISBN 978-5-6044060-3-8                                      109  

 
Рисунок 2. Результаты поведенческого теста «водный лабиринт Морриса» 
 

Выводы. 
Интраназальное введение синаптосом улучшает пространственную память у мы-

шей с наследственной формой болезни Альцгеймера. 
 
Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: 
Впервые in vivo на модели мышей 5XFAD с наследственной формой болезни Аль-

цгеймера продемонстрирован лечебный эффект препарата синаптосом, выделенного из 
коры больших полушарий мозга на пространственную память животных. 

 
Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 23-25-

00485. 
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ИЗМЕНЕНИЕ УРОВНЯ ЛИПОФУСЦИНА В МОДЕЛИ БОЛЕЗНИ 
 АЛЬЦГЕЙМЕРА С ВОЗРАСТОМ  
В статье обсуждается изменение уровня липофусцина у 5xFAD мышей, модели болезни 
Альцгеймера (БА), а также у нетрансгенных животных в сердце в разных возрастных 
группах. Полученные результаты показали, что накопление бета-амилоида (1-42) в мо-
дели БА способствует увеличению содержания липофусцина в сердце, что может вы-
зывать дальнейшее развитие осложнений и патологических процессов. 
Ключевые слова: бета-амилоид, болезнь Альцгеймера, липофусцин, 5xFAD, старение 
 

 
 
 

 
CHANGE IN LIPOFUSCIN LEVELS IN AN ALZHEIMER'S DISEASE MODEL 
WITH AGE  
The article discusses the change in the level of lipofuscin in 5xFAD mice, a model of Alzhei-
mer's disease (AD), as well as in non-transgenic animals in the heart in different age groups. 
The results obtained showed that the accumulation of beta-amyloid (1-42) in the AD model 
contributes to an increase in the content of lipofuscin in the heart, which can cause further 
development of complications and pathological processes. 
Keywords: beta-amyloid, Alzheimer's disease, lipofuscin, 5xFAD, aging 
 

Введение  
В процессе старения происходит снижение физиологических функций, что может 

приводить к хроническим заболеваниям и повышенному риску смерти. По мере того, 
как в мире количество пожилых людей продолжает расти, распространенность множе-
ственных хронических заболеваний, включая сердечно-сосудистые заболевания, диа-
бет, неврологическую дегенерацию и рак, также увеличивается, и, кроме того, увеличи-
вается потребность в комплексном медикаментозном лечении [1, c. 1-2; 2, c. 2354-2360]. 

Накопление липофусцина рассматривают в качестве одного из возможных марке-
ров старения [3, c. 3]. Этот пигмент был впервые обнаружен в нервных клетках в 1842 
году, и позже было обнаружено, что он увеличивается с возрастом. Липофусцин появ-
ляется в виде темных гранул в цитоплазме клеток и более распространен у пожилых 
людей и у людей с сердечной недостаточностью [3, c. 1,3; 4, c. 58-59; 5, c. 1-2]. Он со-
стоит из окисленных липидов, ковалентно «сшитых» белков, олигосахаридов и пере-
ходных металлов [5, c. 1]. Липофусцин нерастворим и не расщепляется лизосомными 
ферментами или протеасомной системой, а его накопление связано с повреждением ми-
тохондрий и окислительным стрессом. Накопление липофусцина может уменьшить ли-
зосомную деградацию, что приводит к дальнейшей аккумуляции и может способство-
вать гибели клеток [6, c. 1-2; 7, c.246]. Липофусцин особенно заметен в постмитотиче-
ских клетках, таких как кардиомиоциты, клетки пигментного эпителия сетчатки, гепа-
тоциты, нейроны и кератиноциты, где он считается признаком старения [3, c. 1,3]. 

Болезнь Альцгеймера (БА) является наиболее значимым из возрастных заболева-
ний, и в возрасте 80 лет заболеваемость БА в 20 раз выше, чем в 60 лет [8, c. 69-70]. К 
тому же БА иногда ассоциируется с ускоренным старением [9, c. 841; 10, c. 163-175]. 
Полагают, что скорость накопления миокардиального липофусцина положительно 
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коррелирует с хронологическим старением [11, c. 1], в связи с чем, представляло инте-
рес изучить взаимосвязь уровней липофусцина у мышей 5xFAD -модели БА, в разных 
возрастных группах в сравнении с нетрансгенными контрольными животными. 

 
Цель работы. 
В сравнительном плане исследовать уровни липофусцина в сердце у мышей 

5xFAD, модели БА, и нетрансгенных животных в разных возрастных группах. 
 
Материалы и методы. 
Мыши линии 5xFAD - модель фамильной формы БА, получены на смешанном 

фоне SJL/C57B16 путем коэкспрессии гена АРР человека (APP695) со шведской 
(K670N/M671L), флоридской (I716V) и лондонской (V717I) мутациями, а также гена 
пресенилина человека с мутациями M146L и L286V под Thy1 промотором. Животные 
содержались в специализированном виварии со свободным доступом к воде и стандар-
тизированному корму при температуре 22 - 24°C и естественной освещенности. 

Трансгенных мышей генотипировали с помощью классической ПЦР. Наличие 
трансгенной  кассеты выявляли с помощью праймеров 5’-AGG ACT GAC CAC TCG 
ACC AG-3’ и 5’-CGG GGG TCT AGT TCT GCA T-3’, с последующим электрофорети-
ческим визуализированием для выявления носителей трансгенной кассеты длиной 377 
пар нуклеотидов. Исследования проводились в полном соответствии с Руководством по 
содержанию и уходу за лабораторными животными и правилами надлежащей лабора-
торной практики (приказ МЗ РФ от 01.04.2016 г., № 199н). 

Для приготовления гомогената сердца использовали мышей возрастом 1 день, 4 
месяца и 15 месяцев. Извлеченное сердце помещали в среду 250 мМ Сахарозы, 0,5 мМ 
EGTA, 10 мМ Hepes (рН 7.0), продавливая через пресс и далее гомогенизируя в стек-
лянном гомогенизаторе с тефлоновым пестиком до достижения почти полного разру-
шения тканей. Полученный гомогенат центрифугировали при 1000 об/мин в течение 3 
с для удаления крупных неразрушенных частиц, которые быстро оседали. Гомогенат 
надосадочной жидкости расфасовывали в пробирки объемом 1 мл, замораживали и хра-
нили в морозильной камере. После оттаивания образцы выравнивали по содержанию 
белка (0,3 мг/мл) с помощью УФ-экспресс-метода по оптической плотности в ультра-
фиолете при 286 нм. Синюю липофусциновую флуоресценцию выявляли в уcловияx 
pаcтвоpения гомогенатов в детергенте додецилсульфате натрия, разрушающем мем-
браны и не-ковалентные белковые комплексы. Липофусцин не разрушался детергентом 
из-за прочных химических связей между денатурированными белками, флуоресцирую-
щими в синей области. Липофуcциновую флуоpеcценцию возбуждали – пpи 360 нм и 
выявляли в области - 460 нм. Определение содержания липофусцина в гомогенатах про-
водили на спектрофлуориметре Cary Eclipse (Agilent Technologies, США) в односанти-
метровых кюветах. Обработку данных проводили с помощью программы Sigma Plot 
12.5. Значения на графиках являются усредненными по всем экспериментам. Проверка 
гипотезы о нормальном распределении осуществлялась с применением теста Шапиро-
Уилка. Оценка различий между попарными выборками проведена с использованием не-
параметрического критерия Манна-Уитни. Для сравнения различий между группами и 
определения статистической значимости использовались однофакторный дисперсион-
ный анализ ANOVA с апостериорным сравнением групп по методу Бонферрони. 

 
Полученные результаты. 
В последнее время БА привлекает внимание в качестве системного заболевания, 

при котором не только головной мозг, но и другие органы и системы, в частности сер-
дечно-сосудистая, подвергаются определенным осложнениям. С другой стороны, паци-
енты с сердечными аномалиями также подвержены более высокому риску ухудшения 
когнитивных функций и деменции, возможно, из-за снижения сердечного выброса и 
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хронической церебральной гипоперфузии. Тем не менее, корреляция между БА и сер-
дечными аномалиями остается неясной [12, c. 2]. 

Как в сердце, так и в головном мозге пациентов с БА может обнаруживаться ами-
лоидная и/или атеросклеротическая ангиопатия, вызывающая поражение этих органов. 
Можно предположить, что бета-амилоид (Aβ) может откладываться в дистальных орга-
нах, таких как скелетные мышцы, кожа, почки, легкие и кишечник, через кровоток, вы-
зывая другие формы неневрологической амилоидной патологии [13, c. 2].  

Aβ был обнаружен в митохондриях пациентов с БА, а повышенная агрегация Aβ 
взаимосвязана с митохондриальной дисфункцией. Митохондриальная дисфункция 
также опосредует гибель эндотелиальных клеток микрососудов головного мозга, инду-
цированную олигомерами Aβ [14, c. 373]. Накопление дисфункциональных митохон-
дрий приводит к повышенному образованию активных форм кислорода и, следова-
тельно, может способствовать формированию липофусцина. В проведенном исследова-
нии было изучено изменение с возрастом уровня липофусцина, регистрируемого по ха-
рактерной флуоресценции в гомогенатах сердца у 5xFAD мышей – модели БА.   

Липофуcцин характеризуется интенcивной флуоpеcценцией в синей облаcти  
спектра пpи возбуждении в ближней УФ-облаcти. На рис. 1 представлены спектры из-
лучения гомогенатов сердца мышей при возбуждении 360 нм. Максимумом для липо-
фусциновой флуоресценции является длина волны 460 нм. 

 

 
Рисунок 1. Спектры липофусциновой флуоресценции гомогенатов сердца трансгенных 5xFAD 

(Тг) и нетрансгенных (нТг) животных разных возрастов (длина волны возбуждения 360 нм / длина 
волны излучения 460 нм). По оси абсцисс – длина волны, нм; по оси ординат – интенсивность флуо-
ресценции, отн.ед. 1 – Тг - 15 месяцев; 2 – Тг - 4 месяца; 3 – Тг -1 день; 4 – нТг - 15 месяцев; 5 – нТг - 
4 месяца; 6 – нТг - 1 день. 

 
Считается [11, c. 1], что с возрастом уровень липофусцина в кардиомиоцитах воз-

растает; в наших экспериментах у контрольных нетрансгенных животных также было 
обнаружено достоверное (p<0.001) увеличение уровня интенсивности липофусциновой 
флуоресценции в гомогенатах сердца. Так, в группе животных, возраст которых состав-
лял 15 месяцев, интенсивность липофусциновой флуоресценции составила 6,482±0,221 
отн.ед., а в группах мышей возрастом 4 месяца и 1 день: 5,501±0,183 и 4,209±0,125 
отн.ед. соответственно. 

У трансгенных мышей 5xFAD уровень липофусциновой флуоресценции в воз-
расте 15 месяцев значительно превышал уровень, наблюдаемый у нетрансгенных жи-
вотных аналогичного возраста, и составил 12,812±0,167 отн.ед. Также уровень флуо-
ресценции липофусцина у трансгенных мышей 5xFAD в возрасте 15 месяцев досто-
верно (p<0.001) превышал уровень, наблюдаемый у 4-х месячных животных 
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(11,560±0,157 отн.ед.) и был значительно больше, чем у однодневных  животных 
(6,482±0,221 отн.ед.). Известно, что у мышей 5xFAD наблюдается накопление внутри-
нейронального Aβ (1-42) к 1,5 месяцам, отложение амилоида к 2 месяцам и дефицит 
памяти к 4-месячному возрасту [15, c. 1]. Таким образом, мы показали, что чрезмерное 
образование Aβ способствует накоплению нерастворимых липофусциновых гранул в 
сердце, что может провоцировать дальнейшие нарушения функционирования тканей и 
органов. 

 
Выводы. 
Полученные результаты показали, что Aβ в мышиной модели БА способствует 

накоплению липофусцина в сердце, что способно приводить к дальнейшему развитию 
осложнений и ухудшению состояния. 

 
Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты:  
Впервые в сравнительном плане было показано изменение уровней липофусцина 

в сердце у мышей 5xFAD, модели болезни Альцгеймера, а также нетрансгенных живот-
ных в разных возрастных группах. 

 
Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 23-25-

00485. 
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ПАРАЛЛЕЛЬНОСТЬ РАЗВИТИЯ БИОЛОГИИ И ФИЗИКИ В ИСТОРИИ 
НАУКИ  
При рассмотрении истории биологии и физики можно заметить временную параллель-
ность в основных этапах их развития. Поэтому можно оспорить распространенное 
мнение, что на протяжении развития естествознания физика занимает лидирующую 
позицию. Интересно, что ранние этапы развития биологии часто предварялись соот-
ветствующими этапами развития медицины, а этапы физики – астрономии. 
Ключевые слова: биология, медицина, физика, астрономия, параллельность развития. 
 
 

 
 
 
 
 
 

PARALLEL DEVELOPMENT OF BIOLOGY AND PHYSICS IN SCIENCE HIS-
TORY 
When considering the history of biology and physics, one can see parallelism in the main 
stages of their development, up to the proximity of dates of the most important discoveries. 
Therefore, the widespread opinion that almost all the time it was physics that was the science 
leader is not entirely true. Interestingly, the early stages of biology development were often 
preceded by corresponding stages of medicine, and the stages of physics – by astronomy. 
Keywords: biology, medicine, physics, astronomy, parallel development. 

 
Введение  
Распространенным является мнение, что именно физика в течение длительного 

времени являлась лидером в развитии естествознания, и поэтому наша цивилизация 
преимущественно физико-техническая, а не биолого-медицинская. Но так ли это? Вни-
мательное рассмотрение этих двух направлений науки на всем протяжении их развития 
показывает, что это не совсем верно. В данной работе мы постарались показать, что 
развитие биологии и физики на всем протяжении истории науки шло параллельно, а 
часто и практически одновременно. 

 
Цель работы. 
Выявить и описать временную параллельность в развитии биологии и физики на 

всем протяжении истории естествознания. 
 
Материалы и методы. 
На основании данных по истории науки проводилось сравнение времени осу-

ществления важнейших этапов развития биологии и физики, а также «сателлитных» 
наук – медицины и астрономии. Поскольку очень часто схожие мысли и идеи возникали 
у нескольких исследователей одновременно, то авторы в этом случае по субъективным 
критериям выбирали, кого упомянуть в данной работе, за что они приносят свои изви-
нения читателям. То же касается и выбора самих научных работ. Упомянуть все работы, 
как и всех ученых, которые их выполняли, просто невозможно, мы постарались выбрать 
наиболее характерные и те, которые в наилучшей степени иллюстрируют предлагаемую 
концепцию.  

 

 A.F. Topunov, O.V. Kosmachevskaya 
Bach Institute of Biochemistry, Federal Research Center of Biotechnology, 

Russian Academy of Sciences 
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Полученные результаты. 
Начнем рассмотрение данного вопроса со времени античности. Правда, тогда де-

ления наук на ее различные отрасли в современном понимании не существовало и сей-
час мы делаем это задним числом, порой достаточно искусственно. Большинство уче-
ных в то время работали в разных областях знания одновременно, то есть были, как 
сейчас принято говорить, полиматами. Не редко они также занимались и философией.  

Отметим, что первые достаточно развитые теории возникали не в биологии и фи-
зике, а в медицине и астрономии, что было связано с практическими запросами людей 
того времени. Иногда это происходило и в более позднее время, о чем будет сказано 
ниже. Перечислим попарно важнейшие этапы в развитии физико-астрономического и 
биолого-медицинского блоков. 

Первые цельные концепции были созданы, как отмечалось выше, в астрономии и 
медицине. Первая модель движения небесных тел (геоцентрическая система) ― Эвдокс 
Книдский (1-я половина IV века до н.э.; первая развитая медицинская система ― «Гип-
пократовский корпус» (после 430 г. до н.э.). 

Затем следует выделить аристотелевский период (середина – конец IV века до 
н.э.). Аристотель был одним из величайших философов в истории, но, кроме того, он 
оставил труды по физике («Физика», 347-322 гг. до н.э.) и биологии («О частях живот-
ных», ~350; «История животных», ~330 гг. до н.э.), ставшие обобщением знаний на тот 
период. Поскольку эти работы были выполнены одним человеком, то вопрос об их од-
новременности не стоит. 

Ну и, наконец, в эллинистический период античности появляются обобщающие 
труды снова по «сателлитным» наукам: Клавдий Птолемей дает завершенное изложе-
ние геоцентрической системы мира («Альмагест», ~140 г. н.э.), а Гален выполняет ана-
логичную работу по медицине («О назначении частей человеческого тела», 175 г.).  

Затем центром развития науки становится мусульманский мир ― это арабо-пер-
сидский период в истории естествознания. В это время выполняются работы, которые 
на несколько веков становятся основополагающими как для «восточной», так и для «за-
падной» науки, причем снова в первую очередь в медицине и астрономии. Улугбек со-
ставляет самый точный на тот период звездный каталог («Новые Гурагановы астроно-
мические таблицы», 1444 г.), а Ибн Сина (Авиценна) ― наиболее полное описание ме-
дицинских знаний («Канон врачебной науки», ~1023 г.). Следует назвать и современ-
ника Ибн Сины – аль-Бируни, которого по охвату различных областей знания можно 
сравнить с Аристотелем. Он оставил труды практически во всех областях современной 
ему науки (~1000–1030 гг.). Владея санскритом, Бируни сделал общим достоянием и 
научные труды, выполненные до него индийскими учеными («Индия, или Книга, со-
держащая разъяснение принадлежащих индийцам учений, приемлемых разумом или 
отвергаемых», ~1030 г.). 

Затем научное лидерство снова переходит к Европе, начинается наука Нового вре-
мени, предвестница современной науки, а в XVI в. происходят события, в корне изме-
нившие естествознание. В 1543 г. одновременно выходят две книги, ознаменовавшие 
собой принципиально новые этапы в астрономии и медицине, имеющие даже схожие 
названия. Это ― «Об обращении небесных сфер» Николая Коперника и «О строении 
человеческого тела» Андрея Везалия. Первая из упомянутых книг даже дала название 
так называемой коперникианской революции в естествознании. Это действительно 
классическая научная революция, в которой прошла смена парадигмы: гелиоцентриче-
ская система мира заменила господствовавшую со времен античности геоцентриче-
скую. Одновременность выхода этих книг, вполне естественно, была замечена истори-
ками науки.  

В то же время концепции, описанные в этих книгах, не отвечали на все стоявшие 
перед наукой вопросы, что потребовало их последующей корректировки. Система Ко-
перника, хотя и передвинула центр Вселенной от Земли, сам этот центр сохранила. Те-
перь им стало Солнце. Кроме того, координаты звезд и планет не стали точнее, чем 
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раньше, что было связано с тем, что Коперник сохранил круговые орбиты у планет, 
поскольку круг по традиции считался совершенной фигурой. А у Везалия в описании 
организма отсутствовал малый круг кровообращения.  

Но уже достаточно скоро появляются работы, исправляющие отмеченные выше 
недостатки. В 1584 г. Джордано Бруно пишет о безграничности Вселенной и убирает 
центр Вселенной вообще («О бесконечности, вселенной и мирах»), а чуть раньше Ми-
гель Сервет описывает малый круг кровообращения («Восстановление христианства», 
1553 г.). К сожалению, и тот, и другой плохо кончили, оба были сожжены инквизицией. 
Тоже параллельность, но уже печальная. 

 Следует обратить внимание, что многие из упомянутых выше ученых не были 
первыми, кто высказывал подобные воззрения. Коперник не был первым, кто заявил, 
что Земля вертится вокруг Солнца, Аристарх Самосский сделал это еще в III в. до н.э. 
А арабский врач Ибн-аль-Нафиз описал малый круг кровообращения в XII в. Однако 
именно после работ ученых XVI в. эти воззрения прочно вошли в арсенал науки.  

В начале XVII в. выполняются уже вполне современные обобщающие работы 
(опять же по астрономии и медицине), использующие предыдущие достижения и ста-
новящиеся основой для развития «основных» наук ― биологии и физики. Кеплер фор-
мулирует законы, описывающие вращение планет вокруг Солнца по эллиптическим, а 
не круговым орбитам («Гармония мира», 1619; «Рудольфовы таблицы», 1627 г.), а Гар-
вей описывает анатомию сердечно-сосудистой системы, включающую малый круг кро-
вообращения («Анатомическое исследование о движении сердца и крови у животных», 
1628 г.). 

Если в этих книгах описываются объекты «глобальные» (Вселенная, организм в 
целом), то несколько позже начинается изучение уже микрообъектов, иными словами, 
происходит движение вглубь. Гассенди в 1649 г. издает «Свод философии Эпикура», 
где возрождает атомизм в период Нового Времен. Гук в 1665 г. описывает клетки, а 
Левенгук в 1676 г. ― микроорганизмы. 

И, наконец, в конце XVII – первой половине XVIII в. выходят книги, знаменую-
щие собой вершину классической науки: «Математические начала натуральной фило-
софии» Исаака Ньютона (1687 г.) и «Система природы» Карла Линнея (1735 г.). При-
рода создана Творцом, вечна и неизменна. Движение происходит по раз и навсегда за-
данным орбитам и законам, и, зная существующее положение той или иной частицы 
или планеты, можно предсказать ее поведение на века вперед. 

Однако уже в начале XIX в. появляются «эволюционные» работы, в которых об-
суждается изменение и развитие как Вселенной, так и живой природы. Это многотом-
ный труд Лапласа «Небесная механика» (1798–1825 гг.), где приводится космогониче-
ская теория, описывающая происхождение Солнечной системы, и книга Ламарка «Фи-
лософия зоологии» (1809 г.), в которой описана эволюционная теория, названная «ла-
маркизмом». Оба ученых трудились в наполеоновскую эпоху, оба были награждены 
орденом Почетного Легиона и оба преподнесли Наполеону свои труды. Именно тогда 
произошла известная история, когда Наполеон, просмотрев труд Лапласа, спросил у по-
следнего, почему там не упомянут Бог, на что Лаплас ответил исторической фразой: 
«Государь, я в этой гипотезе не нуждаюсь». 

Практически одновременно были сделаны работы, развившие упомянутые выше 
исследования, пошедшие в глубь микромира. Развитием идей Гассенди стала работа 
Дальтона «Новый курс химической философии» (1808 г.), где была сформулирована 
атомистическая теория, говорящая, что все состоит из атомов, а по следам Гука, открыв-
шего клетки, Шлейден и Шванн в 1838-1839 гг. формулируют клеточную теорию о том, 
что все организмы состоят из клеток.  

Еще более глубокое погружение в микромир в «главных» науках произошло в 
конце XIX в. В 1897 г. Джозеф Томсон сообщает об открытие первой элементарной 
частицы ― электрона, а в 1892 г. Дмитрий Ивановский описывает более мелкий, чем 
бактерии, инфекционный возбудитель ― вирусы («О двух болезнях табака»).  
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В 1900 г. и в физике, и в биологии происходят события, ознаменовавшие новую 
эпоху и составившие новую революцию, по значимости сравнимую с коперникианской. 
В этом году Макс Планк формулирует идею о квантах энергии и квантах действия, по-
казывая тем самым, что энергия квантуется. В том же году де Фриз, Корренс и Чермак 
переоткрывают законы Менделя. Сам Мендель докладывал об открытых им закономер-
ностях в 1865 г., хотя и не формулировал их как законы. С этого начинается развитие 
генетики, а гены многие называют «квантами биологии». Вот это совпадение в датах 
вплоть до года явно свидетельствует о том, что схожие идеи часто возникают одновре-
менно не только у разных ученых, но и в различных областях науки. 

Почти одновременно с этими событиями возникают идеи об изменчивости, но уже 
в несколько другом ключе. В физике показано, что атом не является стабильным объ-
ектом. Беккерель в 1896 г. открывает явление радиоактивности, а Резерфорд в 1903 г. 
формулирует закон радиоактивного распада. Аналогичные события происходят и в био-
логии. В 1899-1903 гг. Сергей Коржинский и Гуго де Фриз формулируют мутационную 
теорию, по которой наследственность организмов может меняться, причем де Фриз как 
один из переоткрывателей законов генетики уже пишет об изменчивости генов.  

В развитие идей, высказанных в 1900 г. о существовании квантов и генов, появля-
ются и обобщающие теории: квантовая механика (1925-1927 гг.) и хромосомная теория 
наследственности (1915 г.). Главные участники этих работ – Шредингер с Гейзенбергом 
и Морган получат нобелевские премии за создание квантовой механики и хромосомной 
теории, соответственно. Шредингер впоследствии окажет очень сильное влияние и на 
развитие современной биологии, хотя и не напрямую. 

Когда говорят о революции в физике начала XX в., то, наряду с открытием квантов 
Планком, обычно еще называют теорию относительности Эйнштейна, изменившую то, 
что часто называют «основаниями физики» – классическую механику и закон всемир-
ного тяготения Ньютона (специальная теория относительности была сформулирована 
Эйнштейном в 1905 г., а общая ― в 1915 г.). А можно ли что-то поставить в один ряд с 
этими работами в биологии? Несомненно, это должна быть работа, изменившая клас-
сическую биологию и ставшая родоначальницей новой эпохи в этой науке.  

Такой может быть только одна работа ― книга Чарлза Дарвина «Происхождение 
видов путем естественного отбора» (1859 г.) и связанные с ней публикации. Несмотря 
на достаточно большой интервал между работами Дарвина и Эйнштейна, их роль соот-
ветственно для биологии и физики одинаково важна. Значение работ Дарвина для био-
логии настолько велико, что все направление последовавших за ним эволюционных ис-
следований получило название дарвинизма. Конечно, Дарвин тоже не был первым, кто 
говорил об изменчивости живых организмов, можно вспомнить упомянутого выше Ла-
марка, но именно Дарвин назвал главный фактор эволюции ― естественный отбор. Зна-
чимость идей Дарвина с последующим развитием биологии только увеличивалась. Ге-
нетика и молекулярная биология дали объяснения причин дарвиновской эволюции. Му-
тационная теория стала основой для создания синтетической теории эволюции (СТЭ), 
объединившей дарвинизм с генетикой, а молекулярная биология объяснила эту теорию 
уже на молекулярном уровне. 

А затем наступила очередь исследований, в которых космогонические и эволюци-
онные теории перешли на уровень изучения возникновения самой Вселенной и жизни 
в целом. Эдвин Хаббл в 1925 г. доказывает существование других галактик, а в 1929 г. 
формулирует закон Хаббла, описывающий расширение Вселенной и приведший в даль-
нейшем к теории Большого Взрыва. В это же время Александр Опарин издает книгу 
«Происхождение жизни» (1924 г.), где формулирует первую научную теорию проис-
хождения жизни. На Западе эту теорию часто называют теорией Опарина–Холдейна, 
поскольку считается, что Джон Холдейн в 1929 г. сформулировал похожую теорию 
независимо от Опарина, хотя впоследствии и признал его приоритет. 

Примерно в это же время или чуть позже начались работы, объединившие идеи 
биологии и физики ― исследования в области радиационной генетики. В 1926 г. в 
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работе «Проблемы генетической модификации» Герман Мёллер приводит доказатель-
ства мутагенности рентгеновских лучей в экспериментах на дрозофиле, хотя впервые 
данное явление в 1925 г. описали Георгий Надсон и Григорий Филиппов в опытах на 
дрожжах. Однако до Нобелевской премии, которую Мёллер получил в 1946 г., они оба 
не дожили. А в 1935 г. Николай Тимофеев-Ресовский формулирует законы радиацион-
ной генетики. Он вводит термины: теория мишени, эффект дозы, принцип усилителя и 
достаточно точно определяет размер гена. Интересно, что все работы по генетике, ко-
торые здесь упоминались, были выполнены в то время, когда материальный носитель 
наследственности ― ДНК еще не был определен. Это схоже с исследованиями фермен-
тативной кинетики в начале XX века, когда были выяснены многие закономерности 
ферментативного катализа, но не было известно, что ферменты, это ― белки. 

Хотя развитие и биологии, и физики активно продолжалось и после, дальнейшее 
изложение хронологического параллелизма мы здесь решили не давать. Дело в том, что 
развитие этих наук с середины XX века настолько резко ускорилось и сильно специа-
лизировалось, что решить без участия профессиональных физиков, что является анало-
гом достижений современной биологии в физике, мы вряд ли сможем, хотя это, ко-
нечно, входит в наши планы. Для каких же работ в биологии хотелось бы найти анало-
гии? Это открытие того факта, что именно ДНК является носителем наследственности, 
определение структуры ДНК, выяснение механизмов биосинтеза белка, расшифровка 
генетического кода, революция 1980-х годов (открытие экзон-интронной структуры ге-
нов, рибозимов, прионов) и т.д. 

Еще один вопрос, который уместно поставить в контексте наших рассуждений. А 
нельзя подобные аналогии обнаружить и в других областях знания? На ум сразу прихо-
дит математика ― наука, тоже имеющая долгую историю, в отличие от химии ― науки 
значительно более молодой. А, может быть, и какие-то другие области человеческой 
деятельности могут быть рассмотрены с этой точки зрения? Например, по мнению му-
зыковедов, нечто подобное есть и в истории развития музыки. А почему бы и нет? Про-
стор для рассуждений и обдумываний ― есть!              

Выводы. 
При внимательном рассмотрении истории биологических и физических наук 

можно наблюдать параллелизм в основных этапах их развитии, вплоть до близости дат 
важнейших открытий. В связи с этим распространенное представление о том, что 
именно физика являлась лидером естествознания почти на всем протяжении существо-
вания науки в человеческой цивилизации является не совсем верным. Интересно, что 
основные этапы развития биологии предварялись или сопровождались соответствую-
щими этапами в развитии медицины, а этапы физики – этапами астрономии, соответ-
ственно. 

Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения: 
Наблюдается параллелизм в основных этапах развитии биологии и физики с древ-

нейших времен, вплоть до близости дат важнейших открытий;   
Многие этапы развития биологии предварялись соответствующими этапами в раз-

витии медицины, а этапы физики ― этапами астрономии, соответственно;  
Следует задуматься о возможных аналогиях и в развитии других областей знания, 

например, математики.  
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ВЛИЯНИЕ ДОНОРОВ ОКСИДА АЗОТА И НИТРОКСИЛА НА РЕАКЦИЮ МЕ-
ТИЛГЛИОКСАЛЯ С ЛИЗИНОМ И ЛИЗИН-БОГАТЫМ БЕЛКОМ − ЛЕГОГЛО-
БИНОМ 
В реакции между лизином и метилглиоксалем образуются органические свободные ра-
дикалы. S-нитрозоглутатион (GSNO) стимулирует образование свободных радикалов, 
тогда как ДНКЖ и HNO, напротив, снижают их уровень. GSNO на поздних стадиях 
реакции ингибирует образование КПГ, связанных с легоглобином. 
Ключевые слова: метилглиоксаль, лизин, легоглобин, оксид азота, S-
нитрозоглутатион, динитрозильные комплексы железа, нитроксил 
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INFLUENCE OF NITROGEN OXIDE AND NITROXIL DONORS ON THE REACTION OF 
METHYLGLYOXAL WITH LYSINE AND LYSINE-RICH PROTEIN − LEGHEMOGLOBIN 
In the reaction between lysine and methylglyoxal, organic free radicals are formed. S-nitrosoglutathi-
one (GSNO) stimulates the formation of free radicals, while DNIC and HNO, on the contrary, de-
creased their level. GSNO in the late stages of the reaction inhibits the formation of AGEs associated 
with leghemoglobin. 
Keywords: methylglyoxal, lysine, leghemoglobin, nitric oxide, S-nitrosoglutathione, dinitrosyl iron 
complexes, nitroxyl 
 

Введение  
В ситуации, когда повышается концентрация сахаров (глюкозы, дезоксиглюкозы, 

фруктозы, рибозы и триозофосфатов) и активных дикарбонильных соединений, в орга-
низмах развивается карбонильный стресс. Основное реакционоспособное дикарбо-
нильное соединение, обнаруживаемое в биологических образцах, - метилглиоксаль 
(MG). Токсичное действие MG обусловлено его способностью вступать в реакции с 
амино- и SH-группами аминокислотных остатков белков, формируя ковалентно связан-
ные конечные продукты гликирования (КПГ) [1]. Неферментативное гликирование сво-
бодных аминогрупп аминокислот и белков получило название реакции Майяра [2-4]. 

Как известно, одной из основных мишеней MG являются остатки лизина в белко-
вых молекулах [2-4]. C участием остатков лизина формируются флуоресцирующие пе-
рекрестно-сшитые КПГ (пентозидин, пентодилизин, весперлизин А, весперлизин С) [5]. 
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Основными структурами этих КПГ являются перекрестные связи метилглиоксаль-ли-
зинового димера (MOLD), которые образуются в результате реакции между двумя ли-
зиновыми остатками и двумя молекулами MG. При взаимодействиит аргинина и MG в 
реакции Мaйяра образуется флуоресцирующий аргпиримидин. Благодаря способности 
к автофлуоресценции некоторых КПГ, о процессе гликирования белка можно судить по 
увеличению интенсивности флуоресценции при определенных длинах волн [6]. Моди-
фикация остатков лизина может приводить к образованию и нефлуоресцирующих КПГ 
(карбоксиметиллизин, карбоксиэтиллизин, пирралин и андимидазолоны). 

Ранее нами было обнаружено, что доноры оксида азота (NO) S-нитрозоглутатион 
и NO2

- ингибируют накопление флуоресцирующих продуктов гликирования метгемо-
глобина (metHb) метилглиоксалем [7]. В литературе имеются данные о взаимодействии 
NO с продуктами неферментативного гликирования [8-10]. В работе [9] показано, что 
различные доноры NO (NOC18 и SNAP) ингибировали образование пентозидинов. Ин-
гибирующий эффект обусловлен молекулой NO, которая способна удалять гидроксиль-
ные и углеродсодержащие радикалы и карбонильные соединения. Еще более сильным 
антиоксидантном является нитроксил − продукт одноэлектронного восстановления и 
протонирования NO [10]. Антигикирующее действие нитроксильного аниона было 
также показано по отношению к Hb [11], цитохрому и клеткам E. coli, инкубируемыv с 
MG [12]. Поэтому мы решили исследовать влияние доноров NO и HNO на нефермента-
тивное гликирование метилглиоксалем лизина и легоглобина (Lb). 

Легоглобин – миоглобинподобный белок, присутствующий в корневых клубень-
ках бобовых растений, где он выполняет функцию буфера и переносчика кислорода к 
азотфиксирующим бактероидам [13,14]. Этот белок был выбран в качестве объекта ис-
следования потому, что он содержит большое количество остатков лизина. Анализ ами-
нокислотных последовательностей различных Lb показал, что лизины составляют при-
мерно 9% всех аминокислот молекулы белка. Следует отметить, что анализ протеома 
клубеньков фасоли (Phaseolus vulgaris) выявил, что аминокислотой, наиболее подвер-
женной гликированию и карбонилированию, является лизин [15]. 

 
Цель работы. 
Изучить действие доноров оксида азота и нитроксила на реакцию метилглиоксаля 

с лизином и легоглобином. 
 
Материалы и методы. 
S-нитрозоглутатион и S-нитрозоцистеин получали смешивая эквимолярные кон-

центрации тиолов и нитрита натрия в кислой среде. Концентрацию нитрозотиолов 
определяли спектрофотометрически по оптическому поглощению при 338 нм для 
GSNO (ε338 = 930 М-1⋅см-1) и 335 нм для СysNO (ε335 = 922 М-1⋅см-1). ДНКЖ с фосфат-
ными лигандами получали пропусканием газообразного NO в сосуде Тунберга через 
раствор FeSO4 (5,5 мМ) в 100 мМ K,Na-фосфатном буфере (рН 6,8). Для получения 
ДНКЖ, содержащих глутатион и цистеин, к фосфатным комплексам добавляли 
соответствующие тиолы в молярном соотношении 1:2,25. Концентрацию ДНКЖ рас-
считывали по интегральной интенсивности сигнала ЭПР этих комплексов, используя в 
качестве стандарта спиновую метку 4-гидрокси-TEMPO. ДНКЖ хранили при –70°С. 

Спектры ЭПР регистрировали на спектрометре E-109E "Varian" (США) при ком-
натной температуре. Для поддержания постоянного газового состава реакционную 
смесь вводили в газопроницаемый PTFE Sub-Lite-Wall капилляр (внутренний диаметр 
0,635 мм, толщина стенки 0,051 мм), который складывался вдвое и вводился в кварце-
вую трубку, открытую с обоих концов. Во время регистрации спектра через кварцевую 
трубку, помещенную в резонатор ЭПР-спектрометра, продувался газовый поток варьи-
руемого состава. В ряде экспериментов для регистрации супероксидного радикала ис-
пользовали спиновую ловушку DEPMPO (5-диэтоксифосфорил-5-метил-1-пирролин-
N-оксид). 
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Легоглобин выделяли из корневых клубеньков бобов (Vicia faba L., синоним — 
Faba bona Medik.) сорта «Русские черные». Клубеньки, отделенные от растений, зали-
вали холодным 0,1 М К-фосфатным буфером (рН 7,2), содержащим 0,2 М аскорбат 
натрия, 1% высокомолекулярный поливинилпирролидон, 50 мкM фенилметилсульфо-
нилфторид и 0,001 М MgCl2. Клубеньки растирали, после чего гомогенат фильтровали. 
Фильтрат центрифугировали для удаления из экстракта загрязнений и крупных частиц 
растительной ткани. Легоглобинсодержащую фракцию получали высаливанием белков 
супернатанта сульфатом аммония в диапазоне насыщения 40-80 %. Осадок, содержа-
щий Lb, растворяли в минимальном количестве К-фосфатного буфера и наносили на 
колонку с носителем Toyopearl HW-50 Fine. Последующую очистку Lb проводили на 
анионообменной колонке Servacel DEAE GS. Концентрацию Lb определяли, используя 
коэффициент миллимолярной экстинкции ε525 = 9,52 мМ-1см-1. 

В эксперименте по изучению влияния метаболитов оксида азота на гликирование 
Lb реакционная среда содержала 0,1 мМ окисленного Lb в 25 мМ PBS (рН 7,4), 8 мМ 
метилглиоксаля и 2 мМ метаболитов оксида азота (GSNO, ДНКЖ-PO4

-, NaNO2
-), кото-

рые вносили через 20 минут инкубации с MG. Флаконы продували азотом в течении 15 
минут. Инкубацию осуществляли при 37 °С в течение 48 часов. КПГ, связанные с Lb, 
измеряли по автофлуоресценции при длине волны возбуждения 335 нм. Измерение про-
водили на спектрофотометре Shimadzu RF-5302 PC (Япония) в 0,5 мл микрокювете при 
средней скорости сканирования, высокой чувствительности (по маркировке прибора), 
ширине щели возбуждающего света 5 нм и испускаемого света 10 нм. 

 
Полученные результаты. 
С помощью спектроскопии ЭПР установлено, что в реакции между L-лизином или 

Nα-ацетиллизином и MG образуются органические свободные радикалы (катион-ради-
кал основания Шиффа и анион-радикал метилглиоксаля). В условиях аэрации также 
продуцируется супероксидный анион радикал. Показано, что доноры NO (S-нит-
розоглутатион, S-нитрозоцистеин, PAPA NONOate) существенно увеличивают выход 
органических свободнорадикальных интермедиатов реакции Майара. Вместе с тем, 
другие метаболиты NO – нитроксильный анион и динитрозильные комплексы железа с 
тиольными лигандами (GS-ДНКЖ) снижают уровень органических свободных радика-
лов, регистрируемых ЭПР Можно предположить, что NO и S-нитрозотиолы реагируют 
с продуктами реакции Майяра, что приводит к усилению продукции свободных ради-
калов основания Шиффа и метилглиоксаля. В этой модельной системе в нитроксильный 
анион и GS-ДНКЖ выступают в качестве антиоксидантов и антигликирующих агентов. 

Также было изучено влияние метаболитов NO на образование флуоресцирующих 
КПГ в реакции легоглобина с MG. Реакция протекала в анаэробных условиях, что поз-
воляло исключить образование пероксинитрита. Добавление физиологических доноров 
оксида азота (GSNO, ДНКЖ-PO4

−, NO2
−) сказывалось на спектрах флуоресценции КПГ, 

связанных с Lb. Наименьшее влияние оказывали ДНКЖ с фосфатными лигандами 
(ДНКЖ-PO4

−), в то время как GSNO и NO2
− ингибировали формирование КПГ. Причем 

GSNO снижал интенсивность флуоресценции на 40%, а NO2
− на 25%. Деструкция гемо-

вой группы Lb в этих экспериментах не наблюдалась. 
В экспериментах c Lb антигликирующий эффект, вероятно, обусловлен действием 

NO, образующимся при распаде GSNO или восстановлении NO2
−. Следует отметить, 

что антигликирующее действие GSNO оказывает на поздней стадии реакции Майяра, 
когда формируются КПГ, в то время как на ранней стадии, когда формируются основа-
ния Шиффа, GSNO увеличивает выход органических свободных радикалов, образую-
щихся в реакции MG с L-лизином. 

Однако ДНКЖ-PO4
−, являются не только донорами NO, но и Fe2+, который, как 

известно, катализируют гликоокисление и образование КПГ [16]. Также нельзя исклю-
чить, что ДНКЖ-PO4

−, являясь донором Fe-(NO)2, участвуют в формировании 
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связанных с Lb ДНКЖ. Формирование Lb-ДНКЖ было показано в работе [17]. По-
скольку Lb не содержит цистеины, то, вероятно, лигандами ДНКЖ являются остатки 
гистидина. 

Таким образом, полученные результаты показывают, что доноры NO и нитрок-
сила влияют на ход реакций неферментативного гликирования белков. При этом может 
происходить как замедление реакции, так и изменение набора продуктов, появление 
нитро- и нитрозо-производных продуктов реакции неферментативного гликирования. 

Пока нет работ, свидетельствующих о неферментативном гликировании Lb в клу-
беньках. Ранее нам удалось выделить гликированный Lb из клеток E. coli, содержащих 
плазмиду с геном Lba сои, при выращивании их в микроаэрофильных условиях [18]. 
Модификация гликированием затрагивает не только поверхность белка, но и гемовый 
карман, что видно по изменению абсорбционных характеристик Lb, появлению ге-
мохромного типа спектров [18]. Это может быть связано с еще одной особенностью в 
строении Lb – наличием лизина в гемовом кармане. Этот лизин расположен в паре с 
глутаминовой кислотой и, возможно, участвует в формировании КПГ, образующих ше-
стую координационную связь с железом гема. 

 
Выводы. 
Метаболиты NO могут регулировать неферментативную генерацию свободных 

радикалов, возникающих в реакции метилглиоксаля с лизином, причем GSNO стиму-
лирует образование органических свободных радикалов, тогда как ДНКЖ и HNO, 
напротив, снижают их уровень. Мы полагаем, что в зависимости от образования тех или 
иных метаболитов оксида азота при карбонильном стрессе может меняться как концен-
трация свободнорадикальных интермедиатов реакции Майяра, так и количество и хи-
мический состав КПГ. В частности, NO и GSNO замедляют образование флуоресциру-
ющих КПГ легоглобина. Обнаруженные нами эффекты доноров NO и HNO могут 
наблюдаться, не только в живых системах, но и продуктах питания, в которых также 
происходят реакции неферментативного гликирования.  

 
Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: 
Доноры NO (S-нитрозоглутатион и PAPA NONOate) существенно увеличивают 

выход органических свободнорадикальных интермедиатов (катион-радикал основания 
Шиффа и анион-радикал метилглиоксаля) на ранних стадиях реакции между L-лизином 
или Nα-ацетиллизином и MG. 

Нитроксильный анион и динитрозильные комплексы железа с тиольными лиган-
дами снижают уровень органических свободных радикалов, регистрируемых ЭПР. 

GSNO на поздних стадиях реакции Майяра ингибирует образование флуоресци-
рующих КПГ в реакции легоглобина с метилглиоксалем.  
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ПРОТЕКТОРНОЕ ДЕЙСТВИЕ ГЛУТАТИОНОВЫХ ДИНИТРОЗИЛЬНЫХ 
КОМПЛЕКСОВ ЖЕЛЕЗА В ГЕМОГЛОБИН-СОДЕРЖАЩИХ СИСТЕМАХ 
Глутатионовые динитрозильные комплексы железа (GS-ДНКЖ) защищали гемоглобин 
от окислительной модификации. Они препятствовали образованию карбонильных про-
изводных, окислению триптофановых и тирозиновых остатков, деградации гемовой 
группы, а также образованию межбелковых сшивок. Также эти комплексы ингибиро-
вали лизис эритроцитов, индуцированный HOCl. 
Ключевые слова: гемоглобин, динитрозильные комплексы железа, оксид азота, перок-
синитрит, гидропероксид трет-бутила, глутатион, окислительная модификация 
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PROTECTIVE ACTION OF GLUTATHIONE DINITROSYL IRON COMPLEXES IN 
HEMOGLOBIN-CONTAINING SYSTEMS 
Glutathione dinitrosyl iron complexes (GS-DNICs) effectively protected hemoglobin from ox-
idative modification. They prevented the formation of carbonyl derivatives, oxidation of tryp-
tophan and tyrosine residues, degradation of heme group, as well as the formation of protein 
crosslinking. GS-DNICs inhibited erythrocyte lysis induced by HOCl. 
Key words: hemoglobin, erythrocytes, dinitrosyl iron complexes, nitric oxide, peroxynitrite, 
tert-butyl hydroperoxide, glutathione, oxidative modification 
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Введение 
Динитрозильные комплексы железа (ДНКЖ) являются одной из физиологических 

форм оксида азота (NO) в организме. Они осуществляют депонирование и перенос NO 
от места образования к биологическим мишеням [1-4]. Образование этих комплексов 
было зарегистрировано у животных (в том числе, у человека), растений и бактерий. 

Низкомолекулярные ДНКЖ в живых системах в качестве лигандов обычно содер-
жат цистеин и глутатион [3, 4]. ДНКЖ с глутатионовыми лигандами (GS-ДНКЖ) обра-
зуются в организме человека в качестве стабильных доноров NO. GS-ДНКЖ всегда су-
ществуют в равновесии с белок-связанными ДНКЖ, которые, как правило, формиру-
ются при участии белковых тиолов. GS-ДНКЖ обладают широким спектром биологи-
ческих активностей. Они оказывают гипотензивное и сосудорасширяющее действие, 
уменьшают зону инфаркта в изолированном сердце, ингибируют агрегацию тромбоци-
тов, ускоряют заживление кожных ран, подавляют эндометриоз и апоптоз в культиви-
руемых клетках животных. 

Ранее нами было показано, что помимо участия в метаболизме NO, ДНКЖ могут 
функционировать как антиоксиданты. В частности, антиоксидантное действие GS-
ДНКЖ было продемонстрировано по отношению к гемоглобину (Hb) и миоглобину [5-
7]. ДНКЖ защищали входящие в их состав тиоловые группы белков от окисления [5, 
6], восстанавливали оксоферрильную форму Hb до нетоксичной метформы [7]. 

Поскольку в эритроцитах иметься пул лабильного железа и много глутатиона, то 
высока вероятность образование ДНКЖ, связанных с SH-группой глутатиона и Cys-93β 
гемоглобина [5, 6]. Как известно, эритроциты часто подвержены действию окислите-
лей, продуцируемых как внутри клетки, так и вне, клетками иммунной системы. 

 
Цель работы. 
Целью работы было изучение влияния ДНКЖ с глутатионовыми лигандами на 

окислительную модификацию гемоглобина и эритроцитов. 
 
Материалы и методы. 
ДНКЖ с фосфатными лигандами синтезировали в сосуде Тунберга, пропуская га-

зообразный NO через смесь, содержащую FeSO4 и 100 мМ Na,K-фосфатный буфер (рН 
6,8) в качестве источника фосфатного лиганда. GS-ДНКЖ получали добавлением вос-
становленного глутатиона (GSH) к менее стабильным ДНКЖ с фосфатом в молярном 
соотношении 2 : 1. Препараты ДНКЖ хранили при температуре жидкого азота. 

Способность GS-ДНКЖ перехватывать пероксинитрит изучали в реакции окисле-
ния дигидрородамина пероксинитритом, образующимся при распаде 3-морфолиносин-
донимина (SIN-1). При окислении дигидрородамина образуется родамин с максимумом 
поглощения при 500 нм. Количественную оценку карбонильных производных Hb про-
водили по методу [8], суть которого заключается в формировании ковалентных аддук-
тов с 2,4-динитрофенилгидразином (2,4-ДНФГ), которые регистрируются спектрофото-
метрически. Концентрацию гема в растворе Hb определяли с помощью пиридиге-
мохромного метода [9]. Состояние остатков триптофана и тирозина изучали с помощью 
флуоресцентной спектроскопии. Для селективного возбуждения автофлуоресценции 
триптофана использовали длину волны 295 нм. Флуоресценцию регистрировали при 
330 нм. Спектрофотометрическую детекцию 3,3'-дитирозинов осуществляли при длине 
волны возбуждения 325 нм и испускания 400 нм. Появление оксоферрил-формы Hb 
(Hb-FeIV=O) определяли по снижению оптического поглощения при 630 нм и возраста-
нию при 530 и 560 нм. SDS-электрофорез проводили в блоках 12% ПААГ размером 
15×15×1 мм.  

Эритроциты человека выделяли из донорской крови, стабилизированной цитра-
том натрия, и промывали двукратным центрифугированием при 350 g в Na,K-фосфат-
ный буфере, содержащем 10 мМ Na2HPO4/KH2PO4, 137 мМ NaCl и 2,7 мМ KCl (pH 7,4). 
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За лизисом эритроцитов следили по изменению оптической плотности суспензий при 
670 нм. Лизис инициировали добавлением к суспензиям эритроцитов 0,1–1 мМ HOCl 
или Н2О2, после их 2-минутной преинкубации с миелопероксидазой (50 нМ). Спектры 
электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) регистрировали при 25°С на ЭПР-спек-
трометре X-диапазона E-109E (Varian, США). 

 
Полученные результаты. 
ДНКЖ, содержащие фосфатные ионы (ДНКЖ-PO4

−) и глутатион (GS-ДНКЖ) в 
качестве лигандов, в равной степени ингибировали восстановление дигидрородамина 
пероксинитритом, образуемым в ходе декомпозиции SIN-1. GS-ДНКЖ и ДНКЖ, свя-
занные с Hb (Hb-ДНКЖ), оказывали выраженное ингибирующее действие на окисли-
тельную модификацию Hb пероксинитритом. Hb-ДНКЖ защищали белок в широком 
диапазоне концентраций ONOO¯ (от 0,38 до 4,20 мМ). При концентрации ONOO− 1 мМ 
карбонильных производных в случае Hb-ДНКЖ было на 80% меньше, чем в белке, со-
держащем свободные SH-группы. Еще более выраженное защитное действие на белок 
оказывали GS-ДНКЖ. Зависимость образования карбонильных производных от кон-
центрации окислителя, в присутствии ДНКЖ имела двухфазный характер: при низких 
концентрациях ONOO− образование карбонильных производных происходило мед-
ленно, начиная с концентрации 1,6 мМ – интенсивно. Вероятно, этот эффект связан с 
высвобождением из распавшихся ДНКЖ железа, которое участвует в генерации сво-
бодных радикалов в ходе реакции Фентона. С помощью спектроскопии ЭПР было по-
казано, что при концентрации ONOO− 1,6 мМ большая доля комплексов распадается. 

ДНКЖ, как связанные с белком, так и низкомолекулярные, препятствовали разру-
шению гемовой группы Hb. В контрольных образцах доля разрушенного гема находи-
лась в прямой зависимости от концентрации окислителя. При концентрации ONOO− 4,2 
мМ разрушалось 50% гемов, в то время как в присутствии ДНКЖ − только 25%. 

Разрыву порфиринового кольца предшествует стадия образования оксоферрил-
формы гемоглобина (Hb-FeIV=O). В образовании оксоферрилHb ключевую роль играет 
гемовое железо, катализирующее разрыв O-O связи в комплексе Hb-FeIII-ONOO− [10]. 

Защитное действие ДНКЖ можно объяснить несколькими возможными механиз-
мами. Во-первых, ДНКЖ выступают донорами NO, который может вступать в реакцию 
с Hb-FeIV=O с образованием комплекса Hb-FeIII-ONO, распадающегося далее до нит-
рита и ферри-формы Hb [11]: Hb-FeIV=O + NO → Hb-FeIII-ONO → Hb-FeIII + NO2. В 
работе [7] нами был предложен аналогичный механизм для взаимодействия ДНКЖ-GS 
с Hb-FeIV=O: 

Hb-FeIV=O + (GS−)2–Fe+–(NO+)2 → Hb-FeIII + (GS−)2– Fe2+–(NO+)ONO. 
Интермедиат Hb-FeIII-ONO в присутствии низкомолекулярных тиолов вновь вос-

станавливается до ДНКЖ. Таким образом, ДНКЖ выступают как катализаторы восста-
новления оксоферрилгема тиолами. Во-вторых, включение ионов железа, высвободив-
шихся при распаде гема, в состав ДНКЖ, препятствует их участию в катализе гомоли-
тического расщепления пероксинитрита с образованием свободнорадикальных продук-
тов. В-третьих, ДНКЖ могут непосредственно взаимодействовать с органическими сво-
бодными радикалами [7]. Это сопровождается необратимой деструкцией комплексов и 
образованию интермедиатов − нитроорганических соединений. 

Оксоферрильная форма гема является очень сильным окислителем, модифициру-
ющим белковую цепь гемопротеидов [12]. Поэтому было проведено спектрофлуори-
метрическое исследование окисления тирозиновых и триптофановых остатков перок-
синитритом. В контрольном варианте и в Hb-ДНКЖ с увеличением концентрации 
ONOO− возрастала флуоресценция при 400 нм, что свидетельствует об образовании 
3,3'-дитирозина. Однако начиная с концентрации 1,6 мМ происходило снижение флуо-
ресценции Hb-ДНКЖ, что может быть связано с образованием 3-нитротирозина. В экс-
периментах с GS-ДНКЖ результаты были другими. Флуоресценция возрастала только 
начиная с 1,6 мМ ONOO−. Этот лаг-период в окислении тирозиновых остатков можно 
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объяснить действием в образцах GS-ДНКЖ примесного глутатиона, который является 
эффективным перехватчиком NO2

• (k = 5,3 × 106 М-1с-1) [12]. К тому же глутатион может 
непосредственно восстанавливать пероксинитрит по двухэлектроному механизму. 

Мишенью атаки ONOO− в Hb являются остатки триптофана [13]. В контрольном 
варианте интенсивность флуоресценции при 327 нм линейно уменьшалась, что свиде-
тельствует об окислении/нитровании триптофановых остатков. В Hb-ДНКЖ при низ-
ких концентрациях окислителя флуоресценция возрастала и только начиная с концен-
трации 1,6 мМ начинала снижаться. 

Восстановление феррильного интермедиата в результате реакции с близкораспо-
ложенными аминокислотами может привести к образованию радикалов аминокислот-
ных остатков, которые способствуют возникновению межмолекулярных поперечных 
связей и формированию агрегатов белка [10]. Образование агрегатов белка под дей-
ствием ONOO− регистрировали с помощью SDS электрофореза в ПААГ. В контрольном 
варианте во всем диапазоне концентраций ONOO¯ происходило дозозависимое образо-
вание димеров и высокомолекулярных агрегатов Hb. В случае, если SH-группы были 
включены как лиганды в ДНКЖ, агрегация белка наблюдалась только при концентра-
ции ONOO− 2,6 мМ и 4,2 мМ и в меньшей степени, чем в контрольном образце. В экс-
перименте с GS-ДНКЖ степень сшивания белка была практически такой же, как в Hb-
ДНКЖ. 

Эритроциты человека широко используются в качестве модели для изучения об-
щих механизмов повреждения клеток в условиях фагоцитарно-индуцированного окис-
лительного стресса. Протекторное действие GS-ДНКЖ исследовали на отмытых эрит-
роцитах человека, выделенных из донорской крови. Лизис эритроцитов вызывали либо 
обработкой суспензии эритроцитов HOCl, либо добавлением к суспензии эритроцитов 
миелопероксидазы, синтезирующей HOCl, в присутствии ее субстратов H2O2 и хлорида. 
После обработки эритроцитов GS-ДНКЖ их устойчивость к HOCl значительно возрас-
тала, в то время как скорость индуцированного HOCl лизиса снижалась с увеличением 
концентрации GS-ДНКЖ, что приводило к полному ингибированию лизиса при 50 мкМ 
комплексов. При 2,5 мкМ GS-ДНКЖ (что соответствует 5 мкМ GSH) скорость лизиса 
эритроцитов, индуцированного HOCl, снижалась более чем в 20 раз. Миелопероксидаза 
также индуцировала лизис эритроцитов. Добавление 0,5 мкМ GS-ДНКЖ в инкубацион-
ную среду ингибировало этот процесс, а при 2,5 мкМ ДНКЖ практически полностью 
его предотвращало. Эти данные свидетельствуют о том, что GS-ДНКЖ в условиях мо-
делируемого окислительно-галогенирующего стресса проявляют выраженный цито-
протекторный эффект. 

Одной из наиболее частых причин повреждения эритроцитов гипогалогеновыми 
кислотами является активация свободнорадикального перекисного окисления липидов. 
Ранее было установлено, что при взаимодействии HOCl с органическими гидроперок-
сидами (трет-бутилгидропероксид, гидропероксид линолевой кислоты) образуются 
алкилпероксильные и алкоксильные радикалы [14]. 

В результате взаимодействия спиновой ловушки DEPMPO со свободнорадикаль-
ными интермедиатами реакции t-BOOH с HOCl образовывались аддукты, которые де-
тектировали с помощью ЭПР-спектроскопии. Добавление GS-ДНКЖ в реакционную 
среду приводило к исчезновению спиновых аддуктов DEPMPO, причем антирадикаль-
ное действие GS-ДНКЖ было значительно более выраженным, чем в случае свободного 
GSH. Этот эффект можно объяснить взаимодействием алкилпероксильных и ал-
коксильных радикалов с оксидом азота, образующимся из ДНКЖ:  

ROO• + NO• → ROONO → RO• + NO2
• 

RO• + NO• → RNO2 
RO• + NO2

• → RONO2 
Эти диффузно-контролируемые реакции (константа скорости k = 1-3×109 M-1 s-1) 

приводят к полному ингибированию цепных реакций свободнорадикального окисления 
[15]. 
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Выводы. 
ДНКЖ, как связанные с гемоглобином, так и низкомолекулярные (GS-ДНКЖ) эф-

фективно защищают гемоглобин от окислительных модификаций, вызванных перокси-
нитритом и гидропероксидом трет-бутила. GS-ДНКЖ в условиях моделируемого 
окислительно-галогенирующего стресса проявляют выраженный цитопротекторный 
эффект.  

Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: 
Низкомолекулярные и связанные с белком ДНКЖ снижают выход свободноради-

кальных продуктов в реакции с пероксинитритом. При этом пероксинитрит дозозави-
симо разрушает ДНКЖ, связанные с гемоглобином (Hb-ДНКЖ). 

ДНКЖ защищают гемоглобин от окислительной модификации: препятствуют об-
разованию карбонильных производных, окислению триптофановых остатков, деграда-
ции гемовой группы, образованию межбелковых сшивок. 

Обнаруженные эффекты могут быть связаны с восстановлением и нитрозилиро-
ванием оксоферрильной формы гема, а также со способностью трансформировать пе-
роксинитрит в нерадикальные продукты. 

ДНКЖ-GS в микромолярных концентрациях эффективно ингибируют лизис эрит-
роцитов, индуцированный HOCl, а также удаляют алкоксильные и алкилпероксильные 
радикалы, образующиеся в реакции HOCl с гидропероксидом трет-бутила. 
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ФОТОБИОМОДУЛЯЦИЯ ХОНДРОЦИТОВ: СОПРЯЖЕННАЯ С ЦИТОГЛОБИ-
НОМ СИГНАЛЬНАЯ СЕТЬ 
Сравнение фотобиомодуляции (лазер, 670 или 1560нм) синтеза коллагена ходроцитами 
выявило участие цитоглобина в восприятии лазерного сигнала. Предполагается, что 
сигнальная сеть запускается за счет лазерной индукции сопряжения цитоглобина с 2-
оксоглутаратзависимыми диоксигеназами: пролилгидроксилазным доменом HIF, деме-
тилазами гистонов и пролилгидроксилазой коллагена.   
Ключевые слова: фотобиомодуляция, хондроциты, цитоглобин, сигнальная сеть, про-
лилгидроксилаза коллагена, 2-оксоглутаратзависимые диоксигеназы. 
 
 

 O.I. Baum, A.K. Dmitriev, O.A.Tiflova  
FRC "Crystallography and Photonics” Russian Academy of Sciences 

 
PHOTOBIOMODULATION OF CHONDROCYTES: GLOBINCOUPLED SIGNAL 
NETWORK                
The comparison between the photobiomodulation (laser, 670 or 1560nm) of collagen synthesis 
by chondrocytes revealed the participation of cytoglobin in the reception of laser signal. It is 
assumed that signal network has been triggered via laser induced coupling of cytoglobin with 
2-oxoglutarate-dependent dioxygenases: prolyl hydroxylase domain of HIF, histone demethyl-
ases and prolyl-hydroxylase of collagen.  
  
Keywords: photobiomodulation, chondrocytes, signal network, cytoglobin, prolyl hydroxylase 
of collagen, 2-oxoglutarate-dependent dioxygenases. 

 
 

Введение.  
Цитоглобин, один из белков семейства глобинов, активно экспрессируется в усло-

виях гипоксии [1-3].  Известно, что при физиологической гипоксии хондроцитов авас-
кулярной хрящевой ткани [4] цитоглобин способен осуществлять доставку кислорода к 
диоксигеназам, участвующим в синтезе коллагена [5], регулируя, таким образом, синтез 
внеклеточного матрикса [6]. Спектральные характеристики цитоглобина [7] позволяют 
предположить возможность его участия в фотобиомодуляции хондроцитов [8], находя-
щей все большее применение в терапии остеоартрита [9]. Ранее нами показана возмож-
ность лазерной индукции сигнальной сети сопряженной с цитоглобином при фотобио-
модуляции модельной опухоли [10]. Диагностика таких сетей может стать перспектив-
ным подходом к выбору параметров лазерного излучения для эффективного и безопас-
ного применения фотобиомодуляции в терапии социально значимых заболеваний. 

 
Цель работы. 
Целью настоящей работы является диагностика лазерно-индуцируемой, сопря-

женной с цитоглобином фотобиомодуляционной сети в ходроцитах с помощью лазер-
ного излучения с длинами волн, лежащими в полосах поглощения глобинов, а также 
других гемсодержащих белков. 

 
Материалы и методы. 
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В экспериментах использовали хонроциты человека из назального хряща, остав-
шегося после стандартного хирургического вмешательства [7]. За день до эксперимента 
клеточная культура 0-го пассажа была рассажена в два 96-луночных планшета в плот-
ности 2,5*104кл/лунка (в каждом по 30 лунок). На следующий день клетки подвергались 
лазерному воздействию. Непосредственно перед обработкой в планшетах сливали ро-
стовую среду и добавляли в каждую лунку по 36 мкл ростовой среды, чтобы уровень 
жидкости в лунке составлял 1 мм. Сначала обрабатывалась половина одного планшета, 
затем половина другого, потом оставшиеся лунки. Обработка половины лунок каждого 
планшета составляла ~ 30 минут.  

Лазерное воздействие на клеточные культуры осуществляли с помощью эрбие-
вого волоконного лазера с длиной волны 1560 нм (IPG Photonics, USA) или диодного 
лазера с длиной волны 670нм («Мустанг», РФ). Плотность мощности составляла 0,3 
Вт/см2, время экспозиции 60 с. 

После окончания воздействия к клеткам добавлялось по 164 мкл ростовой среды 
и один планшет ставился в инкубатор со стандартными условиями нормоксии (37˚С, 
5% СО2, 20% О2), а второй в инкубатор с пониженным содержанием кислорода, в усло-
вия гипоксии (37˚С, 5% СО2, 5% О2). Клетки культивировались в течение двух недель. 
Каждый день производилась смена ростовой среды. Через 14 дней инкубации синтети-
ческая активность культуры клеток хондроцитов определялась иммунофлуоресцент-
ным методом с помощью антител к коллагену II типа. Каждая точка является средней 
из, по крайней мере, двух экспериментов. Интенсивность флуоресценции в контроль-
ных (необлученных, инкубированных в условиях гипоксии) образцах, нормализованная 
на число клеток, оцениваемое по уровню ДНК измеряемому иммунофлуоресцентным 
методом, составляла 0,42 ± 0,06 у. е. В таблице представлены данные, отражающие от-
ношение количества коллагена II типа, накопленного в опытных образцах к таковому в 
контрольных (необлученных, инкубированных в условиях гипоксии) образцах. 

 
Полученные результаты. 
Дизайн наших экспериментов заключался в облучении культуры клеток нулевого 

пассажа низкоинтенсивным лазерным излучением в течение 60с. В дальнейшем об-
разцы делились на две серии, одна инкубировалась в условиях гипоксии, а другая в 
условиях нормоксии в течение 14 дней (Таблица) 

 
Таблица. Влияние низкоинтенсивного лазерного излучения на накопление коллагена II типа 

хондроцитами человека нулевого пассажа 
 

Условия культиви-
рования после облу-

чения 

 
Контроль 

 
670нм 

 
1560нм 

гипоксия 1 0,97 ±   0,2 1,52 ± 0,2 
нормоксия 0,79 ± 0,1 0,73 ± 0,3 1, 09 ± 0,2 

 
Результаты экспериментов показали, что уровень накопления коллагена II типа в 

контрольных (необлученных) образцах, инкубированных в условиях нормоксии, сни-
жен на 20-30% по сравнению с показателями контрольных образцов, инкубированных 
в условиях гипоксии. Облучение монослоя хондроцитов красным лазерным излучением 
с длиной волны 670нм не приводит в наших условиях к изменению показателей по срав-
нению с контролем во всех вариантах эксперимента. После облучения монослоя хон-
дроцитов ближним инфракрасным излучением с длиной волны 1560нм наблюдается су-
щественная стимуляция синтеза хондроцитспецифичного коллагена. Уровень накопле-
ния коллагена в облученных таким излучением образцах, инкубированных затем в 
условиях гипоксии, превышает соответствующие контрольные показатели на 50-60%. 
Если после облучения ближним инфракрасным излучение хондроциты инкубировались 
в условиях нормоксии, уровень коллагена в них приближался к таковому для контроль-
ных хондроцитов, стимулированным гипоксией. Выявленная в наших экспериментах 
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существенная фотбиомодуляция синтеза коллагена II типа хондроцитами под дей-
ствием низкоинтенсивного лазерного излучения с длиной волны 1560нм, лежащего в 
полосе поглощения глобинов [7], позволяет предположить участие цитоглобина в вос-
приятии и процессинге лазерного сигнала. После короткого, длительностью 60секунд, 
лазерного сигнала эффект стимуляции накопления коллагена сохраняется в течение, по 
крайней мере, 14 дней (Таблица), что указывает на лазерную индукцию сигнальной 
сети, которая, по-видимому, может быть сопряжена с цитоглобином. 

Цитоглобин, как известно, способен интенсифицировать синтез коллагена, обес-
печивая доставку кислорода к 2-оксоглутаратзависимой диоксигеназе – пролилгидрок-
силазе коллагена [5]. Можно предположить, что митохондриальная цитохромоксидаза, 
регулирующая в клетках уровень 2-оксоглутарата [11], также может быть компонентом 
узла лазерно-индуцируемой сигнальной сети. Однако, сравнение фотобиомодуляции 
синтеза коллагена под действием ближнего ИК излучения с длиной волны 1560нм, по-
глощаемого глобинами и красного излучения с длиной волны 670нм, лежащего в поло-
сах поглощения большинства гемсодержащих белков, в том числе митохондриальной 
цитохромоксидазы [7], показало неэффективность красного света в наших условиях 
(Таблица). В наших экспериментах подготовленный к облучению монослой клеток 
находится в условиях физиологической гипоксии, о чем свидетельствует слабое отли-
чие показателей для контрольных (необлученных) образцов, культивируемых в даль-
нейшем в условиях нормоксии или гипоксии (Таблица). Известно, что в таких хондро-
цитах, сформировавшихся в гипоскических условиях аваскулярной хрящевой ткани, на 
момент облучения практически отсутствуют митохондрии и, соответственно, цитохро-
моксидаза– акцептор красного света [12]. Можно также предположить, что выявленная 
в наших экспериментах функциональной митохондриальная недостаточность может 
быть обусловлена, в том числе, происхождением нашей первичной культуры хондро-
цитов из патологического хряща [13].  

По всей видимости, в наших условиях незначительного вклада цитохромоксидазы 
в лазерную индукцию синтеза коллагена, геннометаболическая сигнальная сеть мажет 
формироваться за счет пересечения цепей передачи сигнала рецептора – цитоглобина, 
сопряженного с несколькими 2-оксоглутаратзависимыми диоксигеназами. На рисунке 
представлен лазерно-индуцируемый фрагмент сигнальной сети, обеспечивающей фо-
тобиомодуляцию формирования внеклеточного матрикса (Рис1.). 

 

Рис.1 
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 Одним из первичных этапов фотобиомодуляции может быть лазерная индукция 
перехода цитоглобина, поглощающего красное и ближнее инфракрасное излучение в 
окисленном состоянии, в восстановленную форму, способную взаимодействовать с 
кислородом [10]. Фотоиндуцированная доставка кислорода к 2-оксоглутаратзависимым 
диоксигеназам, а также пролилгидроксилазному домену HIF [2] способна запускать 
цепи передачи лазерного сигнала, образующие узел на уровне пролилгидроксилазы 
коллагена. 

Допускаемая в рамках нашей гипотезы, возможность облегчения для фотоактиви-
рованного цитоглобина  

преодоления ядерной мембраны [10] позволяет подключаться к этому узлу также 
и 2-оксоглутаратзависимым деметилазам, играющих важную роль в гомеостазе хряще-
вой ткани [14]. Результаты наших экспериментов указывают также на возможность за-
мещения с помощью фотобиомодуляции хондроцитов (Таблица) стандартного способа 
активации синтеза внеклеточного матрикса, через факторы индуцируемые гипоксией 
(Рис.). Такой подход может быть востребован в тканевой инженерии [8]. 

 
Выводы. 
Эффективность лазерной фотобиомодуляции зависит от соответствия параметров 

лазерного излучения набору рецепторов, присутствующих в клетках в данных конкрет-
ных условиях метаболизма. 

Поглощаемое цитоглобином излучение стимулирует синтез коллагена II типа хон-
дроцитами при пострадиационной инкубации, как в условиях гипоксии, так и нор-
моксии, что важно при фотобиомодуляции 3D культур. 

Устойчивость эффекта в течение, по крайней мере, двух недель после минутного 
лазерного сигнала обусловлена лазерной индукцией сопряженной с цитоглобином ин-
формационной сети. 

 
Заключение Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие 

положения и результаты: впервые построена сигнальная генно-метаболическая сеть, 
управляющая синтезом компонентов внеклеточного матрикса хондроцитами, запускае-
мая за счет лазерной индукции сопряжения цитоглобина с 2-оксоглутаратзависимыми 
диоксигеназами: пролилгидроксилазным доменом HIF, деметилазами гистонов и про-
лилгидроксилазой коллагена. 
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ТКАНЕСПЕЦИФИЧНОСТЬ ЛИПИДНОГО СОСТАВА ЭНДЕМИЧНОГО ВИДА 
РЫБ АНТАРКТИЧЕСКОЙ СЕРЕБРЯНКИ PLEURAGRAMMA ANTARCTICUM  
В статье представлены данные по липидному составу некоторых органов и тканей 
Pleuragramma antarcticum из Антарктического пролива (атлантический сектор Ан-
тарктики). Обсуждаются полученные результаты по тканеспецифичности липидов и 
биохимическим адаптациям на уровне липидов у этого вида рыб, которые способ-
ствуют устойчивости организма к воздействию экстремальных факторов среды. 
Ключевые слова: липиды, антарктическая серебрянка, Pleuragramma antarcticum, био-
химические адаптации, стресс, Антарктида. 
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TISSUE SPECIFICITY OF THE LIPID CONTENT OF THE ENDEMIC FISH SPE-
CIES ANTARCTIC SILVERFISH PLEURAGRAMMA ANTARCTICUM 
The paper presents data on the lipid content of certain organs and tissues of Pleuragramma 
antarcticum from the Antarctic Strait (Atlantic sector of Antarctica). The obtained results on 
the tissue specificity of lipids and biochemical adaptations at the lipid level in this fish species, 
which contribute to the tolerance of the organism to influence of the extreme environmental 
factors of Antarctic ecosystems, are discussed. 
Key words: lipids, Antarctic silverfish, Pleuragramma antarcticum, biochemical adaptations, 
stress, Antarctica. 

 
Введение  
Устойчивость и чувствительность организма к обитанию в экстремальных усло-

виях, в том числе в условиях стресса, обеспечивается особенностями метаболизма. 
Накопление липидов и поддержание определенного баланса в соотношении их струк-
турных и запасных классов, а также жирнокислотных компонентов является необходи-
мым условием нормального роста, развития и функционирования водных организмов в 
экстремальных условиях, в том числе при низких температурах низкоширотных регио-
нов.  

Антарктическая серебрянка Pleuragramma antarcticum (Boulenger 1902) является 
представителем рыб из семейства Нототениевые, 97% которых являются эндемиками 
Южного океана (Антарктида) (Andriashev, 1965). Липиды во многом определяют 
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способность серебрянки успешно адаптироваться в условиях низких температур (при 
температуре около -1,9°С) в пелагиали и занимать доминирующее положение, как по 
численности, так и по биомассе в шельфовой зоне антарктических морей (DeWitt, 1970). 
Они играют важную роль в организме серебрянки не только для поддержания плавуче-
сти рыбы, но могут быть источниками энергии (Hagen, Kattner, 2017). Липидный состав 
антарктической серебрянки в период эмбрионального и особенно раннего постэмбрио-
нального развития хорошо изучен (Hagen, Kattner, 2017; Giraldo et al., 2013; Mayzaud et 
al., 2011). Накопление липидов в организме серебрянки происходит в процессе длитель-
ного раннего постэмбрионального развития (7–9 лет) (Faleyeva, 1990; Hagen, Kattner, 
2017), достигая максимального содержания у взрослых особей (30–57% сухой массы) 
(Faleyeva, 1990; Hagen, Kattner, 2017). Имеются лишь отдельные исследования содер-
жания некоторых классов липидов в органах и тканях, в основном в мышцах и печени, 
у взрослых нототениевых рыб, большинство из которых представлены в сравнительном 
аспекте с другими видами антарктических рыб (Phleger et al., 1999; Hagen et al., 2000; 
Kamler et al., 2001).  

Цель данной работы – исследовать тканеспецифичность содержания липидов раз-
ных классов в ключевых функциональных органах тела – мозг, сердце, печень, жабры, 
мышцы, желчный пузырь и половые железы (гонады), и оценить их роль в биохимиче-
ских адаптациях у антарктической серебрянки Pleuragramma antarcticum, обитающей в 
Антарктическом проливе Атлантического сектора Антарктики. 

 
Материалы и методы 
Сбор материала для исследования производился в ходе научной экспедиции на 

НИС «Академик Мстислав Келдыш» в январе 2022 г. Взрослые особи (половозрелые 
самки) антарктической серебрянки, Pleuragramma antarcticum (n=4) были выловлены в 
Антарктическом проливе (атлантический сектор Антарктики), отделяющем острова 
арх. Жуанвиль от северо-восточной части Антарктического полуострова (63°28,6' ю.ш.; 
56°31,2' з.д.), с использованием разноглубинного трала Айзекса-Кидда в модификации 
Самышева и Асеева (Kobyliansky et al., 2010). Глубина вылова соответствовала глубине 
обитания (от 300 до 500 м) данного вида рыб (Parker et al., 2015). Видовая идентифика-
ция проводилась согласно работе (Gon, Heemstra, 1990). Перед вскрытием рыб измеряли 
их стандартную длину (15,43±0,48 см; диапазон 14,1–16,4 см) и массу (40,95±2,81 г; 
диапазон 36,1–48,9 г). Образцы органов и тканей (мышцы, печень, сердце, гонады, го-
ловной мозг, жабры и желчный пузырь) фиксировали при -80оС в морозильной камере 
Eppendorf CryoCube (Эппендорф, Великобритания). Для анализа отбирали белые 
мышцы из задней дорсальной части тела, мозг и сердце фиксировали целиком.  

Общие липиды экстрагировали смесью хлороформ/метанол (2:1 по объему) по ме-
тоду Folch et al. (1957) с использованием роторного испарителя Hei-VAP Advantage 
ML/G3 (Heidolph Instruments, Германия). Оценку липидного профиля проводили по со-
держанию общих липидов (ОЛ) и их отдельных классов (структурных липидов – фос-
фолипидов (ФЛ), холестерина (ХС), энергетических липидов – триацилглицеринов 
(ТАГ), эфиров холестерина (ЭХС) и восков, а также по содержанию моноацилглицери-
нов (МАГ), диацилглицеринов (ДАГ) и неэстерифицированных жирных кислот 
(НЭЖК). Для анализа использовали комплекс для высокоэффективной тонкослойной 
хроматографии CAMAG (Швейцария) с применением пластин HPTLC Silica gel 60 F254 
Premium Purity plates (Merck, Германия). Описание аналитических процедур представ-
лены ранее в наших работах (Воронин и др., 2021). Биохимический анализ выполнен в 
лаборатории экологической биохимии с использованием оборудования Центра коллек-
тивного пользования Карельского научного центра РАН. Статистическая обработка ре-
зультатов проводилась в открытой среде программирования «R» с использованием ба-
зовых пакетов. Достоверность различий по содержанию липидов в разных органах/тка-
нях анализировали с помощью непараметрического критерия Уилкоксона-Манна-
Уитни. 
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Результаты и обсуждение  
Наибольшее содержание ОЛ установлено в печени (62,32% сухой массы) и мыш-

цах (56,61%) взрослых особей антарктической серебрянки в основном за счет запасных 
липидов - ТАГ. Содержание ОЛ в других органах варьировало от 19 до 30%. Наиболее 
высокое содержание ТАГ показано в мышцах (36,86% сухой массы), тогда как в других 
органах их содержание не превышало 8% за исключением печени (18%) и жабр (11%). 
Известно, что Pleuragramma antarcticum имеет адаптивные образования в виде подкож-
ных (0,2–1,5 мм) и крупных межмышечных (диаметром 0,5–3,0 мм) липидных мешков 
уникального строения, стенка которых состоит из нескольких белых адипоцитов, рас-
положенных вокруг крупной липидной капли (Eastman, DeVries, 1989). ТАГ являются 
доминирующим классом липидов этих образований (Hagen, Kattner, 2017). Следует от-
метить, что ТАГ были основным по количественному содержанию липидным классом 
во всех исследованных тканях (тушка (мышцы), внутренности, нейрокраниум мозга, 
центры позвонков) у антарктических нототениевых рыб Trematomus spp., выловленных 
в восточной части Антарктики (Phleger et al., 1999) и у других представителей нототе-
ноидных антарктических рыб (Hagen et al., 2000).  

ЭХС, как другой класс запасных липидов, у антарктической серебрянки домини-
ровал по количественному содержанию в головном мозге (8,08% сухой массы), сердце 
(7,93%) и желчном пузыре (8,54%). ЭХС и ТАГ преобладали в гонадах серебрянки, а их 
уровень был сходным (5,58% vs 5.22%). ЭХС, наряду с ТАГ, являются важным источ-
ником энергии в организме, при этом его структурные элементы могут использоваться 
для синтеза биологически активных веществ в клетке (Nelson, Cox, 2008). 

В печени антарктической серебрянки кроме более высокого содержания ТАГ 
также отмечено преобладание их промежуточных продуктов метаболизма – МАГ 
(1,46%) и ДАГ (6,44%), а также НЭЖК (15,47%) и восков (5,99%), по сравнению с дру-
гими тканями, что отражает функциональное значение этого органа в метаболизме ли-
пидов в организме рыб. Содержание НЭЖК в других тканях не превышало 5,3%. Уста-
новлено, что содержание структурных липидов, а именно ХС в печени было в 2 раза 
выше (5,21%), чем в других тканях органов (от 1,63 до 2,47% сухой массы). При этом 
уровень ФЛ составлял - 4,83%, а в мышцах - 4,18%, тогда как в других органах он был 
не выше 2,5%. Значение соотношения ХС/ФЛ в разных органах достоверно не отлича-
лось (0,57-1,35), за исключением мозга (1,63). Это может указывать на важную роль 
структурных липидов в стабилизации жидкостности и работы биомембран организма 
антарктической серебрянки в холодных шельфовых водах Антарктики.  

По значению показателя соотношения основных классов структурных и энергети-
ческих липидов - ТАГ/ФЛ достоверно наиболее высоким значением по сравнению вы-
делялись мышцы (8,81), а также жабры (4,86). Ранее нами показано (Pekkoeva et al., 
2022), что жабры и мышцы, как органы рыбы, «непосредственно взаимодействующие» 
с окружающей средой, характеризовались наиболее высоким содержанием насыщен-
ных жирных кислот, входящих в состав как структурных, так и энергетических липи-
дов, участвующих в приспособлении Pleurogramma antarcticum к жизни в шельфовой 
ледяной зоне Антарктики. 

 
Заключение 
Таким образом, исследован липидный состав семи органов, а именно головного 

мозга, жабр, сердца, мышц, печени, половых желез (гонад) и желчного пузыря антарк-
тической серебрянки, выловленной в акватории пролива Антарктик (атлантический 
сектор Антарктики).  

Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 
результаты:  
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1. Наибольшее содержание ОЛ установлено в печени (62,32% сухой массы) и 
мышцах (56,61%) взрослых особей антарктической серебрянки; 

2. ТАГ преобладали по количественному содержанию в исследованных орга-
нах и тканях серебрянки;  

3. Мышцы серебрянки отличались существенно более высоким уровнем ТАГ 
по сравнению с другими органами, что связано с наличием у этого вида 
рыбы крупных межмышечных липидных мешков; 

4. ЭХС, как универсальные молекулы, у антарктической серебрянки домини-
ровали в головном мозге, сердце и желчном пузыре; 

5. В печени серебрянки установлен высокий уровень ХС и промежуточных 
продуктов метаболизма липидов по сравнению с другими исследованными 
органами и тканями, что характеризует ее роль в метаболизме липидов в 
организме; 

6. Более высокое соотношение ТАГ/ФЛ в мышцах и жабрах серебрянки отра-
жает биохимические адаптивные изменения на уровне соотношения основ-
ных классов структурных и энергетических липидов в ответ на воздействие 
низких температур шельфовой зоны антарктических экосистем. 

 
Таким образом, полученные данные свидетельствуют о различиях в содержании 

липидных классов в исследованных органах и тканях антарктической серебрянки, что 
отражает тканеспецифичность липидного состава и роль липидов в организме, а также 
биохимических адаптациях этого вида рыбы к обитанию в условиях холодных вод Ан-
тарктики. Результаты исследования позволяют лучше понять роль липидов в организме 
рыб и механизмы адаптации к обитанию в водах полярных экосистем. 

 
Работа выполнена в рамках государственного задания КарНЦ РАН FMEN-
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ГЛУБОКОВОДНЫЕ РЫБЫ СЕМЕЙСТВА СТОМИЕВЫЕ (STOMIIDAE) МОРЯ 
ИРМИНГЕРА: ЭКОЛОГО-БИОХИМИЧЕСКИЕ АДАПТАЦИИ С УЧАСТИЕМ 
ЛИПИДОВ К ОБИТАНИЮ В ГРАДИЕНТЕ ГЛУБИН 
Проведено липидное и жирнокислотное профилирование отдельных представителей 
мезопелагических видов рыб семейства Stomiidae, обитающих в градиенте глубин моря 
Ирмингера (Северная Атлантика) и являющихся основными хищниками «сумеречной» 
зоны. Впервые установлены изменения качественного и количественного состава ли-
пидов, фосфолипидов и жирных кислот в мышечной ткани, определяющие специфику 
стратегии адаптационного ответа при обитании на глубине.  
Ключевые слова: липиды, жирные кислоты, мезопелагические рыбы, Stomiidae, море 
Ирмингера, Северная Атлантика. 
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DEEP-SEA FISH OF THE STOMIIDAE FAMILY OF THE IRMINGER SEA: ECO-
LOGICAL AND BIOCHEMICAL ADAPTATION WITH THE PARTICIPATION OF 
LIPID TO DEPTH 
Lipid and fatty acid profiling of some representatives of mesopelagic fish species of the Stomi-
idae family, inhabiting the depth gradient of the Irminger Sea (North Atlantic) and being the 
main predators of the "twilight" zone, was carried out. For the first time, changes in the qual-
itative and quantitative composition of lipids, phospholipids and fatty acids in muscle tissue 
have been established, which determine the specifics of the adaptive response strategy when 
living at depth. 
Keywords: lipids, fatty acids, mesopelagic fish, Stomiidae, Irminger Sea, North Atlantic. 

 
Введение  
Глубоководные рыбы семейства Стомиевые (Stomiidae) одни из самых разнооб-

разных, распространенных и встречающихся на глубинах в диапазоне 200–1000 метров 
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рыб, отличающиеся небольшими размерами и высокой биомассой в отдельных районах 
океана [1,2]. Известно, что большинство видов данного семейства совершают обшир-
ные восходящие миграции в эпипелагическую зону в ночное время с последующей ми-
грацией вниз на сотни метров днём [3]. Такие перемещения сопровождаются сильными 
компрессионными и температурными воздействиями, однако мезопелагические гидро-
бионты (в том числе рыбы) успешно адаптировались к подобным условиям обитания, в 
частности, за счёт широкого спектра компенсаторных механизмов биохимических ре-
акций, в которых особую роль выполняют липиды и жирные кислоты (ЖК) [4].  

Липиды являются многофункциональными и лабильными веществами, принима-
ющими участие во многих адаптивных реакциях организма, которые направлены на 
поддержание гомеостаза метаболических процессов, в том числе при воздействии экс-
тремальных факторов. Изучение липидного профиля мезопелагических видов рыб, как 
одних из наиболее разнообразных и распространённых гидробионтов Мирового океана, 
представляет огромный фундаментальный интерес, а также практическую значимость, 
например в качестве потенциальных источников биологически активных веществ 
[1,5,6].  

 
Цель работы 
В настоящей работе проводилось изучение липидного и жирнокислотного (ЖК) 

состава мышечной ткани 4-х наиболее распространённых представителей семейства 
Стомиевых (Chauliodus sloani, Stomias boa, Malacosteus niger и Borostomias antarcticus), 
отловленных на разных глубинах моря Ирмингера. 

 
Материалы и методы 
Сбор образцов мышечной ткани мезопелагических видов рыб (Chauliodus sloani, 

Stomias boa, Malacosteus niger, Borostomias antarcticus) осуществлялся в рамках научно-
исследовательских работ в море Ирмингера (Северо-Восточная Атлантика: 59°60ʹ-
64°60ʹ с.ш., 26°20ʹ-41°50ʹ з.д.) в летний период (июнь-июль) на борту НИС «Атлантида». 
Отбор биоматериала проводился путём тралений на глубинах 250, 325, 375, 400, 650 и 
700 метров в 3-х районах: районе регулирования НЕАФК, рыболовной зоне Гренландии 
и исключительной экономической зоне Исландии [7]. 

Экстракцию общих липидов (ОЛ) из мышечной ткани проводили по методу 
Фолча [8]. Методом высокоэффективной тонкослойной хроматографии (ВЭТСХ) в си-
стеме гексан-диэтиловый эфир-уксусная кислота (32:8:0,8 мл об/об) было проведено ка-
чественное и количественное фракционирование индивидуальных липидных классов – 
общих фосфолипидов (ФЛ), моноацилглицеринов (МАГ), диацилглицеринов (ДАГ), 
триацилглицеринов (ТАГ), холестерина (ХС), эфиров холестерина (ЭХС), свободных 
жирных кислот (СЖК) и восков. В качестве оборудования применялся комплекс для 
ВЭТСХ CAMAG (Швейцария), состоящий из полуавтоматического аппликатора 
Linomat 5, хроматографической камеры для элюирования ADC2, денситометра TLC 
Scanner 4 и дериватизатора [9]. Окраску липидных пятен осуществляли подкисленным 
раствором ортофосфорной кислоты (H3PO4), с последующим проявлением окрашенных 
пятен путём нагревания пластины до 160°С в течение 15 мин. Качественная идентифи-
кация липидов проводилась по стандартам соответствующих компонентов (Sigma-
Aldrich, США) с учётом значений Rf. 

Качественное и количественное определение индивидуальных фосфолипидных 
фракций – фосфатидилхолина (ФХ), фосфатидилэтаноламина (ФЭА), фосфатидилсе-
рина (ФС), фосфатидилинозитола (ФИ), лизофосфатидилхолина (ЛФХ), сфингомие-
лина (СФМ) – осуществляли с использованием жидкостного хроматографа «Стайер» 
(ООО «Аквилон, Россия). Фракционирование общих ФЛ проводили на колонке разме-
ром 250 × 4 мм, наполненной сорбентом Нуклеосил 100-7 («Элсико», Россия), и с ис-
пользованием в качестве подвижной фазы смеси ацетонитрил–метанол–гексан–85%-
ная фосфорная кислота (918,0 : 30,0 : 30,0 : 17,5 по объёму) при скорости потока 1 
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мл/мин. Детектирование анализируемых ФЛ отдельных классов осуществляли на спек-
трофотометре методом поглощения света в ультрафиолетовой области спектра при 
длине волны 206 нм [10]. 

Качественный и количественный анализ жирных кислот ОЛ (ЖК) осуществляли 
методом газовой хроматографии (ГХ) с масс-селективным детектором (МСД) и пла-
менно-ионизационным детектором (ПИД), предварительно подвергнув смесь ОЛ кис-
лотному метилированию [11]. Для определения качественного состава полученной 
смеси метиловых эфиров жирных кислот (МЭЖК) проводили их разделение на ГХ с 
моно-квадрупольным масс-селективным детектором «Маэстро-αМС» (Сайтегра, Рос-
сия). Фракционирование осуществлялось в течение 32 минут при градиентном термо-
статировании (tнач = 140°С – удержание 5 мин; увеличение t со 140°С до 240°С со ско-
ростью 4°С/мин; tкон = 240°С – удержание 2 мин) на капиллярной колонке HP-88 
60m*0.25mm*0.20mkm (Agilent Technologies, USA) с использованием гелия в качестве 
подвижной фазы. Детектирование МЭЖК осуществлялось в режиме SIM/SCAN: режим 
SIM – для регистрации ЖК, входящих в состав аналитических стандартов – Supelco 37, 
Bacterial Acid Methyl Ester (BAME) Mix и PUFA №1 Marine source (все Sigma-Aldrich, 
США); режим SCAN – для поиска и идентификации уникальных жирнокислотных ком-
понентов в диапазоне 50-400 m/z. Полученные данные были проанализированы с ис-
пользованием ПО «Маэстро Аналитик v. 1.025» и библиотекой NIST. Далее, после ка-
чественной идентификации на ГХ-МС, количественный анализ проводили на ГХ-ПИД 
«Хроматэк-Кристалл-5000.2» (Хроматэк, Йошкар-Ола, Россия). Фракционирование 
осуществлялось в течение 32 минут при градиентном термостатировании (tнач = 140°С 
– удержание 5 мин; увеличение t до 240°С со скоростью 4°С/мин; tкон = 240°С – удер-
жание 2 мин) на капиллярной колонке HP-88 60m*0.25mm*0.20mkm (Agilent 
Technologies, USA) с использованием азота в качестве подвижной фазы. Процедура об-
работки полученных результатов в ПО «Хроматэк-Аналитик v. 3.0.298.1» описана в ста-
тье [42] (Murzina et al., 2020). Количественный расчёт ЖК проводили методом добавле-
ния внутреннего стандарта в пробу (22:0). Все параметры были идентичными между 
ГХ-МС и ГХ-ПИД, за исключением подвижной фазы (гелий и азот, соответственно). 

Статистическая обработка результатов проводилась с использованием языка про-
граммирования R (версия 4.2.2) в среде разработки «RStudio» с применением дополни-
тельных пакетов. Для каждого исследованного вида была рассчитана описательная ста-
тистика (среднее арифметическое и ошибка среднего арифметического - m±se). Досто-
верность различий между группами оценивали при помощи непараметрического теста 
ранговых сумм Вилкоксона-Манна-Уитни [12]. Статистический анализ сходства между 
исследованными видами осуществляли с использованием алгоритма ANOSIM, а анализ 
процентного сходства – с использованием статистического анализа SIMPER.  

 
Полученные результаты 
Установлено, что содержание ОЛ в мышцах исследованных видов рыб носит ви-

доспецифичный характер, что обусловлено различиями в жизненных циклах, способ-
ностью к осуществлению вертикальных миграций, пищевой специализацией, а также 
выбором подходящих компенсаторных реакций на действие факторов среды (гидроста-
тическое давление, температура, солёность и др.) [13,14]. Отмечено накопление восков 
у B. antarcticus, что, как известно, является характерным признаком для вертикально-
мигрирующих видов [14,15]. Для остальных видов выявлено превалирование «быстро-
реагирующих» ТАГ – основной формы запасания энергии для хищных видов рыб – ука-
зывающее на иную стратегию компенсаторного ответа в ходе суточных вертикальных 
миграций [16]. Установлено, что исследованные виды стомиевых различались по со-
держанию ХС – одного из важнейших липидных компонентов биомембран. Выявлен-
ная видоспецифичность липидного профиля рыб может указывать на эволюционно-де-
терминированные механизмы компенсаторной реакции на изменяющиеся факторы 
среды.  
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Установлен низкий процент сходства (до 40%) по общим ФЛ, а также по индиви-
дуальным ФЛ классам (ФХ, ФЭА, ФС, ФИ, ЛФХ, СФМ) – структурообразующие ком-
поненты биомембран – между исследованными видами. Полученный результат также 
свидетельствует в пользу видоспецифичности биохимических механизмов адаптаций, 
в частности тех, что направлены на поддержание целостности клеточных мембран, с 
участием ФЛ, при воздействии абиотических факторов среды, таких как давление, тем-
пература и др. [17,18]. Отмечено, что у двух относительно схожих по накоплению 
нейтральных липидов видов рыб – Ch. sloani и S. boa – отмечены различия динамики 
структурных липидов с глубиной.  

Анализ ЖК-состава позволил установить доминирование мононенасыщенных 
ЖК (МНЖК – до 60% от суммы ЖК) в мышцах у всех 4-х исследованных видов, что 
определяется преимущественно питанием [19,20]. Отмечено, высокое содержание 
cis20:1(n-9) и cis22:1(n-11) ЖК – трофические биомаркеры копепод, накопление кото-
рых у исследованных хищных рыб отражает опосредованное поступление за счет пита-
ния другой мелкой рыбой, для которых зоопланктон является основным объектом пи-
тания, чем обеспечивается в том числе взаимосвязь мезопелагиали и пелагиали в оке-
нае. Интересно, что по соотношению этих биомаркерных кислот установлен трофиче-
ский «след» C. glacialis у B. antarcticus и C. hyperboreus у остальных трех видов рыб – 
Ch. sloani, S. boa и M. niger [6,21]. Стоит отметить значительное содержание длинноце-
почечных спиртов у B. antarcticus, которые, вероятнее всего, передаются по трофиче-
ской сети от богатых восками и жирными спиртами веслоногих ракообразных [22]. 
Установлено, что трофическое положение исследованных видов составляет не ниже 
консументов II уровня, при этом B. antarcticus занимает более высокое трофическое по-
ложение по сравнению с другими исследованными видами [23]. На основании анализа 
ЖК-состава также выявлен механизм участия ЖК, наряду с ФЛ, в поддержании физико-
химического состояния мембраны при изменении глубины у Ch. sloani, B. antarcticus и 
S. boa, M. niger, который осуществляется за счёт увеличения отдельных n-6 и n-3 поли-
ненасыщенных ЖК (ПНЖК) в ФЛ биомембран: cis20:5(n-3), cis22:6(n-3) и cis20:4(n-6) 
ЖК, соответственно [18]. При этом у всех исследованных видов отмечено накопление 
насыщенных ЖК (НЖК) в ФЛ на сравнительно небольших глубинах. Установлены раз-
личия ЖК состава у эфиров холестерина (ЭХС) и восков у B. antarcticus и S. boa, при 
этом таковые не отмечены для Ch. sloani, что может указывать на различия механизмов 
поддержания надлежащей плавучести у этих вертикально-мигрирующих видов. 

 
Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: исследование качественного и количественного липидного и жирнокислот-
ного состава мышечной ткани малоизученных мезопелагических видов рыб семейства 
Стомиевые (Stomiidae) позволило установить видоспецифичность накопления отдель-
ных липидных компонентов, а также выявить сходства и различия в стратегиях адапта-
ции исследуемых видов к глубоководным условиях обитания на уровне липидного ме-
таболизма. 

Работа выполнена в рамках государственного задания КарНЦ РАН FMEN-
2022-0006. 
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ХАРАКТЕР ВЗАИМОДЕЙСТВИЯ НЕЙРОГЛОБИНА И ЦИТОХРОМА С 
Данная статья посвящена выяснению характера взаимодействия гемсодержащих бел-
ков нейроглобина и цитохрома с. Получены данные, свидетельствующие в пользу про-
текания реакции межмолекулярного переноса электрона, предположительно необхо-
димой для осуществления нейроглобином нейропротекторной функции. 
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THE INTERACTION NATURE OF NEUROGLOBIN AND CYTOCHROME C 
The article is devoted to the clarification of the interaction nature of heme-containing proteins 
neuroglobin and cytochrome c. The obtained data show the intra-molecular electron transfer 
which is presumably needed for the neuroprotective function of neuroglobin. 
Keywords: neuroglobin, cytochrome c, recombinant proteins, heme-containing proteins, glo-
bins, intra-molecular electron transfer 
 

Введение  
Нейроглобин (Ngb) – гемсодержащий глобиновый белок, преимущественно лока-

лизованный в нейрональных клетках [1, с. 520]. Основной функцией Ngb является за-
щита нейронов от клеточной гибели, при этом механизмы нейропротекторной функции 
Ngb изучены недостаточно [2, с. 2306]. Одним из таких механизмов предположительно 
является блокирование запуска апоптоза по внутреннему пути за счет взаимодействия 
с цитохромом с (Cyt c). Существует две основные гипотезы о характере взаимодействия 
Ngb и Cyt c: взаимодействие, сопряженное с переносом электрона, т.е. с окислительно-
восстановительной реакцией (ОВР) между белками [3, с. 4884], и взаимодействие, ос-
нованное на электростатическом сближении за счет противоположно заряженных ами-
нокислотных остатков белковых молекул, не сопряженное с переносом электрона [4, с. 
105557]. При этом важно отметить, что электростатические взаимодействия между бел-
ками могут играть важную роль на этапе сближения молекул белка, предшествующему 
ОВР. Таким образом, эти гипотезы не являются строго антагонистическими.   

Цель работы – определить характер взаимодействия гемсодержащих белков Ngb 
и Cyt c. 

 
Материалы и методы.  
Рекомбинантые Ngb [5, с. 327] и Cyt с [6, с. 86] получали с использованием бакте-

риальных экспрессионных систем, разработанных ранее в нашей лаборатории. Для 
того, чтобы определить характер взаимодействия белков использовали методы спектро-
скопии: инфракрасной (ИК), комбинационного рассеяния (КР) (использовали лазерное 
возбуждение с длинами волн 532 и 633 нм) и ядерного магнитного резонанса (ЯМР). 
Методы спектроскопии ИК, ЯМР и КР (длина волны возбуждения 633 нм) позволяют 
выявить конформационные изменения белковых молекул, тогда как метод спектроско-
пии КР (длина волны возбуждения 532 нм) направлен на выявление конформационных 
и редокс-изменений простетических групп – гемопорфиринов и их белкового микро-
окружения. Лиофилизированные белки растворяли в 30 мМ натрий-фосфатном буфере, 
содержащем 7 мМ ЭДТА, рН 6.5 (ИК и КР), либо в 30 мМ фосфатном буфере, содержа-
щем 20 мМ NaCl, рН 7.0 (ЯМР) до концентрации 0,5 мМ.  

 
Полученные результаты.  
Получены спектры ИК, КР и ЯМР изолированных окисленных Ngb и Cyt c, а 

также их смеси в равных концентрациях. Был проведен сравнительный анализ спектров 
ИК и КР смеси Ngb и Cyt c, в результате которого не было выявлено отличий от суммы 
соответствующих спектров изолированных белков, накопленных по отдельности, при 
этом некоторые отличия в области с сигналами от аминных и ароматических групп 
были обнаружены при аналогичном сравнительном анализе 1H-ЯМР-спектров. Это мо-
жет быть связано как с большей чувствительностью одного из методов, так и с 
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использованием несколько отличного буфера, т.к. известно, что ионная сила раствора 
имеет значительное влияние на электростатические взаимодействия между белками [7, 
с. 297]. Кроме того, полученные результаты свидетельствуют о том, что взаимодействие 
между полностью окисленными формами Ngb и Cyt c является слабым и в процессе 
такого взаимодействия не происходит никаких изменений гемовых групп и их белко-
вого микроокружения. 

При помощи спектроскопии КР была зарегистрирована ОВР между восстановлен-
ным Ngb и окисленным Cyt c. Восстановление Cyt c было выявлено по появлению на 
КР-спектрах (длина волны возбуждения 532 нм) реакционной смеси пиков, характер-
ных для восстановленной формы Cyt c (300-600 см-1), окисление Ngb было зарегистри-
ровано на КР-спектрах (длина волны возбуждения 633 нм) по пикам в области 490-570 
см-1, которые показывают наличие дисульфидных связей, характерных для окисленного 
Ngb. Согласно нашим данным, ОВР сопровождается движением гема Cyt c в гемовой 
впадине предположительно для облегчения переноса электрона, о чем свидетельствуют 
интенсивные пики на разностных спектрах в области 600-700 см-1, связанные с колеба-
ниями тиоэфирных связей гема и белковой части Cyt c. Также наблюдали пики при 1140 
см-1 (колебания метильных радикалов) и 1570-1610 см-1 (колебания метиновых мости-
ков), которые могут также свидетельствовать в пользу плоской конформации гема. Из-
вестно, что такая конформация гема является наиболее благоприятной для переноса 
электрона [8, с. 133]. 

 
Выводы.  
Таким образом, с помощью методов спектроскопии комбинационного рассеяния 

мы показали, что между восстановленным Ngb и окисленным Cyt c происходит быстрая 
реакция переноса электрона, сопровождающаяся подстройкой и конформационными 
изменениями гема Cyt c. При этом слабые электростатические взаимодействия, по ви-
димому, также играют роль на этапе сближения белковых молекул – до переноса элек-
трона. Однако взаимодействие окисленных форм Ngb и Cyt c, скорее всего, не имеет 
физиологической функции и для эффективного блокирования запуска апоптотического 
каскада необходима ОВР между Ngb и Cyt c. 

Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: определен характер взаимодействия между гемсодержащими белками Ngb 
и Cyt c – сближение белковых молекул за счет разницы в поверхностном заряде белко-
вых молекул, после чего следует реакция переноса электрона от Ngb к Cyt c, сопровож-
дающаяся движением гема Cyt c в гемовой впадине, изменением его конформации из 
скрученной в плоскую, и образованием дисульфидной связи при окислении Ngb. 

Исследование выполнено при поддержке Российского научного фонда (грант 
№ 22-24-00985). 
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АДРОННАЯ ЛУЧЕВАЯ ТЕРАПИЯ В НИЦ «КУРЧАТОВСКИЙ ИНСТИТУТ 
В статье представлен краткий обзор развития протонной лучевой терапии (ПЛТ) в 
мире. Представлены текущие результаты работы по реализации Федеральной научно 
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HADRON BEAM THERAPY AT NRC "KURCHATOV INSTITUTE" 
The article provides a brief overview and trends in the development of proton beam therapy 
(PBT) in the world. The current results of the work on the implementation of the Federal 
Scientific and Technical Program approved by the Government of the Russian Federation in 
March 2020 are presented. The program provides for the development and launch of two 
centers for proton beam therapy on the basis of the National Research Center "Kurchatov 
Institute" and the National Research Center "Kurchatov Institute" - PNPI. 
Key words: proton beam therapy, proton onco-ophthalmology, complex of proton beam ther-
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ВВЕДЕНИЕ.  

Адронная (протонная) лучевая терапия (АЛТ) на пути своего развития прошла 
несколько этапов: экспериментальные исследования и накопление клинических дан-
ных, затем, начиная с 1990 г. строительство клинических многокабинных центров про-
тонной лучевой терапии, которое после 2011 г. дополнилось разработками однокабин-
ных комплексов. Накопленные к настоящему времени клинические результаты в ряде 
случаев показали безальтернативность протонной лучевой терапии для лечения ряда 
онкологических заболеваний, что позволяет говорить о целесообразности разработки 
как многокабинных, так и специализированных однокабинных комплексов протонной 
лучевой терапии. Сегодня протонная лучевая терапия после семидесяти лет своего раз-
вития уверенно завоевала свое место в мировом здравоохранении, как высокоэффек-
тивный метод лечения онкологических заболеваний. Протонами и ионами углерода уже 
облучено более 320000 [1] пациентов, и их число продолжает стремительный рост. Од-
нако этот высокотехнологический метод лечения остается эксклюзивным методом, т.к. 
даже в развитых странах, таких как США, Япония и Европейский Союз число лучевых 
установок, необходимое для оказания этого вида медицинской помощи населению, еще 
не достигло целевого значения.  

Обычно оценки в потребности в оборудовании для АЛТ выполняются исходя из 
предположений, что на 5 – 10 миллионов населения целесообразно иметь 1 центр ад-
ронной терапии. Однако создаваемые центры могут сильно отличаться друг от друга 
числом медицинских кабинетов, поэтому, более наглядно делать оценки, опираясь на 
число медицинских кабинетов, в которых размещаются лучевые установки. 
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Следует указать, что сегодня в мире действуют 105 центров протонной лучевой 
терапии и 14 центров ионной лучевой терапии. Кроме того, строятся еще 33 центра и 
планируется к строительству 30 центров протонной лучевой терапии [1]. В России ра-
ботают 3 центра ПЛТ из них 2 на оборудовании иностранного производства.  

Участие России в создании оборудования для АЛТ и выход с этим оборудованием 
на рынок хотя и запоздало, но может быть востребовано с учетом политической и эко-
номической обстановки. 

 
ЦЕЛЬ РАБОТЫ 
Развитие протонной лучевой терапии в НИЦ «Курчатовский институт». Понимая 

необходимость развития ПЛТ в стране Правительство РФ своим постановлением от 16 
марта 2020 г. № 287 поручило НИЦ «Курчатовский институт» создать в рамках буду-
щего Научно-образовательного медицинского центра ядерной медицины (НОМЦ ЯМ) 
комплекс протонной лучевой терапии (ПЛТ), онкоофтальмологический комплекс ПЛТ 
а также комплекс ионной лучевой терапии и типовое оборудование для тиражирования 
подобных комплексов [2,3]. 

Создание НОМЦ ЯМ на базе НИЦ «Курчатовский институт» должно обеспечить 
развитие современных центров адронной лучевой терапии в других субъектах Россий-
ской Федерации при научной и организационно-методической поддержке НИЦ «Кур-
чатовский институт». 

 
МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Комплекс протонной лучевой терапии. Создание комплекса протонной лучевой 

терапии («Луч-Протон»), размещаемого на территории НИЦ «Курчатовский институт», 
предназначено для многолетних разработок оборудования и технологий ПЛТ новых по-
колений и подготовки кадров (медицинских физиков и клиницистов). 

Концепцией создания комплекса «Луч-Протон» предусмотрена разработка трех 
основных элементов оборудования – ускоритель с каналами транспортировки протон-
ных пучков в два медицинских кабинета с лучевой установкой гантри для многополь-
ного облучения пациента в положении лежа и лучевая установка с фиксированным в 
горизонтальной плоскости направлением протонного пучка для облучения пациента 
как в положении сидя тал и лежа, используя универсальный роботизированный пози-
ционер. 

В качестве ускорителя для Комплекса ПЛТ НИЦ «Курчатовский институт» будет 
разработан протонный синхротрон, позволяющий осуществлять выбор энергии выво-
димых из него пучков протонов в диапазоне от 70 до 250 МэВ и изменять ее от одного 
цикла ускорения к другому. Таким образом, вывод протонов не при максимальной, как 
в циклотроне, а при требуемой для конкретного пациента энергии и высокая эффектив-
ность вывода делают протонный синхротрон более удобной машиной в эксплуатации и 
более безопасной в радиационном смысле. 

 
 

 
Рис. 2. Двухкабинная конфигурация расположения технологического оборудования Комплекса 

«Луч-Протон» 
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Отметим, что гибкая конфигурация Комплекса «Луч-Протон» (рис. 2) предлагает 
комплексное и настраиваемое решение для ПЛТ, позволяет оснащать как однокабин-
ные, так и многокабинные центры в соответствии с клиническими и исследователь-
скими задачами. Возможные варианты процедурных кабинетов включают в себя гантри 
полного (на 360°) поворота протонного пучка, кабинета с фиксированным направле-
нием протонного пучка для проведения терапии пациентов со злокачественными  ново-
образованиями в положении сидя и лежа. 

Онкоофтальмологический комплекс протонной лучевой терапии на базе 
циклотрона Ц-80. Создание онкоофтальмологического комплекса на базе действую-
щего циклотрона Ц-80, размещаемого на территории НИЦ «Курчатовский институт» – 
ПИЯФ («ОКО»), предназначено для обеспечения высокотехнологичными средствами 
лечения пациентов со сложными онкоофтальмологическими заболеваниями Северо-За-
падного региона России и частично из других регионов страны.  
 

 
Рис. 3. Конфигурация расположения технологического оборудования проекта «ОКО» 

 
Создаваемый онкоофтальмологический комплекс будет иметь в своем составе 

следующее новое оборудование и системы: 
• инновационное кресло-позиционер с системой управления; 
• устройство транспортировки терапевтического протонного пучка от уско-

рителя к лучевой установке (ЛУ); 
• устройства формирования дозового поля; 
• система мониторинга пучка и поглощенной дозы; 
• система позиционирования пациента; 
• программно-аппаратный комплекс (ПАК), интегрированный в автоматизи-

рованную систему управления технологическим процессом и лучевой 
установкой (АСУ ТП и АСУ ЛУ); 

• помещение для подготовки пациентов к процедуре. 
Предполагаемый план расположения основных узлов технологического оборудо-

вания схематически представлен на рис. 2. 
В результате реализации проекта северо-западный регион России будет обеспечен 

высокотехнологичными медицинскими средствами лечения сложных онкоофтальмоло-
гических заболеваний: внутриглазных новообразований, новообразований орбиты и 
придаточного аппарата глаза. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ  
В работе показано, что в России существуют необходимые условия для того, 

чтобы обеспечить здравоохранение современным высокотехнологичным оборудова-
нием для адронной лучевой терапии. В НИЦ «Курчатовский институт» в содружестве 
с ведущими онкологическими учреждениями страны накоплен опыт облучения прото-
нами более 7000 пациентов. В 2012 г. завершен и прошел государственную экспертизу 
проект Центра протонной лучевой терапии на базе ГКБ им. С.П. Боткина, полностью 
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выполненный усилиями российских предприятий под научным руководством НИЦ 
«Курчатовский институт». Проведенные в НИЦ «Курчатовский институт» эскизные 
проработки онкоофтальмологического комплекса протонной лучевой терапии позво-
лили в кратчайшие сроки разработать проект и получить положительное заключение 
государственной экспертизы, что открывает возможности уже в 2023 г. осуществить 
физический пуск оборудования, обеспечивающее с высочайшей эффективностью лече-
ние такого сложного заболевания, как меланома глаза. В мае 2023 г. будет разработан и 
передан в экспертизу проект комплекса протонной лучевой терапии, создаваемый на 
территории НИЦ «Курчатовский институт». Отработка оборудования комплекса и со-
путствующих необходимых технологий позволят создать условия для обеспечения под 
научным и организационным руководством НИЦ «Курчатовский институт» тиражиро-
вание оборудование и внедрить в ближайшие годы созданное оборудование в медицин-
ские учреждения России. 
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ИСПОЛЬЗОВАНИЕ ПРОГРАММНОГО ПАКЕТА МК TOPAS ПРИ 
ПРОЕКТИРОВАНИИ СИСТЕМ ФОРМИРОВАНИЯ ДОЗОВЫХ РАСПРЕДЕЛЕ-
НИЙ ДЛЯ КОМПЛЕКСОВ ПРОТОННОЙ ЛУЧЕВОЙ ТЕРАПИИ 
В статье рассматриваются возможности использования программного пакета 
TOPAS, в основу которого заложено моделирование протонного пучка методом Монте 
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Карло с использованием библиотек GEANT4, для проектных работ по созданию систем 
формирования дозовых распределений (СФДР), предназначенных для использования в 
протонной лучевой терапии (ПЛТ). Показано, что в качестве составных частей СФДР  
могут моделироваться как пассивные, так и динамические элементы. Представлены  
варианты и проведен оптимизационный анализ различных СФДР, которые могут 
быть использованы при облучении онкоофтальмологических мишеней.  
Ключевые слова: TOPAS, Монте Карло, система формирования дозовых распределе-
ний, протонно-лучевая терапия, онкоофтальмология 
 

            А.N. Chernykh, V. I. Kostjuchenko, D.A. Zhidkov, K.S. Krasilshchikov 
                                                         National Research Centre "Kurchatov Institute" 

 
 

USING MC TOPAS FOR DESIGNING SYSTEMS FOR THE FORMATION OF DOSE DIS-
TRIBUTIONS FOR PROTON RADIATION THERAPY COMPLEXES 
Discusses the possibilities of using the MC TOPAS and GEANT4 libraries for design of dose distri-
bution generation systems. It is shown that both passive and dynamic elements can be modeled. 
Variants of various device that can be used for irradiation in oncophthalmological targets are pre-
sented . 
Key words: TOPAS, Monte-Carlo method, proton beam therapy (PBT), system of formation of dose 
distributions , proton-radiation therapy, oncophthalmology. 
  

Введение 
 Первый курс ПЛТ в России был проведен в ОИЯИ (Дубна) в 1968 году. В СССР 

работали 3 отечественных центра ПЛТ: в ОИЯИ (Дубна), ИТЭФ (Москва) и ПИЯФ (Гат-
чина) - в которых к 1991 г. была накоплена треть мирового клинического опыта. К 
настоящему времени доля суммарного опыта России составляет доли процента при 
наличии 3-х работающих центров ПЛТ: в С.Петербурге (Медицинский институт Бере-
зина Сергея,  Elekta, США), в Димитровграде (Федеральный высокотехнологичный 
центр медицинской радиологии, IBA, Бельгия) и в Обнинске (МРНЦ имени А.Ф. Цыба, 
Prometeus, РФ). Для сравнения: в мире работает 113 центров, строится 69 (только в 
США 41 при 14 строящихся). В настоящее время в институтах Курчатовского ком-
плекса (НИЦ "Курчатовский институт", Москва, НИЦ “Курчатовский институт” - 
ПИЯФ (ФГБУ Петербургский институт ядерной физики имени Б.П. Константинова 
НИЦ "Курчатовский институт", Гатчина) в Гатчине и Москве проектируются два цен-
тра ПЛТ. Данная работа проводится в рамках этих проектов и посвящена основному 
инструментарию, который используется при проектировании СФДР.   

 
Цель работы 
Поставлена цель доказать, что найденные и освоенные  средства моделирования 

процесса формирования дозовых распределений с помощью метода Монте-Карло – 
программный пакет TOPAS - пригодны для проектных работ по созданию СФДР [1]. 
При этом, в качестве элементов формирования могут моделироваться как пассивные, 
так и динамические устройства, механические и электромагнитные. По результатам 
проектирования СФДР для облучения онкоофтальмологических мишеней  показано, 
что в результате моделирования с помощью TOPAS удается найти решения, удовлетво-
ряющие требованиям технического задания.  

 
Материалы и методы 
TOPAS - Tool for Particle Simulation – был создан как  дополнение и расширение  

инструментария Geant4 Simulation Toolkit для того, чтобы упростить для медицинских 
физиков использование расширенного моделирования методом Монте-Карло всех 
форм лучевой терапии [2]. В то время как большинство ранних применений TOPAS 
были в протонной терапии, в настоящее время TOPAS используется во всех областях 
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исследований лучевой терапии, а также подходит для некоторых медицинских прило-
жений визуализации. Продолжается работа по распространению TOPAS на радиацион-
ную биологию и научное образование. Другие потенциальные области применения 
включают исследования радиационного повреждения электроники, физики элементар-
ных частиц, ядерной физики и астрофизики. TOPAS является лицензированным про-
дуктом и распространяется свободно: в зависимости от статуса потребителя цена его 
колеблется от 0 до 2500 $. Статус работы в Курчатовском комплексе над проектом ПЛТ 
оказался достаточным, чтобы получить лицензию и продукт бесплатно. Всю информа-
цию о TOPAS можно получить на сайте www.topasmc.org. По последним данным ли-
цензированными пользователями являются 2428 человек из 622 учреждений в 67 стра-
нах. 

После аварии на синхротроне ИТЭФ в 2012 году, которая стала причиной закры-
тия трхкабинного комплекса ПЛТ, где с 1969 года было пролечено около 4-х с полови-
ной тысяч онкологических больных, основной сферой деятельности коллектива отдела 
Медицинской Физики стала разработка проектов протонных установок и центров. В 
настоящее время, уже на площадке Курчатовского Комплекса, разрабатывается учебно-
производственный Центр ПЛТ, а также для одного из Институтов этого Комплекса – 
ПИЯФ им. Константинова (Гатчина), -  разрабатывается однокабинная установка с го-
ризонтальным пучком для ПЛТ на базе сверхпроводящего Н-минус циклотрона Ц80. 
Основное предназначение  комплекса ПИЯФ – производство радиофармпрепаратов, 
чему способствует большая интенсивность пучка (100 мкА). ПЛТ в такой ситуации от-
водилась второстепенная роль. Однако, благодаря тому, что ускоряемой частицей явля-
ется Н-минус, специалисты ПИЯФ нашли возможность не просто отдельного вывода 
пучка в процедурную кабину  ПЛТ, но и возможность параллельной работы в обеих 
кабинах. При этом желательно минимизировать отбираемый для ПЛТ ток, хотя при са-
мых пессимистических вариантах формирования пучка величина отбираемого тока не 
превысит  1%.  

Максимальная энергия выводимого из Ц80 пучка протонов Е=80 МэВ, что соот-
ветствует пробегу 5.2 г/см², поэтому основной локализацией облучаемой мишени 
должна стать онкоофтальмология. Однако, опыт ИТЭФ подсказывает, что контингент 
мишеней может быть расширен за счет мишеней орбиты глаза, т.к. 2/3 всех пациентов 
на горизонтальном пучке с энергией Е=80 МэВ имели именно такую локализацию опу-
холи. Кроме того, чтобы при необходимости обеспечить полную загрузку медицин-
ского пучка, проектируемое  кресло-позиционер этой установки должно предоставлять 
возможность облучения других мишеней головы и шеи.  

Потенциально, интенсивность Ц80 позволяет использовать этот пучок для радио-
биологических исследований в области FLASH-терапии, возможно перспективной в бу-
дущем области ПЛТ, при которой облучение  должно производиться при мощности 
дозы порядка 100 Гр/с. Радиобиологические исследования на клетках и животных по-
казали, что при такой мощности дозы повреждения здоровых тканей по пути пучка к 
мишени уменьшаются. 

Исходя из вышесказанного, было принято решение разработать систему форми-
рования дозовых полей с таким расчетом, чтобы имелась потенциальная возможность 
удовлетворить требованиям, которые предъявляются любым из сценариев: 

- дозовые распределения диаметром до 30 мм и глубиной до 3,2 г/см², с длиной 
плато модифицированной кривой Брэгга  от 5 до 25 мм,  с крутыми латеральными и 
дистальными градиентами – для внутриглазных мишеней; 

- с диаметром до 50 мм и возможностью создания поля, конформного облучаемой 
мишени, -  для мишеней орбиты глаза, головы и шеи; 

- с мощностью дозы в выводимом в процедурную кабину пучка  порядка 100 Гр/с 
- для исследований в области FLASH-терапии. 

Реализации такой программы требует разработки специфических СФДР для каж-
дого из заявленных пунктов.    

http://www.topasmc.org/
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При отсутствии протонного пучка, основными средствами для достижения по-
ставленной задачи должны стать:  

- административный и технический опыт специалистов, вошедших в коллектив 
проектировщиков, накопленный за более чем полувековой период практической ра-
боты в данной области; 

- изучение обширной технической литературы; 
- правильно подобранные и грамотно освоенные средства моделирования, позво-

ляющие проверять новые идеи и разработки в условиях, воспроизводящих условия экс-
периментальных исследований на протонном пучке.  

Основным таким средством стал программный пакет TOPAS. 
Физико-математической основой TOPAS является GEANT4 со всеми его, прило-

жениям, библиотекам  и базами данных, созданными в ЦЕРНе.  Пользовательский ин-
терфейс TOPAS – параметрическая система, позволяющая настраивать все параметры 
симуляции Geant4, используя свой, упрощенный от оригинального С++, язык. 

Достоинство такого подхода - в заметном упрощении кода без заметного умень-
шения гибкости симуляции. Но, в то же время, появляются и сложности – необходимо 
изучить именно параметрический язык TOPAS. Уже просто для установки и начала ра-
боты пользователь должен иметь базовые знания об использовании путей, оболочек и 
переменных сред в выбранной им операционной системе. 

Благодаря относительной простоте TOPAS, его пользователи имеют возможность 
для расширения языка, направленную на решение определенных задач. Примером мо-
жет служить скрипт TOPAS-SOBP, написанный на Python и предназначенный для гене-
рации распределенных брегговских пиков с помощью временных функций. 

Естественно, подразумеваются базовые знания в ядерной и радиационной физике. 
Очень желательны навыки в программировании на языке Python – подавляющее 

большинство пользователей выкладывают свои наработки, которые можно использо-
вать при решении своих задач, именно на этом языке.  Хотя TOPAS обладает доста-
точно большой библиотекой примеров, они приведены для иллюстрации и в большин-
стве случаев пользователь должен понять принципы использования, после чего уже 
приступать к работе, используя эти принципы, но не примеры напрямую.  

Как правило, из ускорителя выводится узкий пучок, формируемый с помощью 
магнитной оптики и транспортируемый в процедурную кабину, где он должен быть 
трансформирован в объемное дозовое распределение с заданными характеристиками. 
Например, для облучения онкоофтальмологических мишеней это дозовое поле должно 
иметь равномерное поперечное дозовое распределение диаметром до 30 мм, с глубиной 
проникновения до 3.2 г/см², с равномерным - +-2.5% - глубинным дозовым плато, длина 
которого соответствует  толщине облучаемой мишени (от 5 до 25 мм). Трансформация 
узкого – 5 - 7 мм -  пучка в такое объемное дозовое распределение осуществляется с 
помощью СФДР. Способы и соответствующие им средства формирования могут быть 
различными: от полностью пассивных, смешанных, до полностью активных.  

Пассивное формирование осуществляется с помощью рассеивателей (фольги из 
материалов с большим Z), формирующих равномерное поперечное дозовое распреде-
ление; модификаторов энергетического спектра типа гребенчатый фильтр (ГФ), фор-
мирующих равномерное глубинное распределение с заданной длиной дозового плато; 
плоскопараллельных тормозителей, регулирующих глубину проникновения в облуча-
емый объект;  болюсов, формирующих дистальную поверхность дозового распределе-
ния.  

Активное формирование осуществляется сканированием узкого пучка как по пло-
щади поперечного сечения поля, так и по глубине проникновения пучка.  

В смешанном могут использоваться такие динамические устройства, как «пропел-
лер» - колесо из нескольких ГФ, вращаемое в плоскости ХУ для формирования глубин-
ного распределения [3],  или воблер – электромагнитное устройство для смещения и 
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вращения пучка вокруг оси Z для формирования равномерного поперечного дозового 
распределения [4].  

Если еще 10 лет назад  программы Монте-Карло не использовались при решении 
динамических задач, то в настоящее время возможности TOPAS позволяют с успехом 
их решать.  

 
 
Полученные результаты 
Для установки ПЛТ на базе циклотрона Ц80 в ПИЯФ спроектированы СФДР для 

реализации всех трех заявленных сценариев облучения онкологических мишеней: 
- все требования ТЗ на параметры объемного дозового поля для облучения онко-

офтальмологических мишеней выполняются при размещении всех элементов формиро-
вания на расстоянии не менее 90 см от индивидуальной диафрагмы, определяющей раз-
мер и форму поперечного сечения объемного дозового поля. Основное достоинство та-
кого размещения – крутые латеральные градиенты дозового поля даже при удалении 
мишени на значительное расстояние (типично – 7 см) от диафрагмы, что существенным 
образом облегчает выведение мишени поле облучения и контроль ее положения во 
время облучения.    При этом, для формирования равномерного поперечного дозового 
распределения можно использовать как простое рассеяние на фольгах из материала с 
большим Z (наиболее технологичным является тантал), так и более экономичное фор-
мирование с использованием непрозрачного для пучка цилиндра, вырезающего цен-
тральную часть этого пучка [4].  Эффективность использования интенсивности при 
этом может увеличиваться на порядок. Равномерное глубинное распределение с задан-
ной длиной плато в этом случае должно формироваться динамическим модификатором 
энергетического спектра типа «пропеллер»;  

- если основным требованием является требование на конформность дозового 
поля и облучаемой мишени, показано, что необходимо использовать такие средства 
формирования, как болюс, формирующий дистальную поверхность поля, и 3Д-ГФ [5] 
для формирования равномерного глубинного распределения и конформной мишени 
проксимальной поверхности поля. При этом наилучшие результаты достигаются при 
расположении средств формирования  рядом с индивидуальной диафрагмой. Изготов-
ление таких 3Д-ГФ стало технически возможным благодаря развитию 3Д-печати; 

- реализация условий проведения FLASH-терапии зависит в первую очередь от 
ускорителя. На циклотроне Ц80 интенсивность достаточна для достижения необходи-
мой мощности дозы. При этом для оптимизации может использоваться СФДР для кон-
формной терапии, хотя, возможно, сам принцип FLASH-терапии обеспечит такую кон-
формность. 

Все результаты проверены моделированием с помощью MC TOPAS. Также 
успешно проверена возможность моделирования такого устройства, как воблер [6], 
необходимость использования которого может возникнуть  при создании СФДР для он-
коофтальмологического пучка в КИ, базирующегося на синхротроне, т.е. при дефиците 
интенсивности. 

 
Выводы 
МС ТОПAS  является  пригодным и удобным инструментом  при проектировании 

систем формирования дозовых распределений, что показано в данной работе.  Нет осо-
бых сомнений, что возможности его применения для целей развития ПЛТ гораздо шире. 
Главным его достоинством является то, что наряду с уже достигнутым уровнем разви-
тия этого инструмента, благодаря политике его распространения и использования 
накапливающегося материала, он имеет тенденцию ускоренного расширения и углуб-
ления, т.к. к этому привлекаются все больше квалифицированных специалистов со всех 
частей света. 
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Заключение 
 При отсутствии возможности для экспериментальных работ, метод Монте-Карло 

и такие его инструменты как  TOPAS  становятся  действенным инструментом для вир-
туальных исследований в разных областях ПЛТ. В данной работе показано практиче-
ское применение MC TOPAS для целей проектирования СФДР.  
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ФЛУОРЕСЦЕНТНАЯ МОЛЕКУЛЯРНАЯ ТОМОГРАФИЯ НА ОСНОВЕ АСИМП-
ТОТИЧЕСКОГО ПРИБЛИЖЕНИЯ ФУНКЦИИ ИСТОЧНИКА: ТЕКУЩЕЕ СО-
СТОЯНИЕ И ПЕРСПЕКТИВЫ 
Статья посвящена оригинальному методу время-разрешенной флуоресцентной моле-
кулярной томографии, основанному на использовании асимптотического приближения 
функции источника флуоресценции. Проанализированы результаты численных и физи-
ческого экспериментов по верификации метода, полученные авторами статьи за по-
следние 4 года. По результатам анализа сделан вывод о потенциальной перспективно-
сти метода и намечены направления дальнейших исследований, направленных на вери-
фикацию метода как метода субмиллиметрового пространственного разрешения. В 
качестве модернизации метода предложен итерационный подход, в рамках которого 
коэффициент поглощения флуорофора и время жизни флуоресценции реконструиру-
ются последовательно с использованием апостериорного знания об объекте, получен-
ного на предыдущих итерациях. 
Ключевые слова: флуоресцентная молекулярная томография, коэффициент поглощения 
флуорофора, время жизни флуоресценции, функция распределения параметров флуо-
ресценции, алгоритм реконструкции. 
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ASYMPTOTIC SOURCE FUNCTION APPROXIMATION BASED FLUORESCENCE 
MOLECULAR TOMOGRAPHY: CURRENT STATUS AND PROSPECTS 
The paper is devoted to an original method of time-resolved fluorescence molecular tomogra-
phy based on asymptotic approximation to the fluorescence source function. It analyzes results 
the authors have obtained during last 4 years in their testing the method in numerical and 
physical experiments. The method is inferred to be quite promising and directions of further 
research for its verification as a sub-millimeter resolution method are outlined. As a modern-
ization of the method, the authors propose an iterative approach where the fluorophore ab-
sorption coefficient and fluorescence lifetime are reconstructed successively using a posteriori 
knowledge on the object from previous iterations. 
Keywords: fluorescence molecular tomography, fluorophore absorption coefficient, fluores-
cence lifetime, fluorescence parameter distribution function, reconstruction algorithm. 

 
Введение 
В последние годы флуоресцентная молекулярная томография (fluorescence molec-

ular tomography, FMT) [1] получила широкое распространение как метод молекулярного 



Секция 8.  МЕДИЦИНСКАЯ ФИЗИКА 
 

Материалы конференции NT + ME`23. – ISBN 978-5-6044060-3-8                                      162  

имиджинга мелких лабораторных животных, применяемый для решения задач экспери-
ментальной онкологии, таких как выяснение механизмов канцерогенеза, действия ле-
карственных препаратов, подбор стратегии лечения различных видов опухолей. Инфор-
мативным параметром, который представляет особый интерес для исследователей, яв-
ляется время жизни флуоресценции. Этот параметр является наиболее чувствительным 
к изменениям молекулярного окружения флуоресцентных биосенсоров и позволяет по-
лучить важную информацию о пространственно-временных характеристиках процес-
сов, происходящих в клетках и молекулах тканей животных [2]. Современные методы 
время-разрешенной FMT времени жизни (fluorescence molecular lifetime tomography, 
FMLT) испытывают трудности с работой непосредственно во временном домене. 
Обычно выполняется переход из временного домена в частотный домен [3], либо при-
меняются медленные нелинейные методы реконструкции [4]. Это связано с тем, что во 
временном домене зависимость функции источника флуоресценции от времени жизни 
имеет очень сложный вид, не позволяющий построить эффективную линейную модель 
реконструкции. В период с 2019 по 2023 годы нами разработан и частично исследован 
оригинальный метод время-разрешенной FMLT [5-8], позволяющий решить вышеука-
занную проблему. Метод основан на использовании асимптотического приближения 
функции источника флуоресценции и состоит из двух основных этапов. На первом 
этапе формулируется и решается во временном домене линейная обратная задача FMT 
относительно обобщенной функции распределения параметров флуоресценции 
(fluorescence parameter distribution function, FPDF) простого вида, включающей про-
странственные распределения коэффициента поглощения флуорофора и времени 
жизни флуоресценции. На втором этапе выполняется разделение распределений пара-
метров также во временном домене. Несмотря на то, что метод является приближен-
ным, он позволил получить вполне обнадеживающие результаты и показал, что готов 
составить конкуренцию другим методам время-разрешенной FMLT. Так, например, в 
[6] на уровне численного эксперимента показано, что с помощью нашего метода можно 
получить пространственное разрешение 100 мкм даже, если использовать только мак-
роскопический режим регистрации данных и не использовать мезоскопический режим. 
Эта цифра является вполне конкурентоспособной и внушает определенный оптимизм на 
будущее. Однако следует признать, что на данном этапе полученные нами результаты 
носят предварительный характер, условия проведения экспериментов нуждаются в улуч-
шении, а сам метод – в дальнейшем исследовании, верификации на уровне эксперимен-
тов с фантомами и лабораторными животными, а также, вероятно, модернизации. В такой 
ситуации мы сочли целесообразным и необходимым уделить особое внимание скрупу-
лёзному анализу полученных в [5-8] результатов, на его основании попробовать реально 
оценить потенциал и перспективы метода и наметить дальнейшие пути исследования. 
Таким образом, настоящая статья посвящена обзору и анализу результатов, полученных 
с использованием нового метода FMLT, а также оценке его перспектив на будущее. 

 
Краткое описание метода FMLT 
Наш метод FMLT ориентирован на геометрию обратного рассеяния и использова-

ние рано пришедших диффузных фотонов, соответствующих переднему фронту реги-
стрируемого время-разрешенного сигнала флуоресценции. Именно для таких фотонов, 
как это показано в [6], справедливо асимптотическое приближение функции источника 
флуоресценции. 

Согласно нашему методу модель реконструкции FPDF (первый этап) описывается 
линейным интегральным уравнением Фредгольма 1-го рода 

 
3( , , ) ( ) ( , , , )f

s d f s d
V

t f W t d rΓ = ∫r r r r r r ,  (1) 
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где ( , , )f
s d tΓ r r  – время-разрешенный сигнал флуоресценции, возбуждаемой мгно-

венным источником, испускающим пикосекундный импульс из точки sr  в момент вре-
мени 0st = , который регистрируется на границе среды в точке dr  в момент времени t , 

( )f r  – искомая FPDF, ( , , , )f s dW tr r r  – функция чувствительности, отвечающая за рекон-
струкцию FPDF. Для функции ( )f r  справедливо [5-8] 
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где D  и c  – коэффициент диффузии и скорость света в среде на длине волны воз-

буждающего излучения, γ  – квантовый выход флуоресценции, ( )afµ r  и ( )τ r  – простран-
ственные распределения коэффициента поглощения флуорофора и времени жизни флу-
оресценции, v  – средняя скорость движения центра масс мгновенного распределения 
фотонов вдоль их средней траектории [9]. 

Обратная задача относительно FPDF в соответствии с моделью (1) ставится стан-
дартным образом (см., например, [1]) и сводится к решению системы линейных алгеб-
раических уравнений 

 
=Wf g ,  (3) 

 
где W  – матрица чувствительности, в которую записываются функции чувстви-

тельности, рассчитанные для всех участвующих в реконструкции связей источник-де-
тектор (далее ИД-связи); f  – вектор, элементы которого определяют искомую функцию 

( )f r  в вокселях трехмерной регулярной сетки; g  – вектор, элементы которого представ-
ляют собой измерительные данные, извлеченные из измеренных сигналов ( , , )f

s d tΓ r r . 
Для обращения системы (3) мы использовали различные итерационные алго-

ритмы, базирующиеся на стандартном алгебраическом алгоритме реконструкции 
(algebraic reconstruction technique, ATR) [10]. В [5] ART итерации сочетались с регуля-
ризацией посредством минимизации нормы полной вариации (ART with total variation 
(TV) regularization, ART-TV) [11]. В [6] кроме ART-TV мы применяли также ART с 
ускоренной мягкой пороговой фильтрацией (ART with fast iterative shrinkage threshold-
ing, ART-FIST) [12]. Наконец, в [7] был апробирован гибридный алгоритм, сочетающий 
ART и c ускоренной мягкой пороговой фильтрацией, и с TV-регуляризацией (ART with 
fast iterative shrinkage thresholding and TV-regularization, ART-FIST-TV). 

Для того чтобы иметь возможность разделить распределения ( )afµ r  и ( )τ r  (второй 
этап), функцию ( )f r  необходимо реконструировать для нескольких различных значе-
ний средней скорости 1: ,..., Nv v v . Тогда искомые распределения мы получим, решая си-
стему 
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В [5] мы выбирали 2N =  и пытались решить определенную систему. Однако эта 

попытка не увенчалась успехом (см. раздел “Результаты численных экспериментов”). В 
[7] строилась и решалась переопределенная система ( 3N = ), для чего применялся алго-
ритм наименьших квадратов с QR-факторизацией [13]. 

 
Результаты численных экспериментов 
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В [5] и [6] описаны два численных эксперимента по реконструкции рассеивающих 
свет фантомов с двумя шарообразными флуоресцентными включениями, образующими 
периодические структуры. В эксперименте [5] область реконструкции составляла 
11x11x8 мм3, а в эксперименте [6] – 20x20x10 мм3. В обоих случаях мы полагали, что свет 
подводится к объекту и отводится от него с помощью некоторого виртуального оптово-
локонного зонда. В [5] зонд имел квадратное сечение размером 11x11 мм2, в котором рас-
полагались возбуждающие флуоресценцию волокна (221) и собирающие свет волокна 
(220) в шахматном порядке. Полагалось, что зонд плотно примыкает к объекту и не ме-
няет своего положения. В численном эксперименте [6] зонд круглого сечения имел одно 
возбуждающее волокно в центре и 24 собирающих волокон, 12 из которых располагались 
на периметре окружности радиусом 8 мм, а 12 других – на периметре окружности ради-
усом 10 мм. При этом полагалось, что зонд должен перемещаться и сканировать область 
размером 20x20 мм2. В обоих численных экспериментах мы ориентировались на макро-
скопический режим регистрации данных. Поэтому в [5] при реконструкции учитывались 
только ИД-связи, для которых расстояние между источником и детектором было больше 
равно 8 мм. Видимо, по этой причине, несмотря на формально большое количество ис-
точников и детекторов, были получены некорректные реконструкции, на которых изоб-
ражения флуоресцентных включений аномально вытягивались вдоль направления z, пер-
пендикулярного плоскости ввода и вывода света. Иначе говоря, имела место деградация 
пространственного разрешения вдоль данного направления. Подобного эффекта нам уда-
лось избежать в [6], используя геометрию сканирования. В [6] восстанавливались флуо-
ресцентные включения малого размера (500, 200 и 100 мкм) и были получены весьма об-
надеживающие результаты. На рисунке 1 представлен фрагмент 3D реконструкции с 
включениями диаметром 100 мкм (слева), а также его 2D сечения: z- и y- срезы (в центре 
и справа соответственно). 

 

 
Рисунок 1 – Фрагмент реконструкции с флуоресцентными включениями диаметром 100 мкм 
 
Из рисунка 1 видно, что визуально периодические структуры разрешаются друг 

относительно друга. Коэффициент передачи модуляции, который мы оценили как от-
носительную глубину провала между двумя максимумами интенсивности [9], равен 
приблизительно 40%. Это означает, что и количественно в соответствии с критерием 
Фуко-Релея имеет место надежное разрешение структур. Заметим, что представленный 
на рисунке 1 результат получен с использованием оригинального алгоритма ART-FIST, 
предложенного нами в [6]. С помощью же алгоритма ART-TV [11], который также ис-
следовался, разрешить включения диаметром 100 мкм не получилось. 

В [5] была сделана попытка разделить параметры флуоресценции. К сожалению, 
полученные изображения оставили желать лучшего. При разделении мы обращали опре-
деленную систему, а такой подход очень чувствителен к ошибкам при реконструкции 
FPDF. Забегая вперед, можно заметить, что в [7] мы решили эту проблему посредством 
перехода к переопределенной системе и применению для ее решения метода наименьших 
квадратов с регуляризацией. В [6] разделение параметров флуоресценции не выполня-
лось. Изображения, представленные на рисунке 1, визуализируют распределение коэф-
фициента поглощения флуорофора, восстановленное для выбранного постоянного зна-
чения времени жизни. 

 
Результаты физического эксперимента 
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Эксперимент [7] проводился в ФГУ “Федеральный исследовательский центр 
“Фундаментальные основы биотехнологии РАН”. Экспериментальная установка была 
сконструирована на основе системы счета одиночных фотонов с корреляционной обра-
боткой во времени (TCSPC) компании Becker & Hickl GmbH (Берлин, Германия). Для 
возбуждения флуоресценции использовали импульсный лазер суперконтинум SC-450-
6 компании Fianium (Саутгемптон, Англия). Регистрация время-разрешенных сигналов 
флуоресценции выполнялась в геометрии обратного рассеяния с помощью трехканаль-
ного оптоволоконного зонда, в котором четыре волокна закреплены линейно с межосе-
вым расстоянием 1,1 мм. Первое волокно использовалось для ввода возбуждающего 
пучка света, последующие три волокна – для регистрации. Таким образом, мы имели в 
наличии всего три расстояния между источником и детектором: 1,1; 2,2 и 3,3 мм. В ка-
честве фантома использовался параллелепипед размером 33 40 15× ×  мм3 из однородного 
имитирующего биологические ткани материала INO Biomimic. Фантом имел цилиндри-
ческое отверстие радиусом 1,5 мм, в которое помещался флуоресцирущий раствор Cy5. 
Зонд перемещался по поверхности фантома c шагом 0,5 мм с помощью микрометриче-
ской подвижки. Размер области сканирования составил 9х9 мм2. Поскольку использо-
вался мезоскопический режим, функции чувствительности рассчитывались не аналити-
чески как в [5] и [6], а с помощью метода Монте-Карло, для чего был разработан спе-
циальный код TurbidMC [8]. 

Несмотря на неоптимальную геометрию, нам удалось подобрать верную страте-
гию формирования массивов измерительных данных и матриц чувствительности. Она 
заключалась в выборе для реконструкции FPDF не одного, а нескольких временных 
отсчетов каждого измеренного время-разрешенного сигнала с тем, чтобы компенси-
ровать сильную недостаточность данных. В результате нам удалось вполне адекватно 
восстановить FPDF, и даже выполнить корректное разделение распределений коэф-
фициента поглощения флуорофора и времени жизни флуоресценции (см. рисунок 2) 
посредством построения и решения переопределенной системы (4).  

 

 
Рисунок 2 – Результат разделения распределений параметров флуоресценции: (а) коэффици-

ент поглощения флуорофора, (б) – время жизни флуоресценции 
 
В процессе обработки данных эксперимента [7] выяснилось, что точность нашего 

метода во многом (в большей степени, чем этого бы хотелось) зависит от доступности 
априорной информации об объекте. Оказалось, что крайне важно правильно выбрать 
начальные приближения оптических и флуоресцентных параметров, а также жела-
тельно учитывать место локализации флуорофора при расчете функций чувствительно-
сти. В такой ситуации возникла идея модернизировать метод таким образом, чтобы 
иметь возможность часть необходимой информации получать апостериорно в процессе 
реконструкции. Краткое изложение идеи дано в разделе “Анализ и обсуждение резуль-
татов”.  
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Заметим, что в [7] фантом не был предназначен для тестирования пространствен-
ного разрешения, подобно численным объектам, реконструированным в [5] и [6], по-
этому на уровне физического эксперимента метод не был верифицирован как метод 
субмиллиметрового разрешения. Это также необходимо учесть при планировании даль-
нейших экспериментов. 

Наконец, в [8] мы сравнили результаты моделирования время-разрешенных сиг-
налов флуоресценции с экспериментальными импульсами, измеренными в [7], и полу-
чили очень хорошее совпадение. Это навело на мысль в дальнейшем использовать мо-
дельные данные для калибровки процедуры реконструкции, в частности, определения 
начала отсчетов времен задержки детекторов t . 

 
Анализ и обсуждение результатов 
Сравнивая геометрии регистрации данных в [5], [6] и [7], следует отметить, сле-

дующее. Геометрия сканирования [6] вряд ли подходит для практического воплощения. 
Для ее реализации требуется сканирующее устройство. Кроме того, она не рассматри-
вает “короткие” ИД-связи, свойственные мезоскопическому режиму, и могут возник-
нуть проблемы с точностью воспроизведения структур на малых глубинах (менее 3 мм). 
Геометрия физического эксперимента [7], напротив, имеет очень ограниченную номен-
клатуру расстояний между источником и детектором мезоскопического диапазона. В 
этом случае методу может не хватить глубинной чувствительности. Как ни удиви-
тельно, предпочтение хотелось бы отдать геометрии [5]. На данном этапе исследований 
она не раскрыла свой потенциал, поскольку не были задействованы “короткие” ИД-
связи. В действительности же она представляет собой геометрию, характерную для 
диффузионной оптической томографии высокой плотности (high density diffuse optical 
tomography, HD-DOT), которая с успехом применяется в нейродиагностике [14]. Таким 
образом, в дальнейших экспериментах следует сочетать макро- и мезо- режимы реги-
страции, выбирать геометрию с многочисленными перекрестными ИД-связями, охва-
тывающими большой диапазон расстояний источник-детектор (0,5 – 12 мм). 

Об идее модернизации метода. Апостериорная информация об оптических пара-
метрах может быть получена методом HD-DOT [14]. Для реконструкции параметров 
флуоресценции предлагается итерационный подход с последовательным приближе-
нием коэффициента поглощения флуорофора и времени жизни флуоресценции и ис-
пользованием апостериорной информации, полученной на предыдущих итерациях. При 
этом уже на первой итерации будет оценено место локализации флуорофора, что тре-
буется для корректного расчета функций чувствительности. Важно, что итерационный 
подход избавит от процедуры разделения параметров, которая, как выяснилось, очень 
чувствительна к ошибкам реконструкции FPDF. 

Важной характеристикой метода является его глубинная чувствительность. В [6] 
исследованы глубины до 9 мм. В [7] глубина залегания флуорофора – менее 4 мм. Реально 
же интерес представляют глубины до 20 мм включительно. Поэтому имеет смысл рас-
смотреть вопрос о возможности искусственного увеличения диапазона исследуемых глу-
бин. Полагаем, что для этой цели могут быть использованы методы оптического просвет-
ления ткани [15], которые уже широко применяются в оптической микроскопии. 

 
Заключение 
В данной работе представлен скрупулезный анализ результатов, полученных ав-

торами в рамках исследования оригинального метода время-разрешенной флуоресцент-
ной молекулярной томографии, основанного на асимптотическом приближении функ-
ции источника флуоресценции. Авторы считают, что представленный анализ, без-
условно, носит новаторский характер, поскольку он позволил не только вскрыть недо-
работки предыдущего этапа работ, но и сгенерировать новые идеи, наметить конкрет-
ные направления дальнейших исследований метода на уровне экспериментов с фанто-
мами и лабораторными животными. По результатам проведенного анализа следует 
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заключить, что метод сохраняет реальную надежду на то, что он будет верифицирован 
как метод субмиллиметрового пространственного разрешения и высокой глубинной 
чувствительности и найдет практическое применение в экспериментальной онкологии. 
Для этого, безусловно, необходимо продолжить исследования. К числу направлений 
дальнейших исследований нужно отнести следующие: 

1. В дальнейших экспериментах целесообразно сочетать макро- и мезо- ре-
жимы регистрации данных и ориентироваться на геометрию типа HD-DOT 
с большим диапазоном расстояний источник-детектор. 

2. Следует реализовать и исследовать итерационную версию метода, в рамках 
которой коэффициент поглощения флуорофора и время жизни флуорес-
ценции будут восстанавливаться последовательно с использованием апо-
стериорной информации, полученной на предыдущих итерациях. 

3. С целью верификации метода как метода субмиллиметрового простран-
ственного разрешения необходимо поставить и провести физический экс-
перимент по реконструкции фантома с флуоресцентными включениями, 
образующими периодические пространственные структуры. 

4. Следует поставить и провести численный и физический эксперименты по 
оценке влияния эффекта просветления ткани на точность воспроизведения 
структур на различных глубинах. 

5. Ближайшей задачей авторов является также переход от экспериментов с 
фантомами к экспериментам с лабораторными животными. 
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PROTOPLAN: СИСТЕМА ДОЗИМЕТРИЧЕСКОГО ПЛАНИРОВАНИЯ 
В статье представлены основные возможности и характерные особенности цифро-
вой системы для дозно-анатомического планирования стереотаксической радиохирур-
гии (SRS) методом напролёт узким пучком протонов СЦ-1000, имеющим энергию 1 
ГэВ. Разработка направлена на преодоление недостатков технических решений, суще-
ствовавших в ПИЯФ и определение вектора дальнейшего развития SRS. 
Ключевые слова: система планирования лечения, гарантия качества лучевой терапии, 
протонная стереотаксическая радиохирургия. 
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PROTOPLAN: A DOSIMETRIC PLANNING SYSTEM 
The article presents the main capabilities and characteristic features of a digital system for 
dose-anatomical planning of stereotactic radiosurgery (SRS) by the on through-method with 
a narrow proton beam of SC-1000 having an energy of 1 GeV. The development overcomes 
the shortcomings of technical solutions that existed in the PNPI and determines the vector of 
further development of SRS. 
Keywords: treatment planning system, radiation therapy quality assurance, proton stereotac-
tic radiosurgery. 

 
Введение. 
Стереотаксическая радиохирургия (SRS) протонами применяется в основном для 

глубокозалегающих малоразмерных новообразований, локализованных в головном 
мозге. С энергией частиц 1 ГэВ она является уникальным методом лучевой терапии. В 
частности, в годы становления протонной терапии в мире методика SRS протонами, 
проходящими напролёт, была реализована в Беркли [1, с. 146]. В России клинический 
опыт применения узких высокоэнергетических протонов [2, с. 10-17] является един-
ственным и получен с использованием терапевтического канала синхроциклотрона СЦ-
1000 Петербургского института ядерной физики (ПИЯФ, г. Гатчина).  

В ходе проведения стереотаксического облучения внутричерепных мишеней до 
2 см3 малый размер пучка при наведении (в соответствии с клиническим планом полная 
ширина на половине высоты может составлять от 5 до 10 мм) и высокий краевой гради-
ент при расчёте поглощённой дозы в области интереса требуют безукоризненной точ-
ности.  



Секция 8.  МЕДИЦИНСКАЯ ФИЗИКА 
 

Материалы конференции NT + ME`23. – ISBN 978-5-6044060-3-8                                      170  

Компьютерное планирование и прогнозирование радиотерапевтической дозы – 
эффективный подход, введённый мировыми стандартами в подготовительный этап лу-
чевой терапии онкологических заболеваний и подтверждающий безопасность и надёж-
ность проведения сеансов до облучения. Расчёт дозовой нагрузки вручную на сегодня 
считается устаревшей методикой и экспериментальные данные в основном использу-
ются только для верификации дозы. Готовые пакеты программ не подходят для имита-
ции применения протонов с фиксированной энергией 1 ГэВ на терапевтической уста-
новке ПИЯФ. 

Цель работы. 
В соответствии с необходимостью обновления методики планирования [3, с. 82] 

была поставлена цель разработать программное обеспечение (ПО), в котором будут 
учтены: энергия, размер, профиль и углы сходимости и расходимости протонного пучка 
СЦ-1000; изменение линейной передачи энергии по траектории; отсутствие у медицин-
ского протонного комплекса системы гантри; облучение напролёт по методике пере-
крёстного (изоцентрического) облучения; осуществление ротаций элементов терапев-
тической установки (перемещения на заданные углы с возможностью задания скорости 
движения элементов установки); рассеяние в облучаемом объекте и «размытие» распре-
деления дозы за счёт вклада рождающихся в процессе взаимодействия протонов с био-
логическими тканями вторичных частиц и ядер отдачи. 

Материалы и методы. 
Разработанная система цифрового дозно-анатомического планирования (СДАП) 

[4, с. 275] названа ProtoPlan и работает в 3D-режиме. Основу ProtoPlan составляют стан-
дартные типы модулей и инструментов: регистрации изображений медицинской интро-
скопии, определения зон интереса, внесения или вычисления данных о параметрах ме-
дицинского протонного комплекса, расчёта и отображения трёхмерного распределения 
дозы по отношению к анатомии пациента, оценки плана, оптимизации распределения 
доз, документирования утверждённых планов, архивирования. Стандартный функцио-
нал продиктован международными рекомендациями и руководящими принципами 
ICRU, IAEA, AAPM, ACR-ASTRO, QUANTEC и другими. Существенно ProtoPlan от-
личается от других систем планирования вследствие конструктивных характеристик 
СЦ-1000, методики радиотерапии и технических характеристик терапевтической уста-
новки, техники доставки излучения и параметров пучка. 

«Медицинский» пучок протонов СЦ-1000 [5, с. 424-432] имеет малое поперечное 
сечение и строго прямолинейно распространяется в тканях, вследствие чего осуществ-
ляет равномерную ионизацию вдоль траектории. Угловая расходимость пучка при про-
ведении сеанса протонной терапии намного меньше, чем при радиотерапии методом 
пика Брэгга, что упрощает планирование лечения. Профиль релятивистского протон-
ного пучка стабильный, подчиняется закону распределения Гаусса и обеспечивает 
очень чёткие контуры дозы, позволяющие сохранить критически важные структуры. 

Формирование дозного распределения осуществляется магнитно-оптическим ме-
тодом, при этом пучок на входе в объект и на выходе из объекта облучения сохраняет 
свои размеры и не создаёт ореола дозы, не уменьшает градиент дозы между целевым 
объёмом и органами риска, имеет слабое боковое рассеяние. Стандартные системы типа 
гантри, технология которых заключается в том, что источник вращается вокруг паци-
ента, не могут быть применены для протонов релятивистских энергий излучения. В 
сравнении с техниками облучения других центров, отличия заключаются в вопросах 
транспортировки, формирования и дозиметрии пучка [6, с. 6-11].  

Мишени нельзя облучать протонами 5-10 мм с энергией 1 ГэВ областью пика 
Брэгга, поэтому используется методика перекрёстного обстрела: один и тот же пучок 
наводится в изоцентр под разными углами. Доза концентрируется в нужной точке за 
счёт фокусировки пучка в точку облучения (изоцентр) дублетом квадрупольных маг-
нитных линз и путём медленных поворотов в двух взаимно перпендикулярных плоско-
стях относительно мононаправленного стационарного горизонтального пучка 
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элементов установки для проведения стереотаксической протонной терапии (УПСТ): 
лечебного стола и деки прибора, фиксирующего голову. Так дозные поля являются 
строго локализованными и имеют высокий краевой градиент, а нормальные ткани, кри-
тические органы и структуры, находящиеся в зоне интереса, при этом остаются в мак-
симальной сохранности. Как правило, в целях обеспечения гарантии качества, ротация 
вокруг вертикальной оси составляет не более 80°, а ротация вокруг горизонтальной оси 
ограничена 72°. Данный метод [7, с. 7-9, с. 20-29] известен как «Гатчинский». В резуль-
тате изоцентрического многопольного облучения протоны описывают траекторию, как 
показано на рис. 1. 

 
Рис. 1. Схема облучения опухоли Гатчинским методом. 

Показано направление протонного пучка (вдоль оси Y), проходящего через центр мишени при сте-
реотаксическом облучении с применением ротации лечебного стола вокруг оси Z на ±40° и маятни-
кообразных движений деки прибора, фиксирующего голову, на ±36° вокруг оси X. 

 
Доза, получаемая пациентом, в ProtoPlan рассчитывается с использованием пакета 

GEANT4 на основе взаимодействия 1 ГэВ протонов с веществом, биологическими тка-
нями, и с учётом вклада образующихся при взаимодействии с пациентом вторичных 
компонентов [8, с. 207-212]. Алгоритмы основаны на методе Монте-Карло с парамет-
ризацией интегральных свойств и на модели пучка в 3D-геометрии. ПО учитывает ди-
вергенцию пучка во всех направлениях, осуществляет свёртку профиля входного пучка 
с параметрами рассеяния, моделирует идеально узкий параллельный входной пучок, 
поперечный профиль которого подчиняется закону распределения Гаусса.  

Полученные результаты. 
На рис. 2 показан общий вид системы планирования. ProtoPlan содержит весь не-

обходимый функционал для планирования протонной терапии узким 1 ГэВ пучком. Ос-
новными возможностями ПО являются: получение данных с диагностических 
устройств (ДД), поддержка формата DICOM; восстановление изображений из исход-
ного набора 2D-срезов; определение плотности тканей и точного элементного состава; 
технология совмещения данных в 3D (Fusion); обработка ДД (применение инструмен-
тов для работы с изображениями и зоной интереса); сегментация целевых объёмов и 
органов риска; расчёт поглощённой дозы от заданного пучка и представление наложен-
ных на анатомические изображения 2D- и/ или 3D- дозных распределений; построение 
гистограмм «доза-объем» для мишеней и критических органов; экспорт плана облуче-
ния в программу управления терапевтической установкой.  
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Рис. 2. Рабочее окно в системе дозно-анатомического планирования ProtoPlan. 

После разработки ProtoPlan стало возможным моделирование условий облучения 
и прогнозирование дозы при различных параметрах УПСТ и пучка. В зависимости от 
размера, формы и локализации мишени стало возможным создание необходимой кон-
формности пучка. Расчёт дозных нагрузок в мишени и прилегающих тканях стал более 
точным. Погрешность алгоритма расчёта дозы во всех точках облучаемого объёма, ал-
горитма интерполирующей функции, алгоритма автоматического оконтуривания и всех 
других алгоритмов, используемых в ProtoPlan, не превышает 2%.  

Программа была многократно обкатана. СДАП стабильна, использует индивиду-
альный алгоритм расчёта и оценки дозы, определяющий оптимальное решение для 
схемы лечения, решает проблему создания индивидуального плана, имеет возможность 
вносить коррективы на всех этапах его создания, гарантирует достижение запланиро-
ванного радиотерапевтического результата.  

Система планирования радиотерапии была зарегистрирована Федеральной служ-
бой по интеллектуальной собственности (РОСПАТЕНТ) и внесена в Реестр программ 
для электронно-вычислительных машин (ЭВМ), регистрационный № 2021680869 от 
15.12.2021. А после включения ProtoPlan в состав УПСТ было получено разрешение на 
проведение клинических испытаний медицинского изделия № 1192/2022 от 12.12.22.  

Выводы. 
Существующие коммерческие ПО не соответствовали задачам, поставленным к 

компьютеризированной системе для дозиметрического планирования стереотаксиче-
ской радиохирургии на УПСТ протонами с энергией 1 ГэВ. Разработка ProtoPlan в пол-
ном объёме решила их. Система планирования обеспечивает гарантию качества про-
тонной терапии, облегчает и ускоряет работу, значительно снижает вероятность оши-
бок и повышает качество лечения. Корректность алгоритмов расчёта дозы проверяется 
при верификации. 

Заключение. 
Впервые была разработана система цифрового дозиметрического планирования 

стереотаксической радиохирургии протонами с энергией 1 ГэВ, проходящими навылет 
и облучающими по изоцентрической ротационной технике, которая впоследствии во-
шла в состав медицинского протонного комплекса ПИЯФ и усовершенствовала мето-
дику планирования радиотерапии. 

С получением заключения о возможности проведения клинических испытаний 
УПСТ появилась возможность перейти к регистрации медицинского изделия, а в пер-
спективе – возобновить медицинскую деятельность. 
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ОБОСНОВАНИЕ ПРИМЕНЕНИЯ ВОЛОКОННО-ОПТИЧЕСКОГО РЕФРАК-
ТОМЕТРИЧЕСКОГО  СПОСОБА  ЭКСПРЕСС-ДИАГНОСТИКИ ВИРУСНЫХ 
ЗАБОЛЕВАНИЙ 
В статье дано обоснование применения нового способа диагностики вирусных заболе-
ваний путем измерения показателя преломления биожидкости, например, ротовой 
жидкости. Проведен анализ известных рефрактометрических способов измерения по-
казателей преломления жидкостных сред, показавший их низкие точность, скорость 
и воспроизводимость результатов измерений в реальном масштабе времени. Предло-
женный волоконно-оптический рефрактометрический способ неинвазивной экспресс-
диагностики вирусных заболеваний, в том числе SARS-CoV-2 позволит устранить дан-
ные недостатки. 
Ключевые слова: волоконно-оптический рефрактометрический способ измерения, 
микросенсор, коэффициент преломления, экспресс-диагностика, биожидкость, свето-
вой поток, апертурный угол 

 
 T.I. Murashkina, V.A. Badeev   

Penza State University  
 

JUSTIFICATION OF THE USE OF FIBER-OPTIC REFRACTOMETRIC METHOD 
OF RAPID DIAGNOSIS OF VIRAL DISEASES 
The article substantiates the application of a new method for the diagnosis of viral diseases 
by measuring the refractive index of biofluid, for example, oral fluid. The analysis of known 
refractometric methods for measuring refractive indices of liquid media has been carried out, 
showing their low accuracy, speed and reproducibility of measurement results in real time.The 
proposed fiber-optic refractometric method for noninvasive rapid diagnosis of viral diseases, 
including SARS-CoV-2, will eliminate these shortcomings. 
Keywords: fiber-optic refractometric measurement method, refractive index, express diag-
nostics, bio-liquid, luminous flux, aperture angle  

 
Введение  
На разных стадиях диагностики вирусных заболеваний необходимы соответству-

ющие достоверные способы измерения параметров биожидкостей [1,2].  
Толчком для создания нового способа измерения коэффициентов преломления 

жидкостей послужили проблемы в период пандемии при диагностике вирусного забо-
левания Covid-19, а именно большая длительность диагностики заболевания и малая 
воспроизводимость результатов измерений. На сегодняшний день проблема быстрого 
измерения показателя преломления жидкостных сред (например, ротовой жидкости) в 
реальном масштабе времени с высокой точностью и воспроизводимостью не решена [1, 
2].  

Цель работы - разработка физических основ преобразования оптического потока 
в волоконно-оптической микросистеме, реализующей новый рефрактометрический 
способ неинвазивной экспресс-диагностики вирусных заболеваний, в том числе SARS-
CoV-2. 

Материалы и методы  
Проведен анализ известных способов измерения параметров биожидкостей, неко-

торые из которых обсуждаются в статье. 
Известен ряд рефрактометрических способов определения коэффициента прелом-

ления жидкости, один из которых основан на прохождении света через две призмы, 
между гипотенузными гранями которых помещают несколько капель исследуемой 
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жидкости. Лучи света,  выходящие из измерительной призмы, поступают в зрительную 
трубу, по границе раздела света и тени, наблюдаемой в зрительной трубе, определяют 
коэффициент преломления [3]. 

Недостатки известного способа: 
- измерения предельного угла проводят по границе света и тени, которая недоста-

точно четкая для высокоточных измерений, а это приводит к погрешностям определе-
ния коэффициента преломления; 

- если исследуются жидкости с вирусами, то конструкция устройства, реализую-
щего способ, не отвечает условиям безопасности, после каждого измерения необходимо 
проводить дезинфекцию устройства, что не отвечает требованиям экспресс-анализа и 
резко удорожает процедуру анализа. 

Известен другой рефрактометрический способ определения коэффициента пре-
ломления жидкости, основанный на использовании зависимости показателя преломле-
ния бинарной смеси (состоящей из растворителя и исследуемого компонента), которую 
заливают в тонкостенную призматическую кювету или в призматическую выемку в ма-
териале с известным коэффициентом преломления и по углу отклонения луча опреде-
ляют искомый коэффициент преломления [4].  

Недостатки известного способа: 
- малая чувствительность и низкая точности измерения, так как, например, если в 

воде с коэффициентом преломления 1,33 растворить хлорид натрия (30 %), то коэффи-
циент преломления должен составить 1,37; разность коэффициентов в 0,04 зарегистри-
ровать с высокой точностью можно только, используя сложные аппаратные средства, 
не подходящие для точного экспресс-анализа; 

- трудно определить или обеспечить процентное соотношение растворяемых ве-
ществ, что существенно влияет на значение показателя преломления исследуемой жид-
кости; 

- реализация призматической кюветы, в которой точно соблюдены все ее геомет-
рические параметры, удорожает устройство, реализующее способ; 

- большое время проведения измерений из-за необходимости размещения жидко-
сти в призмах, а использование нескольких призм будет осложнено из-за их дорого-
визны и отсутствия в свободном доступе в необходимых количествах (когда, например, 
речь идет об анализах на Covid-19). 

Наиболее близким по технической реализации к новому способу является воло-
конно-оптический способ преобразования светового потока, не относящийся к рефрак-
тометрическим способам, но частично используемый авторами для решения поставлен-
ной задачи [5,6]. Он заключается в том, что на выходе подводящего оптического во-
локна (ПОВ) формируется световой конус, который падает на боковую поверхность 
прозрачного цилиндра, перемещающегося под воздействием измеряемой физической 
величины, преломляется на границе «воздух – стекло», проходит через тело цилиндра, 
вторично преломляется на  границе «стекло – воздух», направляется на приемный торец 
отводящих оптических волокон (ООВ), при этом в зоне расположения ООВ формиру-
ется эллипсоидная освещенная структура, частично перекрывающая торцы ООВ, по из-
менению интенсивности оптических сигналов на выходе ООВ судят о значении изме-
ряемой физической величины (рисунки 1, 2). 
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Рисунок 1 – Формирование эллипсоидного светового пятна 
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Рисунок 2 – К пояснению известного волоконно-оптического способа преобразования оптиче-

ских сигналов в волоконно-оптическом преобразователе микроперемещений [6] 
 

Изменение положения линзы (например по оси Х) приводит к изменению всех уг-
лов падения и преломления и изменению углов ΘВЫX1 и ΘВЫX2, под которыми свет падает 
на приемные торцы ООВ. При этом в плоскости расположения приемных торцов ООВ 
наблюдается эллипсоидная освещенная зона, меняющая свое положение относительно 
торцов ООВ. 

Недостаток этого способа заключается в том, что он не может быть применен в 
полной мере для измерения показателя преломления прозрачных жидкостей из-за тех-
нической реализации измерительных преобразователей, в основе принципа действия 
которых он лежит, а также в силу конструктивного исполнения цилиндра, не имеющего 
полости для заполнения жидкостью. 

Предложено было адаптировать предшествующие разработки научной школы 
«Волоконно-оптическое приборостроение» г. Пензы для решения данной проблемы, а 
именно волоконно-оптические микросенсоры микроперемещений на основе стержне-
вых линз. В результате подана заявка на изобретение №2021130405 от 18.10.2021, Во-
локонно-оптический способ определения коэффициента преломления прозрачного 



Секция 8.  МЕДИЦИНСКАЯ ФИЗИКА 
 

Материалы конференции NT + ME`23. – ISBN 978-5-6044060-3-8                                      177  

вещества и реализующий его волоконно-оптический рефрактометрический измери-
тельный преобразователь» [7]. 

Полученные результаты  
Сделано предположение, что изменить трассу прохождения светового потока в 

измерительном преобразователе, рассмотренном выше, можно не только перемеще-
нием линзы, но и изменением показателей преломления элементов оптической си-
стемы, например, изменяя коэффициент преломления цилиндра. Для этого его надо вы-
полнить полым и заполнить жидкостью, коэффициент преломления которой необхо-
димо измерить. 

Образец ротовой жидкости располагается в цилиндрической прозрачной трубке, 
относительно боковой поверхности которой с противоположных сторон на расчетном 
расстоянии располагаются излучающий торец ПОВ и приемный торец ООВ (рисунок 
3). 

 

 
 

Рисунок 3 – Построения для определения функции преобразования ВОРМС 

 

Световой поток с выхода ПОВ под постоянным апертурным углом ΘNA в виде по-
лого усеченного конуса падает на боковую поверхность прозрачной цилиндрической  
трубки, заполненной жидкостью, преломляется на цилиндрических границах разделов 
сред: «воздух-материал трубки», «материал трубки - жидкость», «жидкость - материал 
трубки», «материал трубки - воздух» и под некоторыми углами ΘВЫX1 и ΘВЫX2, завися-
щими от коэффициентов преломления и соотношения размеров всех сред, падает на 
приемный торец ООВ. Интенсивность светового потока с выхода ООВ зависит от ко-
эффициента преломления ротовой жидкости.  

Изображение излучающего торца ПОВ 6 в плоскости А-А, где расположены при-
емные торцы ООВ, меняет свой контур при изменении показателя преломления жидко-
сти, что, в свою очередь, ведет к изменению площади перекрытия приемных торцов 
ООВ 7 и 8 световым пятном.  

Возможность расположения ООВ 7 и 8 с некоторым допустимым смещением по 
окружности частично снижает требования к процедуре юстировки оптической системы. 
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Расстояния l1 и l2, внешний и внутренний диаметры цилиндрической трубки dц, 
dвещ выбираются из условия максимального ввода светового потока и конструктивного 
согласования элементов оптической системы.  

Кроме того, необходимо не только разместить ООВ на нужном расстоянии, но 
также позиционировать их таким образом, чтобы оптические лучи попадали в оптиче-
ское волокно под углами, не превышающими апертурный угол оптического волокна 
ΘNA.  

Применяется подход к исследованиям, заключающийся в учете пространствен-
ного распределения мощности светового потока на излучающем торце ПОВ в виде по-
лого усеченного конуса [5]:  

1) распространение света во всех направлениях симметрично,  
2) световой поток состоит из лучей, лежащих в одной плоскости, которые обра-

зуют два множества параллельных лучей,  
3) поперечное сечение пучка имеет круговую и кольцевую зоны (рисунок 4). 

 

      
 

α = 2ΘNA – угол при вершине конуса, где ΘNA - апертурный угол оптического волокна  
Рисунок 4 - Распространение света с каждой точки излучательного торца ПОВ  

 
Распределение интенсивности IXi в дальней зоне дифракции определится как: 
 

       IXi    rвнут ≤ |y| ≤ Rвн 
2IXi     |y| ≤ rвнут (1) 

 
Интенсивность IXi рассчитывается как освещенность от отдельного луча, прошед-

шего расстояние :
NA

i

Θcos
X

2

22 cossin

i

NANA
X X

BI
I

ΘΘ
= , где В – яркость излучения, Вт/(см2ср). 

Сделаны важные методологические выводы: 1) в зоне измерений имеются сече-
ния, в которых освещенность равномерная, и сечения, где освещенность резко умень-
шается в направлении от оптической оси; 2) при конструировании волоконно-оптического 
рефрактометрического микросенсора трубку с жидкостью следует располагать в сечении 
В−В, где однородное распределение освещенности, исключающее неоднозначность опре-
деления коэффициента преломления. 

Распространение света виде полого конуса позволяет его разделить на два и более 
независимых световых потока непосредственно в зоне измерения, например используя 
два и более ООВ, приемные торцы которых располагаются на расчетном расстоянии 
друг от друга. При этом верхняя часть светового потока поступает по верхнему ООВ на 
первый приемник излучения, нижняя часть светового потока по нижнему ООВ посту-
пает на второй приемник излучения. Оптические сигналы на приемниках излучения 
преобразуются в электрические сигналы, причем перед началом измерения в полость 
цилиндра заливают калибровочную жидкость с известным коэффициентом преломле-
ния n0, далее на место трубки с калибровочной жидкостью помещают аналогичную ци-
линдрическую трубку с жидкостью, коэффициент преломления nж которой необходимо 

 

IXi = 
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определить. По изменению в k-раз интенсивности оптического сигнала на выходе ООВ 
определяют коэффициент преломления жидкости по формуле nж=kn0. 

Выводы. Предлагаемый новый волоконно-оптический рефрактометрический 
способ измерения показателя преломления жидкости позволит: 

- повысить чувствительность преобразования оптических сигналов, обеспечивае-
мой снижением потерь светового потока в микрометрическом оптическом тракте изме-
рительного преобразователя;  

- повысить  точность измерения показателя преломления биожидкости (например, 
ротовой жидкости) при вирусных заболеваниях, в том числе при SARS-CoV-2;  

- упростить процедуру юстировки оптической системы микросенсора;  
- проводить предварительную калибровку микросенсора;  
- выполнять при необходимости двухканальное преобразование оптических сиг-

налов в зоне восприятия измерительной информации для снижения в 2 и более раз боль-
шинства дополнительных погрешностей микросенсора; 

- уменьшить массо-габаритные характеристики микросенсора;  
- обеспечить высокую воспроизводимость (до 98 %) результатов измерений; 
- проводить экспресс-диагностику состава биожидкости;  
- использовать в зоне  измерения оптическое излучение мощностью не более 10 

мкВт, что при необходимости позволит проводить измерения в искро-взрыво-пожаро-
опасных средах;  

- исключить любые негативные последствия от электромагнитного воздействия 
на здоровье пациента и на результаты измерения. 

 
Заключение.  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются: 
- системный подход к оценке ситуации в области диагностики параметров 

биожидкостей с помощью рефрактометрических способов преобразования оптических 
сигналов, показавший отсутствие таковых для экспресс-диагности в реальном мас-
штабе времени; 

- подход к исследованиям, заключающийся в учете пространственного распреде-
ления мощности светового потока на излучающем торце ПОВ в виде полого усеченного 
конуса; 

- новый волоконно-оптический рефрактометрический способ измерения показа-
телей преломления исследуемых биожидкостей. 
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ИЗМЕРЕНИЕ ДАВЛЕНИЯ ЯЗЫКА НА НЁБО С ПОМОЩЬЮ ВОЛОКОННО-
ОПТИЧЕСКОГО МИКРОСЕНСОРА 
Предлагается методика измерения давления языка на нёбо при челюстно-лицевых па-
тологиях с помощью волоконно-оптического микросенсора давления, обеспечивающая 
высокие точность, воспроизводимость и достоверность результатов измерений. Ме-
тодика учитывает возраст, пол пациентов. Предложено проводить измерения давле-
ния при разных положениях языка в полости рта. 
Ключевые слова: методика, волоконно-оптический микросенсор, челюстно-лицевая 
патология, давление, язык, нёбо, полость рта  
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MEASURING THE PRESSURE OF THE TONGUE ON THE PALATE USING A FI-
BER-OPTIC MICROSENSOR 
A technique for measuring the pressure of the tongue on the palate in maxillofacial patholo-
gies using a fiber-optic pressure microsensor is proposed, providing high accuracy, repro-
ducibility and reliability of measurement results. The method takes into account the age, gen-
der of patients. It is proposed to measure pressure at different positions of the tongue in the 
oral cavity. 
Keywords: technique, fiber-optic microsensor, maxillofacial pathology, pressure, language, 
palate, oral cavity 

 
Введение 
Среди врожденных пороков развития лица у детей несращение губы и/или неба 

занимают первое место. Частота рождения детей с несращением губы и неба достаточно 
велика – от 1:500 до 1:1000 родившихся [1]. Для диагностики несращения губы и/или 
неба используют различные методики, одной из перспективных среди которых явля-
ются методики, основанные на измерении давления языка на нёбо [2]. В полости рта 
язык оказывает давление на окружающие ткани, так как является сильнейшим мышеч-
ным органом полости рта [3]. Язык при расщелине своей спинкой оказывает давление 
на нёбо, тем самым раздвигает нефиксированные сегменты горизонтальной небной пла-
стинки, что неблагоприятно для хирургического этапа реабилитации. Соответственно 
стоит задача определения закономерностей изменения давления языка на нёбо и другие 
окружающие анатомические образования полости рта от возрастно-половых особенно-
стей, диагноза в изменении лицевого скелета пациента (в том числе ребенка). Основная 
сложность при решении этой задачи заключается в том, что до сих пор не установлены 
точные значения давления языка на нёбо для различных патологий челюстно-лицевой 
области, хотя давление языка на небо является наиболее показательным источником 
информации о состоянии полости рта [4]. 

Как свидетельствуют результаты исследования (Proffit W.R., Knight J.M., 1977), 
во время глотания язык давит на зубы в боковых отделах в пределах (140±50) г/см2, в 
области кончика – (75±50) г/см2 [5]. Максимальное давление (562,3 г/см2 ) языком при-
ходится по средней линии на верхние передние зубы и передний участок неба (Kydd 
W.L., 1956). Исследования показывают, что во время глотания язык развивает силу, рав-
ную 369,2 ±14,0 г/см2. Причем внутриротовое давление языка во фронтальном отделе 
полости рта у женщин значительнее, чем у мужчин, и прямо пропорционально возрасту 
человека. 

С учетом данных факторов давление будет воспроизводиться в предполагаемом 
диапазоне (0,5…0,6) кг/см2, который по мере увеличения статистической информации 
будет уточняться. Данные значения будем уточнять путем реальных измерений у паци-
ентов разного возраста, пола и заболеваний с помощью современных волоконно-опти-
ческих средств измерения, к которым относятся волоконно-оптические микросенсоры 
(ВОМС) давления языка на нёбо [6,7,8].  

Цель исследования - повышение точности, воспроизводимости и достоверности 
результатов измерений давления языка на нёбо на основе разработки методики измере-
ния давления языка на нёбо при челюстно-лицевых патологиях с помощью безопасных 
высокопрецизионных ВОМС давления.  
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Материалы и методы  
Объективные методы предполагают постепенное накопление измерительной ин-

формации о значениях давления языка на нёбо. Дело в том, что в разных источниках 
медицинской информации приводятся достаточно противоречивые данные о диапазо-
нах давления языка. Соответственно для результативного использования ВОМС необ-
ходимо их уточнить. 

Для измерения этого давления изготовлен волоконно-оптический датчик давле-
ния языка на нёбо аттенюаторно-отражательного типа [8] (рисунок 1). 

 

 
 

Рисунок 1 – Фото ВОМС с волоконно-оптическим кабелем 
 

На начальном этапе испытаний можно только предполагать, как ВОМС будет 
установлен в полости рта пациента (рисунок 2) [3].  

 

                     
 

Рисунок 2 –Установка ВОМС в полости рта пациента [3] 
 

Перед проведением клинических измерений необходимо волоконно-оптическому 
датчику давления (ВОДД), основным элементом которого является ВОМС, приписать 
градуировочную характеристику, которую снимают в нормальных лабораторных усло-
виях [9]. Один цикл градуирования предполагает воспроизведение 8…10 значений дав-
ления P1, P2, ..., Pmax и записи в протокол испытаний значений выходного сигнала - вы-
ходного напряжения U1(P1), U2 (P2), ..., Umax (Pmax) [10]. Цикл градуирования повторяют 
еще три раза, т.е. всего должно быть не менее четырех циклов градуирования. 

Для выполнения процедуры градуировки ВОДД медицинского назначения необ-
ходимо воспроизводить низкие значения давления. Для этого используется набор одно-
значных мер веса (рисунок 3).  

Необходимое давление Pi от 0 до Рmax и от Рmax до 0 через каждые 0,1Рmax создается 
наложением на воспринимающий элемент ВОМС гирек массой от 60 до 600 грамм. При 
наложении гирьки происходит прогиб мембраны и изменяется интенсивность светового 
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потока Ф(Р), поступающего по волоконно-оптическому кабелю на электронный блок 
датчика. Соответственно меняется выходное напряжение U(P). 

По результатам выполнения процедуры градуирования находятся средние значе-
ния напряжения в каждой точке градуирования. В соответствии с градуировочной ха-
рактеристикой при необходимости значения давления могут выводиться на устройство 
индикации. По результатам градуирования и клинических испытаний будет уточнен 
диапазон измеряемых давлений. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Рисунок 3 – Схема для снятия градуировочной характеристики датчика 

 
Полученные результаты  
Для достижения поставленной цели разработана методика измерения давления 

языка на нёбо при челюстно-лицевых патологиях с помощью ВОМС.  
Перед началом измерений пациент располагается в стоматологическом кресле и 

укладывает голову на его подголовник в опорнофиксированном положении. Предвари-
тельно его знакомят с микросенсором и способом его установки в полости рта. Иссле-
дуемый привыкает к межзубному положению загубника ВОМС (см. рисунок 1) и про-
водит несколько тренировочных надавливаний языком на чувствительный элемент. 
Вначале пациент осуществляет легкое (без усилий) проглатывание 5 мл воды, в резуль-
тате чего производится минимальное (естественное) надавливание языка на чувстви-
тельный элемент ВОМС. Затем ему предлагается сделать языком максимально усилен-
ное отрывистое давление на чувствительный элемент ВОМС. Дальнейшие клинические 
исследования осуществляются в соответствии с разработанной методикой. 

 
Методика включает следующие этапы. 
1) Определить к какой возрастной и гентерной группе относится пациент. Сде-

лать соответствующие отметки в таблице 1. 
 

Таблица 1 – Возраст, пол пациента 
Возраст, лет пол 

0…1 1…5 … … 45…60 м ж 
       

 
2) Определить для конкретного возраста и пола пациента нормальные числовые 

значения давления языка на нёбо в соответствии с базой данных, которые занести в таб-
лицу 2.  

3) Установить ВОМС в полости рта в соответствии с рисунком 1, предварительно 
выполнив дезинфекцию рук 70% этиловым спиртом и другими дезинфицирующими 
средствами, и поместив часть ВОМС, размещаемую в полости рта, в гигиенический па-
кет. 

 

От оператора 

Электронный 

блок 

Микросенсор 
давления 

Набор однозначных 
мер веса 

P 

U(P) 

К оператору 

Ф(P)  Блок питания 

Волоконно-оптический датчик давления языка на нёбо 
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Таблица 2 – Значения давления языка на нёбо 
Возраст 1…5 (3) 
пол м 
Положение языка Нормальное значе-

ние давления 
языка на нёбо, P, 

кгс/см2 

Допустимое откло-
нение давления 

языка на нёбо, P, 
кгс/см2 

Среднее значение 
результата измере-

ния давления 
языка на нёбо, 

Pср±ΔPД, кгс/см2 

Максимальное зна-
чение реального 

отклонения давле-
ния языка на нёбо,  

ΔPР, кгс/см2 
4.1 Кончик языка в 

зубы 
    

4.2 Кончик языка к 
молярам 

    

4.3 Кончик языка 
перпендикулярен 

нёбу 

    

 
4) С помощью ВОДД провести измерения давления P языка на нёбо в трех поло-

жениях языка в полости рта: кончик языка в зубы, кончик языка к молярам, кончик 
языка перпендикулярен нёбу. 

Занести результаты измерений в таблицу 3.  
 

Таблица 3 – Результаты измерений давления P языка на нёбо 
 
 
Положение языка 

Выходное напряжение ВОДД, U, В 
(Измеренное значение давления языка на нёбо PИ, кгс/см2) 

Первое измерение Второе измерение Третье измерение Четвертое измере-
ние 

Кончик языка в 
зубы 

    

Кончик языка к мо-
лярам 

    

Кончик языка пер-
пендикулярен нёбу 

    

 
5) Повторить операции по пункту 4) еще 3 раза. 
6) Определить среднее значение результата измерения давления языка на нёбо Pср 

и занести в таблицу 2. 
7) Определить максимальное значение реального отклонения давления языка на 

нёбо по формуле 
maxДСРр )( PPPP ∆±−=∆ и занести  результаты расчета в таблицу 2.  

8) Определить патологию в соответствии с отклонениями от нормы. Сделать за-
писи в таблице 4.  

Таблица 4 – Выявленная патология 
Максимальное значение  

реального отклонения давления языка 
на нёбо, ΔPР, кгс/см2 

Патология 

  
 
Выводы  
Предлагаемая методика позволит:  
- исключить неоднозначность измерения давления языка на нёбо для разных воз-

растов, гентерной принадлежности пациентов, повысить достоверность результатов из-
мерений.  

- обеспечить высокую воспроизводимость (до 80 %) результатов измерений; 
- использовать в зоне  измерения оптическое излучение мощностью не более 10 

мкВт, исключить негативные последствия от электромагнитного воздействия на здоро-
вье пациента и на результаты измерения. 

Заключение. Авторы считают, что в данной работе новыми являются: 
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- системный подход к оценке ситуации в области диагностики ЧЛП с помощью 
ВОМС;  

- схема и последовательность снятия градуировочной характеристики датчика; 
- методика измерения давления языка на нёбо при ЧЛП с помощью ВОМС. 
Информация о финансовой поддержке: 
Исследование выполнено в рамках гранта Российского Научного Фонда и  
Кубанского Научного Фонда № 22-15-20069. 
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В.А. Ульянов   

ИФТ ФНИЦ “Кристаллография и фотоника” РАН 

 
ОСОБЕННОСТИ ТЕПЛОВОЙ ЛАЗЕРОИНДУЦИРОВАННОЙ КОАГУЛЯЦИИ 
БИОМОДЕЛЕЙ 
Исследованы особенности лазероиндуцированной тепловой коагуляции биомоделей 
применительно к задаче лечения гепатоцеллюлярной карциномы. Для доставки излуче-
ния в объем биомодели использовались оптические волокна с плоским торцом. Особен-
ностью коагуляции биомодели на основе яичного белка на длине волны 0,98 мкм явля-
ется наличие выраженного порога коагуляции. Как и в случае такой биомодели, объем 
образованного коагулята в образцах печени свиньи in vitro для длины волны 1,94 мкм 
значительно превосходит объем, получаемый при облучении образцов на длине волны 
0,98 мкм.   
Ключевые слова: лазер, оптическое волокно, биомодель, яичный белок, печень свиньи, 
тепловая коагуляция. 
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 A.K. Dmitriev, A.N. Konovalov, V.N. Kortunov, V.A. Ulyanov  
IPT FRC “Crystallography and Photonics” RAS 

 
PECULIARITIES OF THERMAL LASER-INDUCED COAGULATION OF BIO-
MODELS  
The peculiarities of laser-induced thermal coagulation of biomodels were studied in relation 
to the problem of treating hepatocellular carcinoma. To deliver radiation into the volume of 
the biomodel, optical fibers with a flat end were used. A peculiarities of coagulation of the 
biomodel based on chicken egg protein at a wavelength of 0.98 μm is the presence of a pro-
nounced coagulation threshold. As in the case of such a biomodel, the volume of coagulate 
formed in the liver for a wavelength of 1.94 μm significantly exceeds the volume obtained by 
irradiating the liver at a wavelength of 0.98 μm. 
Keywords: laser, optical fiber, biomodel, egg protein, pig liver, thermal coagulation. 

 
Введение   
Лазерная локальная гипертермия давно и активно используется в противоопухо-

левой терапии [1,2]. При традиционной лазерной гипертермии в температурном диапа-
зоне 40—45°С имеют место повреждения клеток, такие как деактивация ферментов, из-
менения в клеточных мембранах и зависимости от времени облучения - гибель клеток. 
При этом традиционная гипертермия в самостоятельном виде оказывает существенное 
противоопухолевое действие только в 12—13% случаев [3, 4]. При температуре  60-
70°С имеет место тепловая денатурация белков биоткани в результате необратимого 
нарушения пространственной структуры их молекул. Для обеспечения эффективности 
такой процедуры необходимо создать вокруг опухоли 3D-температурную область с гра-
ницей между опухолевой и здоровой тканями 60С (температура коагуляции белков 
ткани). Лазероиндуцированная коагуляция опухолевой ткани представляется более эф-
фективным подходом в связи с необратимой гибелью клеток опухолевой ткани. Одной 
из радикальных мер по снижению онкозаболеваний является их выявление и лечение 
на ранних стадиях. Одним из распространенных онкозаболеваний является печеночно-
клеточный рак - гепатоцеллюлярная карцинома (ГЦК), который диагностируется в 80% 
случаев всех видов заболеваний печени [5].  Сложность такого заболевания состоит в 
его стремительном прогрессировании: при некоторых формах ГЦК от момента выявле-
ния яркой клинической картины до летального исхода проходит всего несколько меся-
цев. Такого рода опухоли формируются в объеме органа и на начальной стадии заболе-
вания могут представлять собой сферические или эллипсовидные образования разме-
ром до 0,5- 1 см. Перспективным подходом для формирование 3D-температурной обла-
сти в объеме опухолевой ткани является локальная доставка лазерного излучения с по-
мощью оптических волокон, что позволяет управлять тепловыми полями в опухолевой 
ткани и на ее границах с минимальным повреждением здоровых тканей. Это дает воз-
можность подводить лазерное излучение к подповерхностным и глубоким образова-
ниям ГЦК.  

 
Цель работы. 
Целью данной работы является исследование особенностей формирования коагу-

лируемых объемов в биомоделях при тепловом воздействии лазерного излучения раз-
личных длин волн применительно к задаче лечения гепатоцеллюлярной карциномы.  

 
Материалы и методы. 
Схема установки для исследования динамики формирования коагулируемых объ-

емов в биомоделях представлена на рис. 1. В качестве источников лазерного излучения 
использовались полупроводниковый лазер мощностью до 10 Вт с длиной волны 0,98 
мкм и волоконный многомодовый лазер мощностью до 15 Вт с длиной волны 1,94 мкм. 
Для доставки излучения к биомодели использовалось оптическое волокно с диаметром 
сердечника 600 мкм. Мощность излучения, подводимая к биомодели, измерялась с 
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помощью измерителя мощности FieldMaster (Coherent). Для контроля и визуализации 
температурных полей использовался тепловизор A655sc (FLIR) с дополнительным объ-
ективом для увеличения. Для съёмки и визуализации процесса лазероиндуцированной 
коагуляции использовалась  скоростная камера (Photron),   скорость   съемки составляла 
60 кадров в секунду. В качестве объекта исследований использовались биомодели из 
натурального яичного белка и ткани печени свиньи in vitro.  

                                                      
Рис. 1. Схема экспериментальной установки. 1- лазер; 2-оптическое волокно; 3-скоростная 

видеокамера; 4-тепловизор; 5 – компьютер; 6-биомодель.  
 

Полученные результаты. 
На рис. 2 представлен типичный вид коагулятов, полученных при тепловом воз-

действии на биомодель  лазерного излучения с длинами волн 0,98 мкм (а) и 1,94 мкм 
(б). Отметим, что при подаче излучения через плоский торец оптического волокна фор-
мируемый коагулят имеет эллипсовидную форму. Размер коагулята при таком подводе 
излучения может достигать 1 см. Из литературных данных известно, что физическое 
состояние белка в процессе нагрева изменяется постепенно: при температуре 58оС бе-
лок начинает свертываться, при 60-61оС свертывание становится более интенсивным, а 
при 65оС процесс становится необратимым [6].  

 

  
                                       а)                                    б) 

Рис. 2. Вид коагулятов при тепловом воздействии на биомодель на основе яичного белка излу-
чения с длиной волны 0,98 мкм (7,2 Вт, 10 с) (а) и с длиной волны 1,94 мкм (3,2 Вт, 10 с) (б). 
 

             Особенностью коагуляции биомодели на длине волны 0,98 мкм является 
наличие выраженного порога коагуляции. На рис. 3 предоставлены зависимости объёма 
коагулята от времени лазерного облучения при постоянной мощности лазерного излу-
чения на выходе из оптического волокна (а) и от мощности излучения (б) для длин волн 
излучения 1,94 и 0,98 мкм. Скорость образования коагулята для длины волны 1,94 мкм 
составляла 7,45 мм3/сек, для длины волны 0,98 мкм – 0,35 мм3/сек. Объем коагулята 
определялся с помощью видеозаписи, полученной скоростной видеокамерой. Как сле-
дует из рисунков, при длине волны 0,98 мкм существует выраженное пороговое значе-
ние мощности излучения, при которой, начинается процесс коагуляции в биомодели. 
Для данных условий эксперимента порог коагуляции составил 2,5 Вт. Порог 



Секция 8.  МЕДИЦИНСКАЯ ФИЗИКА 
 

Материалы конференции NT + ME`23. – ISBN 978-5-6044060-3-8                                      189  

коагуляции для длины волны 1,94 мкм существенно меньше и составлял менее 0,3 Вт. 
Это обусловлено существенным различием коэффициентов поглощения излучения для 
этих длин волн [7]. 

 
 

  

 

                                        а)                                                                                 б) 
                      

Рис. 3. Зависимость объема коагулята от времени лазерного облучения при мощности излу-
чения 3,2 Вт (а) и от мощности лазерного излучения (б) для длин волн 1,94 (черные квадраты) и 0,98 
мкм (красные круги). 

 
Эксперименты с использованием в качестве биомодели тканей печени свиньи in 

vitro показали следующее. При использовании режима умеренного нагрева (2-3 Вт) на 
длине волны 0,98 мкм имеет место процесс коагуляции ткани без ее карбонизации (рис. 
4, а).  Граница области коагуляции наблюдается по  

  
                                                      а)                                                                                      б) 
 Рис. 4. Характер теплового воздействия на образцы тканей печени  in vitro  для длин волн 

0,98 (а) и 1,94 мкм (б). 
 
 характерному бледному оттенку ткани.  Для длины волны 1,94 мкм, при тех же 

условиях облучения, в центре образца (рис. 4, б) образовывалась зона обугливания (кар-
бонизации). Время    облучения    составляло   2   минуты, мощность излучения – 2,5 Вт. 
Границе между необлученной и термически модифицированной ткани соответствует 
температура коагуляции белков ткани.   

Ниже, на рис.5, показано изменение объема коагуляции ткани печени в зависимо-
сти от вложенной энергии лазерного излучения для двух длин волн: 1,94 и 0,98 мкм. 
Как и в случае белковой биомодели объем образованного коагулята в печени для длины 
волны 1,94 мкм значительно превосходит объем, получаемый при облучении печени на 
длине волны 0,98 мкм.   
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Рис.5. Зависимость объема коагулята печени от вложенной энергии лазерного излучения. 

Длина волны 0,98 мкм – черные квадраты, 1,94 мкм – красные круги.  
 

Выводы. 
Исследованы особенности образования коагулируемых объемов при тепловом 

воздействии лазерного излучения с длинами волн 0,98 и 1,94 мкм в двух типах биомо-
делей при подводе излучения к объекту воздействия с помощью оптических волокон с 
плоским торцом. Показано, что объем коагулята зависит от мощности и времени лазер-
ного облучения. Скорость образования коагулята на длине волны 1,94 мкм на порядок 
больше, чем для длины волны 0,98 мкм. Это обусловлено существенным различием ко-
эффициентов поглощения излучения для этих длин волн. Объем образованного коагу-
лята в образцах печени in vitro для длины волны 1,94 мкм значительно превосходит 
объем, получаемый при облучении печени на длине волны 0,98 мкм. При умеренном 
нагреве объема образцов печени на длине волны 0,98 мкм имеет место процесс коагу-
ляции ткани без ее карбонизации. Для длины волны 1,94 мкм в центре образца форми-
руется зона обугливания (карбонизации). Объем образованного коагулята в печени для 
длины волны 1,94 мкм значительно превосходит объем, получаемый при облучении пе-
чени на длине волны 0,98 мкм.   

Работа выполнена при поддержке Министерства науки в рамках выполнения ра-
бот по Государственному заданию ФНИЦ «Кристаллография и фотоника» РАН. 

 
Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты:  
Показано, что особенностью коагуляции биомоделей на длине волны 0,98 мкм яв-

ляется наличие выраженного порога коагуляции. Порог коагуляции для длины волны 
1,94 мкм значительно меньше. Скорость образования коагулята на длине волны 1,94 
мкм на порядок больше, чем для длины волны 0,98 мкм.  

При умеренном нагреве объема образцов печени in vitro на длине волны 0,98 мкм 
происходит коагуляция ткани без ее карбонизации. Для длины волны 1,94 мкм в центре 
образца формируется зона обугливания (карбонизации). Объем образованного коагу-
лята в печени для длины волны 1,94 мкм значительно больше объема, образованного 
при облучении печени на длине волны 0,98 мкм 
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НАКОПЛЕНИЕ ЛИПОФУСЦИНА В ПЕЧЕНИ МЫШЕЙ 5ХFAD КАК ПЕРИФЕ-
РИЧЕСКИЙ БИОМАРКЕР БОЛЕЗНИ АЛЬЦГЕЙМЕРА 
В статье обсуждается возрастное накопление печеночного липофусцина у животных, 
модели болезни Альцгеймера. Представлены оригинальные экспериментальные данные, 
показывающие различие в возрастном накоплении липофусцина в печени мышей 5xFAD 
и здоровых мышей.  
Ключевые слова: липофусцин, болезнь Альцгеймера, 5xFAD, флуоресценция, перифери-
ческие маркеры. 
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LIPOFUSCIN ACCUMULATION IN THE LIVER OF 5XFAD MICE AS A PE-
RIPHYRIC BIOMARKER OF ALZHEIMER'S DISEASE 
This article discusses the age-related accumulation of hepatic lipofuscin in animals with a 
model of Alzheimer's disease. We present original experimental data showing a difference in 
the age-related accumulation of lipofuscin in the liver of 5xFAD mice and healthy mice. 
Keywords: lipofuscin, Alzheimer's disease, 5xFAD, fluorescence, peripheral markers. 

 
Введение. 
Все больше данных свидетельствует о важной роли функции печени в патофизио-

логии болезни Альцгеймера (БА). Взаимодействия между изменениями перифериче-
ской метаболической сети, центральными изменениями и временной шкалой патофи-
зиологии БА показывают, что периферические метаболические изменения могут влиять 
на здоровье и функцию мозга в долгосрочной перспективе. [1, с. 965-984]. Так, наруше-
ние передачи сигналов, энергетического метаболизма, воспаление и резистентность к 
инсулину играют роль в БА [2, с. S405-S426; 3, с. 187-198]. Многие метаболические 
расстройства, такие как диабет, гипертония, ожирение и дислипидемия также являются 
факторами риска развития БА [4, с. 300-330]. Считается, что нарушения в работе печени 
напрямую влияют на развитие БА. Скопление большого количества бета-амилоида в 
крови пациентов с БА сопровождается высокими концентрациями липопротеинов пе-
чени [5, e3001358]. Показана связь биохимических маркеров печени и установленных 
маркеров БА [6, e197978]. Эти данные подчеркивают важность печени в патофизиоло-
гических характеристиках БА.  

Накопление внутриклеточного пигмента липофусцина является одним из биоин-
дикаторов старения организмов. Липофусцин (хотя данный термин не является самым 
удачным при описании всего многообразия внутриклеточных пигментов, часть из ко-
торых даже не содержит липидные включения) накапливается в течение всей жизни и 
в норме удаляется из организма под действием внутриклеточных протеаз и деградиру-
ется в лизосомах. Считается, что его сверхпродукция связана с нарушением клеточной 
аутофагии, дисфункцией клеточных органелл и окислительным стрессом. 

Хотя, считается, что липофусцин – маркер стареющих клеток, последние работы 
показывают его тесную связь с патологическим тау-белком и бета-амилоидом при БА 
[7, с. 1107–1116; 8, с. 464]. Более того, самое новое исследование, показывает, что 
альфа-структуры белкового липофусцина являются токсическим компонентом бета-
амилоидных бляшек [9, с. 429-438]. Это говорит о белковом липофусцине как о пер-
спективном маркере не только нарушения биогенеза митохондрий, но и ранних стадий 
БА.  

 
Цель работы. 
Наше исследование посвящено сравнению уровня белкового липофусцина в го-

могенатах печени трансгенных 5хFAD мышей, являющихся моделью БА, и нетрансген-
ных мышей разных возрастов. 

 
Материалы и методы. 
Работа проводилась на гомогенатах печени трансгенных мышей линии 5хFAD 

(Tg) и здоровых контрольных нетрансгенных мышах-однопометниках (nTg). Трансген-
ные животные линии 5хFAD характеризуются ранним выраженным амилоидогенезом 
в головном мозге, поскольку в своем геноме несут шведскую (K670N/M671L), флорид-
скую (I716V) и лондонскую (V717I) мутации белка предшественника бета-амилоида че-
ловека APP (695), а также M146L и L286V мутации в гене пресенилина 1. В исследова-
нии использовались животные возрастом 1 день, 4 месяца и 15 месяцев. 



Секция 8.  МЕДИЦИНСКАЯ ФИЗИКА 
 

Материалы конференции NT + ME`23. – ISBN 978-5-6044060-3-8                                      193  

Печень животных выделяли в среде 250 мМ Сахарозы, 0,5 мМ EGTA, 10 мМ Hepes 
(рН 7,0), продавливая через пресс и гомогенизируя в стеклянном гомогенизаторе с те-
флоновым пестиком в результате чего происходило полное разрушение тканей и круп-
ных частиц, затем расфасовывали на льду в пробирки по 1 мл, замораживали и далее 
использовали для опытов. Все пробы выравнивались по концентрации белка (0,3 мг/мл) 
с помощью ультрафиолет-экспресс-метода по оптической плотности в ультрафиолете 
при 286 нм. Определение содержания липофусцина и запись флуоресцентных спектров 
проводилось с помощью сканирующего спектрофлуориметра Cary Eclipse (Agilent 
Technologies, USA) в 1-сантиметровых кварцевых кюветах при 20°С и нормальном пар-
циальном давлении кислорода. Количественные цифры по содержанию липофусцина 
получали в условиях разрушения агрегатов детергентом додецилсульфатом натрия, ко-
торый дезинтегрирует белковые комплексы, разрушая клеточные мембраны, но не раз-
рушает липофусцин, так как между денатурированными белками в липофусцине име-
ются прочные химические связи типа коньюгатов шиффовых оснований. Добавление 
детергента в наших опытах позволяет уменьшать светорассеяние, напрямую влияя на 
запись спектральных характеристик. Образование липофусцина детектировалось по ха-
рактерной полосе флуоресценции в районе 460 нм при возбуждении в области 360 нм.  

Обработку данных производили с помощью программы Sigma Plot 12.5. Значения 
в графиках являются усредненными спектрами по всем экспериментам. Для проверки 
гипотезы о нормальном распределении использовался тест Шапиро-Уилка. Оценка раз-
личий между попарными выборками проведена с использованием непараметрического 
критерия Манна-Уитни. 

 
Полученные результаты. 
Одним из важных свойств липофусцина является его интенсивная флуоресценция 

в синей области при возбуждении в близкой ультрафиолетовой области. На рис. 1 А 
показаны спектры излучения в синей области детергентных гомогенатов печени мышей 
при возбуждении 360 нм.  

 
Рисунок 1. А – Спектры липофусциновой флуоресценции гомогенатов печени Tg и nTg живот-

ных разных возрастов (360/460).  
Б – Разница в интенсивности липофусциновой флуоресценции в максимуме 460 нм между 

группами Tg и nTg животных разных возрастов. 
 

Максимумом для липофусциновой флуоресценции является длина волны в 460 
нм. Для данной длины волны не было обнаружено разницы в интенсивности липофус-
циновой флуоресценции новорожденных животных 5xFAD и нетрансгенных мышей-
однопометников (Tg 8,384±1,586 отн.ед., nTg 8,634±1,626 отн.ед.). Следующие данные 
(рис. 1 Б) подтверждают роль липофусцина как биомаркера старения: интенсивность 
его флуоресценции увеличивается с возрастом как у Tg, так и у nTg животных. При 
этом стоит отметить, что у животных в возрасте 4 месяцев уже наблюдается различие в 
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уровне липофусцина. Интенсивность его флуоресценции у Tg животных составляет 
30,183±4,196 отн.ед. против 24,907±3,104 отн.ед. у nTg животных. При старении живот-
ных (группа 15 месяцев) наблюдалось значительное увеличение интенсивности липо-
фусциновой флуоресценции у Tg животных 55,063±5,505 отн.ед., при этом уровень ли-
пофусциновой флуоресценции у nTg животных составлял всего 30,802±4,315 отн.ед. 
Используемые в исследовании трансгенные мыши линии 5XFAD широко применяются 
в качестве модели наследственной формы БА и характеризуются ранним выраженным 
амилоидогенезом в головном мозге. Уже к четырем месяцам у животных наблюдается 
накопление высоких уровней бета-амилоида, а также синаптическая дегенерация, по-
теря нейронов и дефицит в пространственном обучении, а к шести месяцам амилоидные 
бляшки и глиоз обнаруживаются в коре головного мозга и гиппокампе. Мы полагаем, 
что уровень периферического липофусцина в некоторой степени также отражает про-
цесс их ускоренного старения и является одним из дегенеративных изменений, прису-
щих БА.  

Выводы. 
Результаты этого исследования позволяют предположить, что липофусцин, в це-

лом являющийся маркером старения и дегенерации, связан с диагнозом БА. Патологи-
ческое накопление липофусцина в печени также может свидетельствовать о дополни-
тельной метаболической нагрузке на печень, обеспечивающей утилизацию токсических 
продуктов головного мозга больных БА. Хотя наши результаты предполагают важную 
роль печени в патофизиологических характеристиках БА, причинно-следственные пути 
еще предстоит выяснить.  

Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: 
Впервые было измерено содержание флуоресцентного пигмента липофусцина в 

гомогенатах печени мышей 5xFAD – модели БА, а также здоровых мышей однопомет-
ников разных возрастов. Полученные данные показывают, что накопление печеночного 
липофусцина можно рассматривать как периферический маркер при БА. 

Исследование выполнено за счет гранта Российского научного фонда № 23-25-
00485. 
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GENETIC DEMOGRAPHIC APPROACH FOR CREATING FORENSIC DATA BA-
SES FOR POPULATION OF MEGALOPOLIS 
Genetic demographic approach for creating forensic reference data base on an example of 
three generations of male population of Moscow by haplogroups of Y-chromosome was 
demonstrated. Obtained results demonstrate necessity of genetic demographic questionnaire 
data collection for creating reference data bases for population of megalopolis and im-
portance of age factor.  
Keywords: forensic reference data base, megalopolis, haplogroups of Y-chromosome, migra-
tion, population, generation. questionnaire data. 
 

Введение. 
Известно, что базы данных, которые могут быть позиционированы как  судебные 

генетические базы для ДНК–идентификации или популяционные референтные  судеб-
ные базы ДНК-маркеров, необходимы для оценки вероятности случайного совпадения 
генотипа исследуемого биологического образца субъекта при проведении судебных 
экспертиз по идентификации личности (для задач криминалистики при установлении 
преступника или при установлении жертв терактов, техногенных и природных ката-
строф, погибших на войне, а также при установлении отцовства, материнства и других 
родственных отношений) методами анализа ДНК [1]. Разрешающая способность при-
меняемых технологий весьма высока и достаточна для решения задач по ДНК-иденти-
фикации личности и установлению родства. Для обеспечения надежности и истинности 
установления личности на основе анализа ДНК вероятность случайного совпадения ге-
нотипа, определенного по изученным молекулярным маркерам в исследуемом образце, 
с генотипом другого человека в популяции вычисляется на основе данных о частотах 
встречаемости соответствующих молекулярно-генетических маркеров в конкретной 
популяции, представителя которой и идентифицируют с помощью анализа ДНК. Рефе-
рентная база данных может быть эквивалентна репрезентативной популяционной базе 
данных, в которой представлены информативные для проведения судебной экспертизы 
ДНК-маркеры с целью проведения ДНК-идентификации личности. В качестве таких 
маркеров используют панели из аутосомных STR-маркеров, гаплогруппы мтДНК и Y-
хромосомы. В Интернете сосредоточены базы данных по Y-хромосоме, мтДНК и по 
аутосомным (судебным) STR; их перечень и адреса размещены на сайте: 
https://isogg.org/wiki/DNA_databases [2]. 

Особенности генетико-демографических процессов в мегаполисах обуславливают 
повышенную сложность создания референтных баз данных для населения мегаполисов. 
В первую очередь, сложность обусловлена огромным размером популяции, смешанным 
характером населения в результате межнациональных браков, интенсивным притоком 
мигрантов разных национальностей, их неравномерным естественным приростом, не-
равномерностью расселения представителей разных этноконфессиональных и профес-
сиональных групп по городской территории, вплоть до формирования этнических квар-
талов, консолидацией этнических диаспор за счет предпочтения браков среди «своих», 
т.е. внутри этнических диаспор.  Внешняя (центростремительная) миграция в мегапо-
лис приводит к повышению генетического разнообразия в мегаполисе, особенно, если 
мигранты происходят из отдаленных регионов с населением, сильно отличающимся от 
основного населения мегаполиса [3]. В качестве данных о населении мегаполиса 
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помимо генетико-демографического анкетирования используют данные официальной 
статистики и переписей [4]. 

Миграция является основным генетико-демографическим процессом, влияющим 
на генофонд мегаполиса и, вследствие неблагополучия процессов естественного вос-
производства, служит основным источником роста населения [3]. Изучение молеку-
лярно-генетических маркеров, которые передаются по женской и мужской линиям, 
например, гаплогруппы мтДНК и Y-хромосомы, представляют особый интерес. С по-
мощью таких маркеров можно охарактеризовать приток в генофонд мегаполиса не ха-
рактерных для коренного населения маркеров и рассмотреть динамику маркеров в по-
колениях под действием миграции (с учетом различий миграционных потоков по полу). 
Для мегаполисов актуальна и проблема создания популяционных референтных судеб-
ных баз данных по ДНК-маркерам, включая маркеры, которые передаются только по 
мужской или женской линии, которые востребованы не только для ДНК-идентифика-
ции личности, но и для установления родства. На основе молекулярных маркеров ми-
ровое разнообразие Y-хромосомы человека в настоящее время довольно хорошо изу-
чено, варианты Y-хромосом представлены в базах данных [5-7]. 

Наиболее ярким примером применением маркеров Y-хромосомы в целях крими-
налистики служит установление личности террориста-смертника, устроившего взрыв в 
аэропорту «Домодедово». Определение гаплогруппы Y-хромосомы в образце, получен-
ном в аэропорту, позволило установить географический регион происхождения лица, а 
в дальнейшем и идентифицировать террориста [8]. Следует заметить, что изучение мар-
керов Y-хромосомы весьма эффективно для установления происхождения при смеше-
нии различных по происхождению потоков населения на примере Аргентины [9] или 
установлении древних миграций  на примере Иране [10], что отчасти сходно с проис-
ходящим в генофондах мегаполисов.   

 
Целью данного исследования была демонстрация необходимости генетико-де-

мографического подхода при формировании судебных референтных баз данных для ме-
гаполиса на примере профиля частот гаплогрупп Y-хромосомы в трех поколениях насе-
ления Москвы и особенностей изменения профиля частот гаплогрупп в поколениях под 
действием миграции. 

 
Материалы и методы.  
Изучены мужские выборки москвичей из трех поколений. Выборка АМ  содержит 

данные  о москвичах, средний год рождения которых – 1949 ± 2; выборка БМ содержит 
данные о новорожденных, родившихся в Москве в 2017-2018гг.; выборка ВМ содержит 
данные о мужчинах в среднем 1985 года рождения. Эти три выборки представляют три 
поколения москвичей, которые можно рассматривать как поколения: «деды» (АМ), «ро-
дители» (ВМ) и «дети» (БМ). Проведено генетико-демографическое анкетирование и 
генотипирование по 18 STR Y-хромосомы, по которым с помощью Интернет-предик-
тора определены гаплогруппы Y-хромосомы [11]. В качестве STR-маркеров NRY (нере-
комбинирующей области Y-хромосомы) использованы 18 STR (DYS389I, DYS389II, 
DYS390, DYS19, DYS385A, DYS385B, DYS456, DYS437, DYS438, DYS447, DYS448, 
DYS449, DYS391, DYS392, DYS393, DYS439, DYS635 и DYS576). Установлены характер-
ные особенности профилей частот гаплогрупп Y-хромосомы в поколениях населения 
мегаполиса, обусловленные миграцией населения в мегаполис. Статистическая обра-
ботка проведена по алгоритмам программы “Statistica.” Анализ генетико-демографиче-
ских данных, полученных в результате анкетирования, проведен параллельно с анали-
зом изученных молекулярно-генетических маркеров, которые позволяют маркировать 
миграционные потоки. 

Полученные результаты.  
В целом, выявленные частоты в выборках из жителей г. Москвы соответствуют 

частотам, характерным для русского населения [12, 13]. Следующие гаплогруппы Y-
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хромосомы выявлены во всех выборках Москвы: R1a, R1b, E1b1b, N, T, I1b и I2, а также 
J1 и J2 [14]. В отношении спектра присутствующих гаплогрупп и их частотного про-
филя изученные выборки из населения г. Москвы различаются. Два старших поколения  
достоверно отличаются от младшего поколения по профилю частот гаплогрупп Y-
хромосомы (G=18,0593, d.f.=8, P<0,025), по присутствию гаплогруппы N (G=7,2455, d.f 
.= 1, P<0,01), а также по представленности «южных по происхождению» гаплогрупп Y-
хромосомы (С3, G2a, G2c, H, J1, J2, L, O2, O3, Q, R2 и T) (G = 9,6243, d.f. = 1, P < 0,005).В 
младшем поколении представлен 21,1% «южных по происхождению» гаплогрупп с 
наиболее разнообразным спектром этих гаплогрупп. Выявленные особенности частот-
ных профилей по гаплогруппам Y-хромосомы для представителей мужского населения 
Москвы обусловлены миграционными процессами и согласуются с определенными по 
анкетным данным оценками коэффициентов миграции в поколениях г. Москвы и с дан-
ными анкет об этнической принадлежности жителей мегаполиса [15].   

 Таким образом, установлены характерные спектры и профили частот Y-
хромосомы для выборок жителей Москвы из разных поколений жителей Москвы и про-
демонстрирована гетерогенность разных поколений москвичей в отношении гапло-
групп Y-хромосомы, а также прослежена динамика накопления в поколениях не харак-
терных ранее гаплогрупп Y-хромосомы - «южных по происхождению гаплогрупп»), 
привносимых в популяцию с потоками мигрантов [14]. В поколениях мегаполиса с по-
мощью изучения гаплогрупп Y-хромосомы можно выявлять изменения в генофонде 
населения мегаполиса как по спектру, так и по профилю частот гаплогрупп под дей-
ствием миграции, которая обусловливает замену исходного генофонда населения мега-
полиса. Генетико-демографическое анкетирование позволяет оценивать этническую 
принадлежность как жителей Москвы, так и их предков в ближайших поколениях. Мо-
лекулярные маркеры служат надежным инструментом с высокой разрешающей способ-
ностью для прослеживания миграционных потоков.  

С применением анализа генетико-демографического анкетирования проведено 
исследование в выборках из трех поколений с учетом этнической принадлежности 
предков, которое позволило вычленить в каждом поколении выборки жителей, для ко-
торых по результатам анкетирования не выявлены представители других национально-
стей, кроме превалирующей в изученном мегаполисе - русской.  Для двух старших по-
колений процент русских в выборках составил 75%, а для младшего поколения этот 
процент составил всего 21%.   Полученные таким образом выборки в среднем содержат 
на 5,2% меньше «южных по происхождению» гаплогрупп, что подтверждает (помимо 
особенностей географического распространения) их накопление в популяции в поколе-
ниях населения мегаполиса за счет притока мигрантов. В суммарной выборке из рус-
ских всех трех поколений доля «южных по происхождению» гаплогрупп составила 
7,6%.   В исходных выборках доля «южных по происхождению» гаплогрупп в поколе-
нии «дедов» составила 6,2%, в поколении «отцов» - 11% и 21,1% в поколении «детей». 
Следует отметить, что «южные по происхождению» гаплогруппы чаше присутствуют 
в генофонде жителей Москвы, имеющих нерусских предков по мужской линии в преды-
дущих поколениях. Однако, присутствие «южные по происхождению» гаплогрупп по 
ряду причин не всегда можно подтвердить за счет данных анкетирования. В мегаполи-
сах происходит накопление не характерных ранее для населения мегаполиса гапло-
групп Y-хромосомы в поколениях за счет миграции. Понятно, что формирование рефе-
рентных баз для мегаполисов необходимо проводить с учетом генетико-демографиче-
ских процессов в мегаполисах, в первую очередь, миграции, Генетико-демографиче-
ское анкетирование является необходимым инструментом при формировании рефе-
рентных баз данных. Только применение такого генетико-демографического подхода 
позволит сформировать надежные референтные базы для применения для ДНК-иден-
тификации личности в криминалистике, а также проводить их своевременную актуали-
зацию и обновление. 
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Выводы.  
С помощью генетико-демографических параметров, характерных для каждого ме-

гаполиса, возможно в дальнейшем прогнозировать динамику частот конкретных гапло-
групп Y-хромосомы в генофонде мегаполиса в поколениях с учетом миграционных про-
цессов. Определение частот Y-хромосомы в отдельных поколениях населения мегапо-
лиса важно для формирования популяционных референтных баз данных, необходимых 
для вычисления оценок вероятности при проведении ДНК-идентификации личности 
для жителей мегаполиса, и их обновления. Референтные популяционные базы данных 
по судебным молекулярным маркерам востребованы как для решения задач по опреде-
лению родства и установлению отцовства, так и для задач криминалистики, включая не 
только уголовные случаи, но и установление личности жертв техногенных и природных 
катастроф.  

Заключение.  
Авторы считают, что новизна данного исследования состоит в том, что наглядно 

продемонстрирована необходимость применения генетико-демографического подхода 
при создании актуальных популяционных референтных баз ДНК- данных в мегаполи-
сах, который позволяет учитывать выявленные особенности изменений в генофонде по 
поколениям населения мегаполиса под действием миграционных процессов. При созда-
нии популяционных референтных баз данных для проведения ДНК-идентификации в 
мегаполисах необходимо проведение генетико-демографического анкетирования одно-
временно с молекулярно-генетическим анализом для изучения ДНК-маркеров с высо-
кой разрешающей способностью за счет специфики маркеров и особенностей их гео-
графического распространения в регионах, являющихся источниками миграционных 
потоков в мегаполис.  

Все процедуры, выполненные в исследовании с участием людей, соответствуют 
этическим стандартам институционального и/или национального комитета по исследо-
вательской этике и Хельсинкской декларации 1964 г. и ее последующим изменениям 
или сопоставимым нормам этики.  Исследование одобрено Этическим комитетом ИО-
Ген РАН. От каждого из включенных в исследование участников было получено ин-
формированное добровольное согласие (в выборке новорожденных согласие было по-
лучено от их матерей). Демографические данные, полученные в результате анкетирова-
ния, и результаты исследования представлены и хранятся в анонимной (обезличенной) 
форме.  

Авторы заявляют, что у них нет конфликта интересов.  
 
Исследование проведено в рамках темы государственного задания ИОГен РАН 

№ 0112-2019-0001 «Геномные исследования и генетический полиморфизм клетки, 
организма и популяции». 
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НАМИКЕ 5 ЛЕТ 
В статье представлены результаты ретроспективного анализа статистических дан-
ных по рождаемости и смертности новорожденных, количественного состава лиц с 
аллергопатологией и гипербилирубинемией новорожденных, зафиксированных в ГБУЗ 
Родильный дом г. Краснодара МЗ КК в динамике 3 лет. 
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The article presents the results of a retrospective analysis of statistical data on the birth rate 
and mortality of newborns, the quantitative composition of persons with allergopathology and 
hyperbilirubinemia of newborns recorded in the Maternity Hospital of Krasnodar of the Min-
istry of Health of the CC in the dynamics of 3 years. 
Keywords: Krasnodar, hyperbilirubinemia of newborns, neonatal jaundice, allergy, fertility, 
morbidity. 
 

Введение 
В настоящее время проблема рождаемости и смертности населения в стране и 

мире в целом является весьма актуальной, требующей постоянного мониторинга. Со-
гласно данным Росстата, в России, в том числе Краснодарском крае, рождаемость 
неуклонно снижается. Так, в 2023 г. естественная убыль в России составила 24534 че-
ловек, а в Краснодарском крае – 2619 человек [1].  

При этом, среди родившихся фиксируется тенденция прогрессирования риска за-
болеваемости в неонатальном периоде, приводящее, в последующем, к повышению 
уровня инвалидизации населения [2]. Глубокие изменения среды обитания человека, 
наблюдающиеся в последнее время, превышающие онто- и филогенетические детерми-
нированные адаптационные возможности организма, превратились в реальную угрозу 
для здоровья и являются одной из причин выраженных метаболических сдвигов в орга-
низме. Это, как следствие, приводит к возникновению большого числа заболеваний и 
коморбидных состояний. Данные патологии, имеющие наследственную предрасполо-
женность и развивающиеся в течении жизни, при соприкосновении с другими неблаго-
приятными факторами, являются предметами пристального изучения в рамках нового 
направления в науке и здравоохранении «экологической медицины» [3, 4].  

Группа мультифакториальных заболеваний (МФЗ) относится к самой многочис-
ленной и разнообразной группой болезней, составляя более 90% от всей соматопатоло-
гии человека. Данное заболевание характеризуется высокими темпами развития, при-
водящее к смертности и инвалидизации населения в современных популяциях [5]. Со-
гласно данным медицинской Концепции развития здравоохранения 2020 года, цифры 
по количеству больных МФЗ продолжает увеличиваться [6]. 

В настоящее время среди новорожденных все чаще встречается такое МФЗ, как 
гипербилирубинемия (ГБ) новорожденных [7].  Основным фактором развития данной 
патологии выступает резус-изоиммунизация, которая, в основном, развивается при 
несовместимости крови матери и плода по антигену RhD. Также ГБ может прогресси-
ровать при несовместимости крови матери и плода по антигенам C, c, E, e. [8]. Гемоли-
тическая болезнь новорожденного (ГБН) в РФ диагностируется приблизительно у 0,6%-
1% новорожденных, при этом частота развития резусизоиммунизации за последние 
годы еще не имеет существенной тенденции к снижению [8].  

Также к наиболее распространенным МФЗ, развитие которого напрямую зависит 
от генетических, а также средовых факторов относится поллиноз. Краснодарский край, 
в силу природно-географических особенностей региона, имеет широкое произрастание 
и распространение аллергенных растений, как основных экзогенных источников фор-
мирования и развития поллиноза. Важно отметить, по данным эпидемиологических ис-
следований 80% населения с аллергопатологией имеют родственников с отягощенным 
аллергоанамнезом [9]. Даже у полностью здоровых родителей может быть ребенок с 
аллергией. Если отец страдает аллергией, риск заболевания может возрастать до 40%, а 
у матери, страдающей аллергией, риск аллергического заболевания ребенка увеличива-
ется до 50% [9]. И если оба родителя страдают каким-либо аллергическим заболева-
нием, то необходимо учитывать будущую аллергию у их детей от 70 до 100% [9]. Из 
вышеуказанного следует, что на этапах беременности женщине с отягощенным аллер-
гоанамнезом уже важно встать на учет на 11–12-й неделе беременности для контроля 
за состоянием здоровья. 
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Таким образом, исследование современного состояния вопроса развития и распро-
странения рассматриваемых мультифакториальных патологий является весьма актуаль-
ным и требует тщательного анализа.   

 
Цель исследования – ретроспективный  анализ статистических данных рождае-

мости и смертности новорожденных, исследование количественного состава патологий 
(ГБ и АЗ) от общего числа новорожденных по данным ГБУЗ Родильный дом г. Красно-
дара МЗ КК в динамике 3 лет. 

 
Материалы и методы  
Проведен ретроспективный анализ данных по заболеваемости АЗ и ГБ, указанных 

в историях развития новорожденных с 01 февраля по 30 марта 2023 г. в подразделении 
ГБУЗ Родильный дом МЗ КК на ул. Комсомольской, 44.  Материалами исследования 
также стали статистические данные по рождаемости и смертности новорожденных в 
ГБУЗ Родильный дом г. Краснодара МЗ КК в период с 01 января по 31 декабря 2020-
2022 гг. Внесение данных в таблицу, построение графиков осуществлялось в программе 
«MS Excel 2010». 

Полученные результаты 
Проведен анализ статистических данных по рождаемости и смертности среди но-

ворожденных, представленных ГБУЗ Родильный дом г. Краснодара МЗ КК в период 
2020-2022 гг. (рис.1): 

 
 2020 год 2021 год 2022 год ВСЕГО 
Детей всего, 

чел 
5 788 6 077 5 571 17 436 

Рождаемость, 
чел 

5 768 6 050 5 553 17 371 

Смертность, 
чел 

20 27 18 65 

Установлено, всего за наблюдаемый период было рождено 17436 новорожденных, 
из них мертворожденными – 65. Зафиксирован максимальный пик рождаемости и 
смертности в 2021 г. Общее количество новорожденных составило 6077 человек, 27 – 
мертворожденные. В 2020 г. и 2022 г. наблюдается падение рождаемости в среднем на 
6,7% по сравнению с 2021 г. Это, возможно, обусловлено пандемией новой коронави-
русной инфекцией (COVID-19) в 2020 г. и мировой обстановкой в 2022 г. По данным 
изучения литературы и источников СМИ, неуклонное снижение рождаемости фиксиру-
ется по всей стране, что требует особого внимания к данной проблеме со стороны гос-
ударства. 

Проведен ретроспективный анализ данных историй развития новорожденных по 
показателям рождаемости и заболеваемости такими МФЗ, как АЗ и ГБ, среди населения 
в одном из подразделений ГБУЗ Родильный дом г. Краснодара МЗ КК в период с 01.02 
по 30.03.2023. Результаты представлены в табл.1: 
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Таблица 1 –  Показатели статистических данных рождаемости и заболеваемости АЗ и ГБ 

в ГБУЗ Родильный дом г. Краснодара МЗ КК с 01.02 по 30.03.2023 г. 
 

Установлено, в наблюдаемый период было рождено 104 ребенка, из них мертво-
рожденные – 1 человек. 53,4% от общего числа рожденных составили мальчики, 46,6% 
– девочки. Частота встречаемости ГБ среди новорожденных составила 49,52%. При 
этом, физиологическая желтуха новорожденных преобладает над ГБН, составляя 
66,67% от общего числа новорожденных с ГБ. АЗ в анамнезе была зафиксирована у 
11,65% рожениц, из них, 5 (41,7%) матерей страдают поллинозом. 

Таким образом, можно сказать, что количество новорожденных с патологиями ге-
патобилиарной системы составляют практически половину от всего количества младен-
цев, что говорит о высоком риске его возникновения среди рожениц и требует более 
обширного, тщательного анализа данной проблемы. Отмечается среди лиц с аллергопа-
тологией преобладание заболеваемости поллинозом, что также требует более тщатель-
ного, всестороннего исследования данной проблемы, в том числе проведения аэропали-
нологического мониторинга в Краснодарском крае. 

Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 
результаты: 

1. Фиксируется снижение рождаемости в 2020 и 2022 г. 
2. Наблюдается высокий риск возникновения ГБ новорожденных (49,52%). 
3. Заболеваемость поллинозом превалирует среди аллергопатологий у роже-

ниц ГБУЗ Родильный дом г. Краснодара МЗ КК (41,7%). 
4. Необходимо дополнительное, всестороннее исследование распростране-

ния таких МФЗ, как ГБ и АЗ, в том числе проведение региональных аэро-
палинологических исследований, своевременный контроль и резус-профи-
лактика матерей, входящих в группу риска (резус-отрицательная кровь) в 
виде иммунизации на 26-27 неделе беременности. 
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АСИММЕТРИИ В ФУНКЦИОНИРОВАНИИ МЫШЕЧНОГО АППАРАТА ЧЕ-
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Введение  
Литературные данные свидетельствуют о значительной распространённости 

асимметрий в функционировании мышечного аппарата челюстно –лицевой области при 
инсультах различной этиологии. Эта проблема требует к себе повышенного внимания 
в виде поиска путей раннего и эффективного выявления соответствующих клинических 
проявлений в целях своевременной диагностики, устранения нарушений, возможной 
коррекции лечения и реабилитационно – оздоровительных мероприятий. 

 
Цель работы. 
Установление этиологии различных вариантов лицевой асимметрии и соответ-

ствующей клинической симптоматики каждого из них при ишемическом и геморраги-
ческом инсультах, рассмотрение методов их диагностики. Авторы считают актуальным 
усовершенствование известных и создание новых диагностических средств, рассматри-
вают возможность их разработки и внедрения в практику. 

Материалы и методы. 
Был проведен анализ источников литературы о факторах возникновения и видах 

инсульта, способах и средствах его диагностики в базах данных Scopus, Web of Science, 
MEDLINE/PubMed, CyberLeninka и E-library с использованием ключевых слов «че-
люстно-лицевая патология», «асимметрия лица», «инсульт», «черепно-мозговой нерв». 
Из общего числа найденных публикаций отобраны научные работы, содержание кото-
рых отражает связь между челюстно – лицевой патологией, инсультами, причиной их 
возникновения, современными способами и средствами выявления. 

 
Полученные результаты. 
Инсульт – это заболевание, проявляющееся локальными, или общемозговыми 

нарушениями, формирующееся мгновенно в результате острого нарушения мозгового 
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кровообращения (ОНМК) [14]. Инсульт является лидирующей причиной долгосрочной 
недееспособности независимо от возраста, пола, расы или страны. Поэтому изучение 
всех этиологических, патогенетических и диагностических аспектов этого заболевания 
актуально как для науки, так и для практического здравоохранения [17, 19]. 

К факторам риска формирования инсультов можно отнести следующие: артери-
альная гипертензия; атеросклеротический стеноз сонных, позвоночных и других цере-
бральных артерий; гиперхолестеринемия; гипергомоцистеинемия; заболевания сердца, 
приводящие к церебральной эмболии; мерцательная аритмия; гиперкоагулопатия; ги-
пергликемия; ожирение; недостаточная физическая активность; курение; злоупотреб-
ление алкоголем [7].  

Существует два основных типа инсульта: ишемический и геморрагический.  
Ишемический инсульт обусловлен нарушением проходимости крови через круп-

ные или мелкие сосуды головного мозга. По этиологии различают несколько видов 
ишемического инсульта, при которых источником закупорки сосудов мозга является 
их: атеросклеротическое поражение; тромбоз внутримозгового происхождения; тром-
боз внемозгового происхождения (возникший в результате кардиальной патологии); 
эмболия элементами негемического происхождения (паразиты, пузырьки воздуха и 
др.); деформация с септальными стенозами; спазм [7, 14].  

Патофизиология очаговой ишемии головного мозга и патоморфология инфаркта 
головного мозга заключаются в том, что из-за нарушения процесса поступления крови 
к участку мозга возникает его ишемия – местное снижение кровоснабжения, приводя-
щее к повреждению ткани. Первый удар на себя берут клетки нейроглии. Повреждение 
клеточной мембраны глиальной клетки является причиной накопления в ней воды и 
формирования цитотоксического отёка. А разрушение спустя несколько дней гемато-
энцефалического барьера - причиной попадания плазмы во внеклеточное пространство 
мозга и формирования вазогенного отека. Следовательно, на нервную клетку оказыва-
ется действие нескольких повреждающих факторов: совокупность реакций ишемиче-
ского каскада, приводящих к необратимым патобиохимическим изменениям и повре-
ждению нервной ткани; внутри- и внеклеточный отёк с повышением внутричерепного 
давления, приводящий к смещению и сдавлению структур мозга; миграция из кровя-
ного русла в межклеточное пространство лейкоцитов, которые вызывают, в том числе, 
поражение здоровых клеток нервной ткани [1, 5].  

Геморрагический же инсульт, в свою очередь, вызван приобретёнными модифи-
кациями и/или дефектами развития кровеносного русла, приводящими в последующем 
к внутричерепным экстравазатам, причиной которых может являться: прорастающая 
раковая опухоль; отёк мозга; травма; истончение и ломкость по различным физиологи-
ческим причинам стенок сосудов, которые в дальнейшем не переносят нагрузки при 
увеличении кровяного и внутричерепного давления и прорываются [9].  

По мере кровоизлияния в мозг образуется внутричерепная гематома, сдавливаю-
щая окружающие отделы и вызывающая перифокальный отек с последующим повыше-
нием внутримозгового давления, которое вызывает механическое передвижение друг 
относительно друга соседних структур головного мозга, сдавление ствола и развитие 
ишемии прилежащих участков. Этот процесс может затрагивать сосудодвигательный и 
дыхательный центры, что влечёт за собой нарушение кровотока и дыхания, а иногда и 
смерть [10]. 

Таким образом, ишемический и геморрагический инсульты оказывают поврежда-
ющее действие на различные отделы и структуры головного мозга. Выход из стоя каж-
дого из таких звеньев приводит к соответствующей клинической картине. Так, повре-
ждение ствола мозга, который даёт начало основной массе черепно-мозговых нервов 
(ЧМН), может породить симптомы, обусловленные дефектом данных нервов. К ним от-
носится и лицевая асимметрия, которая является одним из признаков клинического про-
явления как ишемического, так и геморрагического инсульта [11]. 
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Далее представлен морфо – функциональный разбор ЧМН и соответствующая ви-
зуально различимая клиническая симптоматика их повреждения, имеющая особое зна-
чение для быстрой, неинвазивной и эффективной диагностики возможного инсульта и 
контроля динамики его развития, на которых акцентировано внимание данной работы.  

Глазодвигательный нерв (III пара ЧМН) по своей природе является смешанным. 
Его двигательное ядро располагается в покрышке ножек мозга. Нижняя ветвь осуществ-
ляет иннервацию нижней и медиальной прямых и нижней косой мышц глаза, а верхняя 
– верхней прямой мышцы и мышцы, поднимающей верхнее веко [20]. Если такая пато-
логия, как инсульт, затрагивает глазодвигательный нерв, то можно наблюдать следую-
щие видимые невооруженным глазом дефекты: 

1. Расходящееся косоглазие образуется из-за отсутствия противодействия верхней 
косой мышце (IV пара ЧМН) и латеральной прямой мышце (VI пара ЧМН), которые 
работаю в норме и располагают глаз в положении слегка вниз и кнаружи. 

2. Птоз – патологическое опущение века из-за нарушения иннервации мышцы, 
поднимающей верхнее веко (Рис. 1). 

 

 
Рис. 1 Птоз и прозоплегия 

 
3. Мидриаз - расширение зрачка с пропажей реакции на свет за счёт паралича 

мышцы, суживающей зрачок 
4. Затруднение поворота глазного яблока внутрь, вверх и вниз [4]. 
 
Блоковый нерв (IV пара ЧМН) иннервирует верхнюю косую мышцу глаза, отво-

дящий нерв (VI пара ЧМН) – латеральную прямую мышцу глаза. Двигательное ядро 
первого расположено на уровне нижних холмиков крыши среднего мозга, двигательное 
ядро второго – на дне ромбовидной ямки. Данные нервы вместе с глазодвигательным 
(III пара ЧМН) выходят в полость глазницы через верхнюю глазничную щель [20]. При 
поражении обоих возникает сходящееся косоглазие, когда на поражённой стороне не 
получается отвести глазное яблоко кнаружи [8].  

Нижнечелюстной нерв - третья ветвь тройничного нерва (V пара ЧМН), которая в 
отличие от первых двух, содержащих только чувствительные волокна, несёт в себе и 
чувствительные, и двигательные волокна [4, 20]. При поражении двигательной части 
нижнечелюстного нерва наблюдается периферический паралич жевательных мышц 
[18]. По причине атрофии возможна асимметрия их контуров [3].  

Двигательное ядро лицевого нерва (VII пара ЧМН) находится в передней части 
покрышки моста. Этот ЧМН отвечает за иннервацию всех мимических мышц (кроме 
мышцы, поднимающей верхнее веко), заднего брюшка двубрюшной мышцы, шило-
подъязычную мышцу, мышцы черепа и ушной раковины, стременную и подкожную 
мышцу шеи [4, 20].   
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В результате повреждения данного ЧМН могут наблюдаться следующие варианты 
асимметрии в функционировании мышечного аппарата челюстно-лицевой области: 

1. Прозопарез – парез (снижение силы) мускулатуры лицевого отдела.  
2. Прозоплегия – паралич мускулатуры лицевого отдела (Рис. 1). 
3. Лагофтальм – нарушение возможности сомкнуть веки, сопровождающееся па-

тологическим мигательным рефлексом и уменьшением продукции слёзной железы. 
4. Симптом «ракетки» – при желании оскалить зубы на здоровой стороне это по-

лучается сделать нормально, а на стороне ослабленной круговой мышцы рта они ока-
зываются прикрыты губами. Таким образом, ротовая щель становится похожей на тен-
нисную ракетку: поражённая сторона – ручка ракетки, здоровая – её головка. 

5. Симптом паруса (чаще наблюдается в коматозном состоянии) – вздувание щеки 
на здоровой стороне в такт вдоха и выдоха. 

6. Симптом Руссецкого – при поднятии обоих углов рта посторонним предметом 
без приложения усилий самого больного, на парализованной стороне приподнятие 
наблюдается сильнее, нежели на здоровой. Это объясняется отсутствием сопротивле-
ния мускулатуры, иннервируемой поражённым ЧМН.  

7. Симптом Белла – у больного не получается сомкнуть веки на поражённой сто-
роне, а глазное яблоко при этом усилии направляется кнаружи и кверху [4].  

Находящееся в продолговатом мозге двигательное ядро (общее с X и XI парой 
ЧМН) языкоглоточного нерва (IX пара ЧМН) отвечает за работу шилоглоточной 
мышцы [20]. При нарушении его функционирования можно наблюдать отсутствие нёб-
ного и (или) глоточного рефлекса. 

Блуждающий нерв (X пара ЧМН) предоставляет двигательную иннервацию мыш-
цам: мягкого нёба (кроме мышцы, напрягающей нёбную занавеску (V пара ЧМН)); 
глотки (кроме шилоглоточной мышцы (IX пара ЧМН)); гортани; пищевода [20]. В связи 
с этим, его повреждение приводит к таким расстройствам двигательных функций, как 
нарушение глотания и изменение произношения звуков [3, 4].  

Исключительно двигательный добавочный нерв (XI пара ЧМН) анатомически свя-
зан с грудино-ключично-сосцевидной и трапециевидной мышцами [20]. При наруше-
нии его целостности у больного наблюдается кривошея – заболевание, при котором об-
наруживается наклон головы с её совместным загибом в противоположную сторону при 
одностороннем параличе (если паралич двусторонний, то голова откинута назад) и, как 
следствие, ограничение подвижности в шейном отделе позвоночника из-за расстрой-
ства тонуса соответствующих мышечных тканей. Также возможны судороги и фибрил-
лярные подёргивания данных мышц [6].  

Также полностью двигательный подъязычный нерв (XII пара ЧМН) осуществляет 
двигательную иннервацию всех внутренних и внешних мышц языка (кроме нёбной 
мышцы) [20]. В случае дефекта возможна глоссоплегия – паралич языка или гемиглос-
соплегия – паралич половины языка, как следствие этого появляется дизартрия и анарт-
рия – нарушения речи [6, 8].  

Частные случаи периферического паралича XII пары ЧМН: 
1. Атрофия мышечного аппарата половины или всего языка. 
2. Дисфагия и дизартрия. 
3. Органические подвижности языковых мышц. 
4. В ротовой полости, находясь в спокойном состоянии, при одностороннем пора-

жении наблюдается отклонение языка в здоровую сторону, а при напряжении и выдви-
жении – в нездоровую.  

5. Фибриллярные подергивания языковых мышц (при ядерном поражении). 
Если повреждается сразу несколько ЧМН, то наблюдается смешанная симптома-

тика [4].  
Инструментальные и лабораторные методы исследования инсульта: 
I. Нейровизуализационные исследования головного мозга:  
1. Перфузионная КТ  
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Перфузионная КТ отличается от неконтрастной КТ тем, что в процессе неё коли-
чественно измеряют величину мозгового кровотока на капиллярном уровне за счёт про-
пускания внутривенно введённого контрастного вещества [1, 15]. Благодаря этому пер-
вые признаки инфаркта мозга можно выявить уже в течение первого часа [21].   

2. Диффузионно – взвешенная МРТ  
Диффузно – взвешенная МРТ выявляет самые первые отклонения от хаотичного 

Броуновского движения воды между внутри- и внеклеточным пространством мозговой 
ткани из-за возникновения цитотоксического отёка [12]. Стандартная МРТ и рентгенов-
ская КТ такой эффективностью не обладают.  

Также, оба метода с достоверностью помогают отличить ишемический инсульт от 
геморрагического и других патологий с похожей клинической симптоматикой [15].  

II. Исследование сосудов головного мозга 
1. Рентгеновская церебральная ангиография 
Лидирующий по результативности метод исследования, дающий возможность 

установить: аневризму, окклюзию, стеноз и другие патологии сосудистого русла благо-
даря введению в просвет артерий головного мозга контрастного вещества [13]. В нём 
есть и свои минусы – это высокий риск осложнений после манипуляции, поэтому про-
водится в исключительных случаях, когда без этого обойтись нельзя [3, 8].   

2. Ангиография с помощью аппаратов КТ и МРТ 
Данные методы являются более безопасными, чем рентгеновская церебральная 

ангиография, но они подходят для выявления патологий крупных внутри- и внечереп-
ных артерий. Окклюзию или стеноз мелких и средних сосудов обнаружить не удастся 
[15].  

3. Ультразвуковые методы исследования внечерепных и внутричерепных мозго-
вых артерий 

Менее информативны, чем рентгеновская церебральная ангиография [2].  
III. Исследование сердца 
Проводится для исключения или подтверждения роли кардиальной патологии в 

развитии инсульта (в случае тромбоза внемозгового происхождения).  
С помощью ЭКГ можно выявить ишемию сердечной ткани, изменение частоты и 

ритма, какие-либо другие повреждений мышечных клеток сердца или проводящей си-
стемы. С помощью ЭХОКГ – морфофункциональные изменения сердца и его клапан-
ного аппарата [15].   

IV. Лабораторные исследования 
– общий анализ крови для выявления нарушения процесса свёртываемости крови, 

уровня гемоглобина, состояние иммунной системы организма; 
– биохимический анализ крови (холестерин общий, ЛПНП, ЛПВП, С – реактив-

ный белок, гомоцистеин) [16]; 
– анализ крови на ЭДС и ВИЧ;   
– дополнительное исследование уровня протеина C и S, антифосфолипидных ан-

тител (в случае инсульта неопределённой этиологии); 
– общий анализ мочи [1, 15]. 
Выводы. 
Распространённость и выраженность асимметрии в функционировании мышеч-

ного аппарата челюстно-лицевой области при инсультах указывает на актуальность 
изученной проблемы. Но большинство инструментальных и лабораторных методов ис-
следования не уделяют должного внимания данному составляющему клинической 
симптоматики инсультов. 

 
Заключение  
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: возможно и необходимо модернизирование уже известных и создание но-
вых, неинвазивных, результативных, доступных для практического применения, не 
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оказывающих отрицательного воздействия на пациента способов и устройств выявле-
ния и многократного контроля отклонений от нормы, учитывается перспектива их кон-
струирования и введение в практическое использование. Такой контроль тенденции 
внешних проявлений патологии позволит судить о состоянии внутренних систем, что 
даст возможность иметь полную картину предполагаемых исходов и эффектов заболе-
вания в процессе диагностики, лечения и реабилитации пациента.   
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ФОРМИРОВАНИЕ БАЗЫ ДАННЫХ АНТРОПОМЕТРИЧЕСКИХ И  
ПАРАМЕТРИЧЕСКИХ ВЕЛИЧИН ЧЕЛЮСТНО-ЛИЦЕВОЙ ОБЛАСТИ 
В статье приводится пример методики проведения экспериментальных пара-клиниче-
ских исследований по референтным точкам челюстно-лицевой области. Методика 
включает: процедуру измерения на лице определённых точек у новорождённых и взрос-
лых при помощи измерительного инструмента в виде рулетки-сантиметра. Другой ме-
тод измерение фотографии пациента при помощи линейки и циркуля. Профиль нёба 
изучается и измеряется на диагностической гипсовой модели – циркулем и линейкой. В 
настоящее время разрабатывается новый подход к антропометрическому измерению. 
Ключевые слова: антропометрия, средства измерения, референтные точки, че-
люстно-лицевая область. 

E.Yu. Plotnikova¹, T.I. Murashkina², E.A. Badeeva²,
A.V.Olenskaya¹, A.A.Sukhinin¹, V.V.Volobuev¹, F.S.Ayupova¹,

A.V.Arutyunov¹, V.V.Onopriev¹
¹FSBEI HE "Kuban State Medical University" 

²FSBEI HE Penza State University 

FORMATION OF A DATABASE OF ANTHROPOMETRIC AND PARAMETRIC 
VALUES OF THE MAXILLOFACIAL REGION 
The article provides an example of a methodology for conducting experimental para-clinical 
studies on the reference points of the maxillofacial region. The technique includes: the proce-
dure for measuring certain points on the face of newborns and adults using a measuring tool 
in the form of a tape measure. Another method is to measure a photograph of a patient using 
a ruler and compass. The palate profile is studied and measured on a diagnostic plaster model 
- with a compass and a ruler. A new approach to anthropometric measurement is currently
being developed.
Keywords: anthropometric measurements, reference points, maxillofacial area, objective
means of measurement.

Введение. 
Симметрия лица служит своеобразной нормой гармоничного развития организма. 

Черепно-лицевая структура ребенка особенно быстро меняется в течение первого года 
жизни, и эти данные могут использованы для создания стандартных эталонных моделей 
роста и развития анатомических структур лица у детей.  При этом, морфологические 
изменения лицевого скелета играют решающее значение для оценки тяжести челюстно-
лицевых аномалий, планирования лечения и анализа результатов [1].  

В структуре врожденной патологии челюстно-лицевой области у детей наиболее 
часто встречаются несращения губы и/или неба. Деформация вызвана отсутствием сра-
щения носового и верхнечелюстного отростков во время внутриутробного развития 
плода. Как правило, односторонние расщелины имеют неодинаковую степень выражен-
ности, что может способствовать развитию асимметрии лица [2].   

При нормальном питании и состоянии здоровья основные антропометрические 
данные (рост, вес и окружность головы) являются существенно взаимосвязаны, и общая 
пропорциональность отражается во всех возрастных группах [3,4].  
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Достаточное число публикаций указывает, что для полноты антропометрического 
исследования лучше всего использовать рентгенологические методы, однако они 
имеют определенные противопоказания по частоте применения. Поэтому использова-
ние неинвазивных методик существенно расширяет границы исследования, как по ча-
стоте применения, так и по функциональности [5]. 

С ортодонтической точки зрения асимметрии могут быть собраны в основные 
клинические проявления: боковые отклонения нижней челюсти, зубные асимметрии 
без вовлечения скелета, скелетные асимметрии, а так же связанные с костными анома-
лиями развития и соединительной ткани асимметрии у новорожденных, возникающие 
за счет внутриутробных, либо родовых травм, патологических предлежаний плода (ли-
цевое, ягодичное, косое, поперечное), кривошеи, вследствие перенесенной внутри-
утробной инфекции (например, поздний врожденный сифилис ,манифестирующий у 
детей более старшего возраста с клиническими проявлениями в виде   гуммозных язв, 
что ведет к вовлечению в патологический процесс костей носа, носовой перегородки и 
твердого неба деформирующихся и разрушающихся со временем и без должного лече-
ния). У ортодонтических пациентов эстетика лица нарушается при выраженных зубо-
челюстных аномалиях [6]. Эстетические улучшения стоматологического характера по-
прежнему требуются при «кривых» улыбках или фронтальных отклонениях окклюзи-
онной плоскости. Кроме того, асимметричные межчелюстные отношения приводят к 
функциональным аномалиям: нарушениям ВНЧС, повышенной стираемости зубов или 
дисфункциям языка [7]. 

Существуют сложности в объективной оценке результатов антропометрии в ме-
дицине. Многие задачи в этом направлении остаются не решёнными: сложность изме-
рения, точность показателей, эталон параметров измерений и др. В своей работе мы 
показываем возможности применения эмпирических исследований (известных методик 
измерения, параклинических методов исследования) в челюстно-лицевой области. 

Пациенты, получающие медицинскую помощь с последующей медико-социаль-
ной реабилитацией, часто имеют различные анатомо-физиологические нарушения, ко-
торые существенно снижают результаты лечения. Раннее выявление анатомо-физиоло-
гических нарушений и своевременная их коррекция позволят в более ранние сроки за-
вершить реабилитацию, как медицинскую, так и социальную. Объективных с точки зре-
ния доказательной медицины исследований анатомо-физиологических отклонений у 
пациентов, получающих медицинскую помощь, и их функциональной реабилитации в 
настоящее время фактически нет.  

 
Цель работы.  
Разработка и внедрение диагностических методик антропометрии в практическое 

здравоохранение для установления диагноза, контроля на этапах лечения и в период 
реабилитации детей с патологией челюстно-лицевой области.  

 
Материалы и методы.  
Исследование проводилось на клинических базах ФГБОУ ВО КубГМУ Мин-

здрава России: МБУЗ Родильный дом г. Краснодара, детское отделение; челюстно-ли-
цевое отделение ГБУЗ «Детская краевая клиническая больница» г. Краснодара; детское 
стоматологическое отделение Клиники КубГМУ.  

После получения добровольного информированного согласия пациенты были 
сформированы в несколько групп: новорождённые дети; дети с врождённым несраще-
нием губы и/или нёба разного возраста; дети, обратившиеся за стоматологической по-
мощью в стационар ДККБ и детское стоматологическое отделение Клиники КубГМУ.  

В основу антропометрических измерений была положена оценка расстояния 
между референтными точкам на лице. Были выделены три точки: 1) tr (трагион) – точка 
на козелке уха, 2) sn (субназале) – точка соединения кожной перегородки носа с верхней 
губой, 3) gn (гнатион) – срединная точка по нижнему краю подбородка (рис. 1).  
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Во второй и третьей группах детей измерения проводились при поступлении в 
стационар / при обращении за стоматологической помощью. В первой группе детей (но-
ворождённые) – измерение проводили на 2-3 сутки после рождения. Для измерения 
применялась мягкая, гибкая лента с миллиметровым делением.  

В первой группе обследуемых дополнительно проводили анкетирование рожениц, 
с сбором информацией о кормлении новорождённого (объём и время), для определения 
активности врождённого инстинкта ребёнка в родильном отделении при грудном или 
искусственном кормлении. Известно движение языка при кормлении повторяется с ин-
тервалом приблизительно 0,8 секунд 800-1000 раз в одно кормление [О.А. Мальгина], 
при этом сила давления доходит до 500 г. Для анализа результатов анкетирования опре-
делялось среднее значение полученного питания ребёнком за единицу времени в сутки 
и сопоставлялось с нормативными показателями. При изменении результатов от нормы, 
можно считать, что давление языка снижена или повышена. 

Полученные данные вносятся в базу данных пациентов. При этом, в форму вносят 
следующие данные пациента: ФИО, пол, возраст (год и месяц рождения), регион про-
живания, данные антропометрических измерений лица, наличие у пациента основной и 
сопутствующей патологии. База данных может включать ресурсы как регионального, 
так и федерального уровня [8,9]. 

 

 
                  А                             В                          С                               D 

Рис. №1. Измерение лицевых точек новорождённого: А - общий вид измерения; В -  tr (тра-
гион); С - sn (субназале); D - gn (гнатион) 
 

Полученные результаты. 
Уточнена методика проведения антропометрии челюстно-лицевой области у де-

тей в норме и патологии. 
 
Выводы. 
По нашему мнению, уточненная методика антропометрии для выявления откло-

нений от нормы параметров ЧЛО может быть использована в клинической стоматоло-
гической практике, в педиатрии, судебной медицине. 

 
Заключение. 
Авторы считают, что в данной работе новыми являются следующие положения и 

результаты: впервые в Краснодарском крае будет сформирована база данных по антро-
пометрии ЧЛО у новорожденных, пациентов с врожденными пороками развития лица, 
с зубочелюстными аномалиями. 
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