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Цель работы — в эксперименте на модели ишемии/реперфузии исследовать влияние применения озонированного физиологичес-
кого раствора (ОФР) на липидный обмен и ультраструктуру гепатоцитов. 

Показано, что применение ОФР в раннем постреперфузионном периоде в отличие от оксигенированного физиологического рас-
твора способствует восстановлению аэробного пути утилизации глюкозы, нормализации содержания энергетически резервных липи-
дов, увеличению содержания фосфатидилсерина, соотношения ненасыщенных и насыщенных фосфолипидов на фоне снижения ко-
личества холестерина и, соответственно, увеличению текучести  липидного бислоя мембран, что улучшает условия функционирования 
липидзависимых мембранных ферментов. Мембраномодулирующее действие ОФР проявляется и в снижении количества лизоформ 
фосфатидилхолина и фосфатидилэтаноламина, повышенные концентрации которых проявляют детергентноподобное свойство. Ге-
патоциты имеют более сохраненную структуру. Введение ОФР вызывает интенсификацию процессов перекисного окисления липи-
дов и повышение активности ферментов антиоксидантной защиты. Однако увеличение соотношения «лактат/пируват» относительно 
исходного показателя свидетельствует о наличии гипоксических очагов, следовательно, о возможном развитии нарушений функций 
печени в отдаленном постишемическом периоде и, соответственно, о необходимости проведения дополнительной коррекции в течение 
восстановительного периода. 
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Aim of work is investigation of the ozonized physiologic solution (OPhS) influence on a lipid metabolism and ultrastructure of hepatocytes 
at a model of ischemia/reperfusion in experiment.

It is demonstrated, that a use of OPhS in the early postreperfusive period, differing from oxygenized physiologic solution, favors a reduction 
of a glucose utilization aerobic way, normalization of the energetically reserved lipid content, an increase of a phosphatidylserine content, a 
ratio of unsaturated and saturated phospholipids at the background of a cholesterol decrease and an increase of the membrane lipid bilayer 
fluidity, respectively, which improves the lipid-dependant membrane enzyme functioning conditions. A membrane-simulating effect of OPhS 
is manifested in decrease of the phosphatidylcholine and phosphatidyletanolamine lysoforms, the increased concentrations of which manifest 
a detergent-like property. The hepatocytes have a more conserved structure. Infusion of OPhS causes intensification of the lipid peroxidation 
processes and an increase of the antioxidant protection enzyme activity. However an increase of a lactate/pyruvate ratio relating to a final value 
testifies to the hypoxic focus presence and, consequently, to a possible development of the liver function disturbances in remote postischemic 
period and, correspondingly, to necessity of additional correction during a reduction period.

Key words: liver, ischemia/reperfusion, ozone, lipids, ultrastructure.

При прекращении кровообращения и последующем 
его восстановлении дисфункция митохондриально-
го аппарата, активация фосфолиполиза, процессов 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) и угнетение 
активности антиоксидантных ферментов являются 
ключевыми механизмами в развитии повреждения 
мембранных структур [1—3]. Установлено, что при 
ишемии/реперфузии в липидном бислое клеточных 
и субклеточных мембран печени повышается содер-
жание холестерина [4], снижается общее количество 
фосфолипидов [2], существенно изменяется соотно-
шение индивидуальных фосфолипидов, в основном 
за счет уменьшения количества ПОЛ-чувствительных 
фосфолипидов [2, 5, 6]. Степень нарушения липидно-
го компонента мембран во многом определяет обрати-
мый или необратимый характер повреждения клеток, 
что, несомненно, влияет на полноценное восстановле-
ние функциональной активности органа в пострепер-
фузионном периоде [7, 8].

Среди различных способов коррекции постишеми-
ческих изменений органов и тканей определенного 
внимания заслуживают методы окислительной тера-
пии и, в частности, озонотерапия. Противогипокси-
ческое действие озона обусловлено его влиянием на 
кислородный гомеостаз тканей и способностью акти-
вировать метаболизм клетки [9, 10]. Озон, как считают 
авторы [10, 11], способствует оптимизации проантиок-
сидантных систем организма, и реализация данного 
биологического эффекта осуществляется через влия-
ние на клеточные мембраны.

Цель исследования — изучение влияния приме-
нения озонированного физиологического раствора 
на липидный спектр и ультраструктуру гепатоцитов в 
постреперфузионном периоде в эсперименте.

Материалы и методы. Эксперименты выполнены 
на белых нелинейных крысах-самцах массой 180—
220 г, содержащихся на стандартном рационе вива-
рия. Для наркоза использовали нембутал (25 мг/кг 
внутрибрюшинно) и эфир. Тотальную ишемию модели-
ровали путем пережатия сердечно-сосудистого пучка 
[12]. Длительность прекращения кровообращения со-
ставила 10 мин. Оживление проводили, применяя не-
прямой массаж сердца и искусственную вентиляцию 
легких. В раннем постреперфузионном периоде жи-
вотным вводили дробно внутрибрюшинно в течение 

30 мин в количестве 1 мл оксигенированный физиоло-
гический раствор (n=10) и озонированный физиологи- 
ческий раствор (n=14) с дозой озона 0,7 мкг/кг. Жи-
вотным контрольной серии (n=12) внутрибрюшинно 
вводили 1 мл физиологического раствора. Дополни-
тельным контролем являлась интактная серия (n=9). 
Печень у наркотизированных животных забирали на 
40-й минуте постреперфузионного периода. 

Липиды экстрагировали по J. Folch [13]. Разде-
ление липидов на фракции осуществляли методом 
тонкослойной хроматографии [14]. Хроматограммы 
элюировали последовательно сначала в системе 
«хлороформ:метанол:вода:н-гептан» (65:25:4:9) до 
подъема уровня фронта на высоту 14 см и затем пос-
ле высушивания при комнатной температуре — в сис-
теме «н-гептан:диэтиловый эфир:уксусная кислота» 
(95:4:1) до подъема уровня фронта на высоту 18 см. 
Обнаружение липидов проводили путем опрыски-
вания хроматограмм 10% фосфорномолибденовой 
кислотой в 96% этаноле с последующим нагревани-
ем до 80—90°С. Отдельные классы липидов иденти-
фицировали с помощью качественных реакций [15] 
и стандартных липидов ф. Sigma. Количественную 
оценку фракций фосфолипидов и нейтральных липи-
дов проводили на сканере Scan Maker E6 ф. Microtec 
с использованием программы SigmaGel. Содержание 
отдельных классов липидов выражали в процентах от 
суммы площадей пиков, принятой за 100% [16]. Актив-
ность процессов ПОЛ и состояние антиоксидантной 
защиты клеток оценивали с помощью общепринятых 
методов по накоплению продуктов пероксидации: 
диеновых (ДК) и триеновых конъюгатов (ТК) [17], ма-
лонового диальдегида (МДА) [18] и активности фер-
ментов супероксиддисмутазы (СОД) [19] и каталазы 
[20]. Концентрацию ДК, ТК и МДА выражали в едини-
цах оптической плотности относительно количества 
общих липидов (ОЛ) (ед. опт. пл./мг ОЛ). Активность 
СОД выражали в условных единицах активности на 
грамм ткани в минутах (ед. акт./г ткани·мин). Актив-
ность каталазы выражали в условных единицах ак-
тивности на грамм ткани в секунду (ед. акт./г ткани·с). 
Измерения оптической плотности проводили на спек-
трофотометре СФ-26. Количественное определение 
пирувата и лактата в тканях проводили энзиматичес-
ким методом с использованием лактатдегидрогена-
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зы [21]. Содержание пирувата и лактата выражали  
в мкмоль/г ткани.

Для электронно-микроскопического исследова-
ния иссекали ткань правой доли печени. Ткань фик-
сировали в 2,5% растворе глутарового альдегида на 
фосфатном буфере (рН=7,4) и в 1% растворе четырех-
окиси осмия [22]. Материал обезвоживали в спиртах 
восходящей концентрации и заключали в ЭПОН-812. 
Ультратонкие срезы готовили на ультратоме ULTRA-
CUT (ф. Reicher-yung), контрастировали уранилацета-
том и цитратом свинца по методу F.S. Reynolds [23] и 
просматривали в электронном микроскопе Morgagni 
268-D. 

Статистическую обработку полученных результатов 
проводили с помощью пакета программ BIOSTAT [24]. 
Статистическую значимость различий показателей 
средних в сериях определяли с использованием крите-
рия t Стьюдента. Различия считали статистически зна-
чимыми при уровне значимости, равном 5% (p=0,05).

результаты и обсуждение. При применении окси-
генированного физиологического раствора в раннем 

постреперфузионном периоде в ткани печени наблю-
далась активация фосфолиполиза, о чем свидетель-
ствовало отсутствие фракции фосфатидилсерина 
(ФС), накопление лизофосфатидилсерина (ЛФС) и 
лизофосфатидилэтаноламина (ЛФЭ), уменьшение со-
держания фосфатидилхолина (ФХ) на 22% и лизофос-
фатидилхолина  (ЛФХ) в 2,2 раза (рис. 1). 

Согласно данным литературы [2, 25], накопление 
лизофосфолипидов является суммарным результа-
том нескольких процессов: гидролиза фосфолипидов, 
гидролиза лизофосфолипидов лизофосфолипазами, 
реацилирования лизофосфолипидов и связывания 
ЛФХ альбумином и другими белками. По-видимому, 
снижение содержания ЛФХ в 2,2 раза в ткани печени 
при введении оксигенированного физиологическо-
го раствора по сравнению с контролем обусловлено 
активацией соответствующей лизофосфолипазы и, 
возможно, направлено на уменьшение отрицатель-
ного воздействия повышенных концентраций ЛФХ на 
мембранные структуры. 

В результате применения оксигенированного фи-
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рис. 1. Влияние озонированного физиологического раствора на состав фосфолипидов (а) и лизофосфолипидов (б) ткани 
печени в раннем постреперфузионном периоде (М±m); * — статистически значимые различия с интактной серией; • — с кон-
тролем (ранний постреперфузионный период — 40 мин); + — с серией с применением оксигенированного физиологического 
раствора (р=0,05). Здесь СМ — сфингомиелин, ФК — фосфатидные кислоты, ФЭ — фосфатидилэтаноламин

рис. 2. Влияние озонированного физиологического рас-
твора на соотношение (ФС+ФЭ)/(СМ+ФХ) в ткани печени 
(в % от исходного значения) в раннем постреперфузионном 
периоде; * — статистически значимые различия с интакт-
ной серией; • — с контролем (ранний постреперфузионный 
период — 40 мин); + — с серией с применением оксигениро-
ванного физиологического раствора (р=0,05)
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П р и м е ч а н и е: * — статистически значимые различия с интактной серией; • — с контро-
лем (ранний постреперфузионный период — 40 мин); + — с серией с применением оксигени-
рованного физиологического раствора (р=0,05).

Фракции липидов Интактные (n=9) Контроль (n=12) Кислород (n=10) Озон (n=14)

Свободные жирные кислоты 18,79±1,82 22,45±2,23 10,09±0,62* 17,5±1,69+

Холестерин 30,52±1,09 29,03±1,58 45,19±1,71* 27,57±0,79*+

Триацилглицериды 29,88±2,17 28,90±2,03 29,76±2,34 34,43±0,78*+•

Эфиры холестерина 20,81±2,11 19,62±1,77 14,96±0,96* 20,49±3,25+

влияние применения озонированного физиологического раствора  
на содержание нейтральных липидов в ткани печени  
в постреперфузионном периоде, % (М±m) 

зиологического раствора соотношение (ФС+ФЭ)/
(СМ+ФХ) по сравнению с контролем не изменилось и 
было меньше интактного значения на 29% (рис. 2), при 
этом содержание холестерина увеличилось на 56% 
(см. таблицу). Полученные результаты свидетельство-
вали об увеличении микровязкости липидного компо-
нента мембран гепатоцитов. Известно, что фазовое 
состояние мембран влияет на активность липидзави-
симых мембранных белков, выполняющих фермент-
ные, метаболические, транспортные, регуляторные и 
рецепторные функции [2, 26].

Жирные кислоты в печени необходимы для синтеза 
триацилглицеридов, фосфолипидов и репарации мем-
бранных структур [27, 28]. Введение оксигенированно-
го физиологического раствора приводило к истоще-
нию пула свободных жирных кислот в ткани печени: 
содержание их уменьшилось относительно контроля 
в 2,2 раза. При этом количество эфиров холестерина 
уменьшилось на 24%. Вероятно, существенное сниже-
ние количества свободных жирных кислот обусловле-
но их вовлечением в процессы ПОЛ.

Отличительной особенностью изменения липидного 
спектра ткани печени в раннем постреперфузионном 
периоде при применении озонированного физиологи-
ческого раствора являлось увеличение содержания 
ФС в 2,4 раза относительно контроля, что нивелиро-
вало падение содержания ФХ: количество ФХ умень-
шилось на 18% по сравнению с контролем и на 26% 
относительно интактной серии (рис. 1, а). Следует 
отметить, что падение пула ФХ в составе липидного 
компонента мембран гепатоцитов снижает их резис-
тентность к действию ПОЛ [26]. 

Установлено, что в процессах синтеза ФС за счет 
реакции обмена основания используются ФХ и ФЭ 
[29]. Эти данные, а также полученные нами результа-
ты (увеличение содержания ФС на фоне уменьшения 
количества ФХ) позволили предположить, что приме-
нение озонированного физиологического раствора 
способствует активации реакций обмена между ин-
дивидуальными липидами. В то же время не исклю-
чено, что повышение количества ФС происходит и за 
счет подавления его деградации под действием фос-

фолипаз [2] и/или превращения в ФЭ в процессе де-
карбоксилирования [27, 29, 30]. При введении озони-
рованного физиологического раствора отсутствовала 
фракция ЛФС, а количество свободных жирных кис-
лот по сравнению с контролем уменьшилось на 22% и 
в результате нормализовалось. 

Введение озонированного физиологического рас-
твора способствовало нормализации холестерина, 
эфиров холестерина и увеличению количества триа-
цилглицеридов на 19% относительно контроля (см. 
таблицу). 

Изменения содержания СМ, ЛФХ и ФК в ткани пе-
чени при введении озонированного физиологическо-
го раствора по сравнению с контролем были таковы-
ми: количество СМ уменьшилось на 29%, ЛФХ — на 
46%, содержание ФК увеличилось на 37% (см. рис. 1). 
ЛФХ обладает мембраномодулирующим свойством, 
и уменьшение количества данной фракции имеет за-
щитно-приспособительное значение. Согласно дан-
ным литературы [2, 25, 31], повышение содержания 
ЛФХ вызывает перестройки липидного бислоя, при-
водящие к появлению неспецифической проницае-
мости мембран, и оказывает детергентноподобное 
действие на мембраны. Однако следует заметить, что 
ЛФХ в опытной серии превышает исходные показате-
ли в 2,4 раза, что свидетельствует о недостаточности 
защитно-компенсаторных реакций при введении озо-
нированного физиологического раствора. Возможно, 
повышение пула ЛФХ в ткани печени обусловлено как 
гидролизом ФХ, так и недостаточной активностью ли-
зофосфолипазы. 

Уменьшение содержания СМ, очевидно, обуслов-
лено действием сфингомиелиназы. Сведения авторов 
[32] о продуктах сфингомиелинового цикла как о вто-
ричных посредниках в передаче различных внешних 
сигналов в клетку и об их роли в регуляции роста, 
дифференцировки клеток позволяют предположить, 
что снижение содержания СМ в постреперфузионном 
периоде в процессе применения озонированного фи-
зиологического раствора является защитно-компен-
саторной реакцией. 

В ткани печени при введении озонированного фи-

Н.Н. Андреева, Т.И. Соловьева, М.В. Баландина, Е.И. Яковлева 



СТМ ∫ 2009 - 2       19

 биомедицинские исследования                  

0

50

100

150

200

250

300

350

%

 — ;  — ;  — 

зиологического раствора наблюдалось увеличение 
количества ЛФЭ, фракции, отсутствующей в липид-
ном спектре гепатоцитов контрольной серии, при этом 
содержание ФЭ относительно контроля не изменилось 
(см. рис. 1). Возможно, при применении озонированно-
го физиологического раствора наблюдалось образо-
вание фосфолипидов de novo.

Особенностью модификации липидного состава 
ткани печени при введении озонированного физиоло-
гического раствора являлось увеличение отношения 
суммарного содержания легкоокисляемых фосфоли-
пидов к суммарному содержанию трудноокисляемых 
фосфолипидов на 57% относительно контроля и на 
28% по сравнению с исходным показателем (см. рис. 2) 
на фоне нормализации содержания холестерина (см. 
таблицу). По-видимому, применение этого раствора 
способствовало увеличению текучести липидного 
бислоя мембран гепатоцитов.

При введении озонированного физиологического 
раствора по сравнению с применением оксигениро-
ванного физиологического раствора увеличилось со-
держание триацилглицеридов, эфиров холестерина 
и свободных жирных кислот на 16, 36 и 73% соответ-
ственно, повысилось соотношение (ФС+ФЭ)/(СМ+ФХ) 
в 1,8 раза, выявлялась фракция ФС, уменьшилось ко-
личество холестерина на 39% и ЛФЭ в 9,9 раза. 

Существенным фактором скорости гидролиза мемб-
ранных фосфолипидов помимо активности фосфоли-
пазы является доступность субстрата окисления для 
действия фермента. Важным процессом, регулирую-
щим доступность фосфолипидов для гидролитическо-
го расщепления фосфолипазами, является перекисное 
окисление мембранных липидов. Образование гидро-
перекисей липидов повышает их гидрофильность, за 
счет чего они «выталкиваются» в гидрофильную об-
ласть клеточной мембраны, что облегчает контакт мо-
лекулы фосфолипидов с фосфолипазой [33]. 

рис. 3. Влияние озонированного физиологического раствора на содержание продуктов ПОЛ (а) и активность антиоксидант-
ных ферментов (б) (в % от исходного значения) в ткани печени в раннем постреперфузионном периоде; * — статистически 
значимые различия с интактной серией; • — с контролем; + — с серией с применением оксигенированного физиологичес-
кого раствора (р=0,05)
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При введении оксигенированного физиологичес-
кого раствора по сравнению с интактной серией на-
блюдалась активация процессов ПОЛ на фоне исто-
щения эндогенного звена антиоксидантной защиты: 
содержание ДК, ТК и МДА повысилось на 60%, в 2,7 
раза и на 67% соответственно; активность СОД и ка-
талазы снизилась на 36% и в 2,4 раза соответственно. 
По сравнению с контролем содержание МДА умень-
шилось на 22%, активность СОД снизилась на 37% 
(рис. 3). 

При введении озонированного физиологического 
раствора количество ДК и МДА относительно контро-
ля увеличилось на 35 и 52% соответственно, концен-
трация ТК уменьшилась на 46%, активность СОД не 
изменилась, а активность каталазы повысилась на 
68% (см. рис. 3). Известно, что вторичные продукты 
ПОЛ — ТК и МДА — образуются при окислительной 
деструкции гидроперекисей фосфолипидов [2, 34]. 

По сравнению с оксигенированным физиологичес-
ким раствором при использовании озонированного 
физиологического раствора активность СОД повыси-
лась на 49%, каталазы — в 2 раза, содержание ДК и 
МДА увеличилось на 77% и в 2 раза соответственно, 
при этом количество ТК уменьшилось на 62%.

Полученные данные содержания субстратов угле-
водного обмена свидетельствуют о высокой актив-
ности лактатдегидрогеназы и усилении аэробного 
метаболизма глюкозы печени в раннем пострепер-
фузионном периоде при введении озонированного 
физиологического раствора по сравнению с контро-
лем. Содержание пирувата повысилось в 2 раза, ко-
личество лактата уменьшилось в 2,65 раза (рис. 4). 
В результате соотношение «лактат/пируват» снизи-
лось относительно контрольных значений в 6 раз. Сле-
довательно, применение данного раствора способс-
твовало активации процессов аэробной утилизации 
глюкозы и препятствовало развитию лактатацидоза в 
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раннем постреперфузионном периоде в ткани печени 
по сравнению с контролем. Тем не менее следует за-
метить, что уровень лактата в опытной серии превы-
шал исходные значения в 3 раза при нормализации 
содержания пирувата, соотношение «лактат/пируват» 
увеличилось в 2,4 раза. 

При электронно-микроскопическом исследовании 
ткани печени в гепатоцитах при введении оксигени-
рованного физиологического раствора наблюдали на-
бухшие ядра с неравномерным распределением хро-
матина (рис. 5, а). Отмечали набухание митохондрий 
(Мх) с просветлением матрикса, деструкцию крист и 
нарушение целостности наружной мембраны. Встре-
чались Мх с миелиноподобными структурами. Наблю-
дали фрагментацию гранулярной эндоплазматической 
сети (ЭПС), цитогранулы практически отсутствовали. 
Встречались вторичные лизосомы. Выявленные изме-
нения ультраструктуры гепатоцитов свидетельствова-
ли о деструктивных процессах. 

При введении озонированного физиологическо-
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рис. 4. Влияние озонированного физиологического раство-
ра на содержание субстратов углеводного обмена (в % от 
исходного значения) в ткани печени в раннем постреперфу-
зионном периоде; * — статистически значимые различия с 
интактной серией; • — с контролем (р=0,05)

рис. 5. Ультраструктура ткани печени в раннем постреперфузионном периоде: а — при применении оксигенированного 
физиологического раствора: набухание Мх, деструкция крист и наличие миелиноподобных мембран в Мх, фрагментация 
гранулярной ЭПС, отсутствие гранул гликогена (ув. 7000); б — при введении озонированного физиологического раствора: 
в двухъядерном гепатоците — набухание Мх, выраженная гранулярная ЭПС, зерна гликогена (ув. 7000)

а б

* • * • •

го раствора в двухъядерных гепатоцитах наблюдали 
ядра с маргинальным расположением хроматина и 
просветлением кариоплазмы (рис. 5, б). Гранулярная 
ЭПС была хорошо выражена. Встречались Мх с сохра-
ненной ультраструктурой и набухшие Мх с нечетко вы-
раженной наружной мембраной. Выявлялись гранулы 
гликогена. 

Заключение. Применение озонированного физио-
логического раствора в раннем постреперфузионном 
периоде в эксперименте в отличие от оксигенирован-
ного физиологического раствора способствует вос-
становлению аэробного пути утилизации глюкозы; 
нормализации пула энергетически резервных липи-
дов; повышению содержания фосфатидилсерина, 
соотношения (ФС+ФЭ)/(СМ+ФХ) на фоне снижения ко-
личества холестерина и, соответственно, увеличению 
текучести липидного бислоя мембран, что обеспечи-
вает доступность активных центров липидзависимых 
мембранных ферментов для субстратов. Мембрано-
модулирующее действие озонированного физиоло-
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гического раствора проявляется также в снижении 
количества лизоформ фосфатидилхолина и фосфа-
тидилэтаноламина, повышенные концентрации ко-
торых проявляют детергентноподобное свойство. 
Гепатоциты имеют более сохраненную структуру, что 
выражается прежде всего в сохранении структуры 
митохондрий. Введение озонированного физиологи-
ческого раствора по сравнению с контролем и оксиге-
нированным физиологическим раствором вызывает 
интенсификацию процессов ПОЛ в ткани печени, при 
этом наблюдается повышение активности ферментов 
антиоксидантной защиты, что отражает сохранность 
эндогенного антиоксидантного фонда гепатоцитов. 
Однако повышение соотношения «лактат/пируват» от-
носительно исходного показателя свидетельствует о 
наличии гипоксических очагов, следовательно, о воз-
можном развитии нарушений функций печени в отда-
ленном постишемическом периоде и, соответственно, 
о необходимости проведения дополнительной коррек-
ции в течение восстановительного периода. 
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