
СТМ ∫ 2012 - 2  37

 БИОМЕДИЦИНСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ     

ИССЛЕДОВАНИЕ АКТИВНОСТИ ПРОЦЕССОВ 
ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ, 
АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ 
И УЛЬТРАСТРУКТУРЫ ОРГАНОВ 
В ОТДАЛЕННЫЕ СРОКИ 
ПОСТРЕАНИМАЦИОННОГО ПЕРИОДА
УДК 612.015.11:577.158:616–036.882–08
Поступила 27.03.2012 г.

Н.Н. Андреева, д.б.н., профессор кафедры нормальной физиологии, ученый секретарь;
Т.И. Соловьева, к.б.н., старший научный сотрудник ЦНИЛ НИИ ПФМ;
 М.В. Баландина , к.б.н., научный сотрудник ЦНИЛ НИИ ПФМ;
Е.И. Яковлева, к.б.н., старший научный сотрудник ЦНИЛ НИИ ПФМ

Нижегородская государственная медицинская академия, Н. Новгород, 603005, пл. Минина и Пожарского, 10/1

Цель исследования — изучение в эксперименте изменения уровня продуктов перекисного окисления липидов, активности су-
пероксиддисмутазы, каталазы, содержания субстратов углеводного обмена и ультраструктуры мозга, сердца и печени на 30-е сутки 
постреанимационного периода.

Материалы и методы. Эксперименты выполнены на белых нелинейных крысах-самцах. Клиническую смерть моделировали путем 
пережатия сердечно-сосудистого пучка. Период прекращения кровообращения составил 10 мин. Органы у наркотизированных живот-
ных забирали на 40-й минуте (n=12) и на 30-е сутки постреанимационного периода (n=8).

Результаты. Показано, что на 30-е сутки постреперфузионного периода по сравнению с контролем (40 мин) увеличилось содержа-
ние продуктов перекисного окисления липидов (триеновых конъюгатов — в мозге и печени, малонового диальдегида — в миокарде) 
на фоне снижения активности супероксиддисмутазы во всех исследуемых органах; соотношение лактат/пируват превышало исходные 
показатели. Полученные данные свидетельствуют о наличии мембранодеструктивных процессов на 30-е сутки постреанимационного 
периода, что подтверждалось исследованием ультраструктуры: наблюдались митохондрии с нечеткой или поврежденной наружной 
мембраной и дезориентацией крист. Указанные изменения повышают риск развития необратимых нарушений мембранных структур и, 
следовательно, развития полиорганной дисфункции в отдаленном постреанимационном периоде. 
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The aim of the investigation is to study experimentally the change of the lipid peroxidation processes, the activity of superoxide dismutase, 
catalase, the content of the substrates of the carbohydrate metabolism, and the brain, heart and liver ultrastructure in rats on the 30th day of the 
postresuscitative period.
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Materials and methods. The experiments were carried on white nonlinear male rats. Clinical death was simulated by clamping cardiovascular 
bundle. The stagnation of the circulation was 10 min. The organs of the anesthetized animals were taken on the 40th minute (n=12) and on the 
30th day of the postresuscitative period (n=8).  

Results. Lipid peroxidation products (conjugated trienes in the brain and the liver and malonic dialdehyde in the myocardium) were shown 
to increase on the 30th day of the postperfusion period compared to the control group (40 min) against the background of the activity decrease 
of superoxide dismutase in all the studied organs. The lactate/pyruvate ratio exceeded the baseline. The mitochondria with an indistinct or 
damaged outer membrane, and the disorientation of the cristas were demonstrated by an electron-microscopic research. The findings indicated 
membrane destruction processes on the 30th postresuscitative day. The mentioned changes increase the risk of irreversible damage of membrane 
structures, and therefore, multi-organ dysfunction in a long-term postresuscitative period.   

Key words: lipid peroxidation processes, ultrastructure, postresuscitative period.

Изменение уровня перекисного окисления липидов 

(ПОЛ) характерно для многих физиологических про-

цессов, так как ПОЛ является одним из механизмов, 

ответственных за модификацию состава и физико-хи-

мических свойств мембран, а соотношение проантиок-

сидантных систем отражает адаптивные возможности 

ткани, органа [1, 2]. На раннем этапе ишемии процессы 

ПОЛ носят защитно-приспособительный характер, уме-

ренно увеличивая проницаемость мембран, облегчая 

работу липидзависимых мембранных белков, что име-

ет определенную биологическую целесообразность [3].

При восстановлении кровообращения развитие вто-

ричной гипоксии в сочетании с реоксигенацией приво-

дит к чрезмерной активации ПОЛ на фоне истощения 

антиоксидантной системы защиты тканей [4, 5]. Нега-

тивные последствия этих процессов проявляются на 

ультраструктурном уровне и выражаются прежде всего 

в образовании микроразрывов в клеточных и субкле-

точных мембранах, повреждении структуры митохонд-

рий и, соответственно, нарушении их энергообразую-

щей функции [6–8]. Важным фактором, усугубляющим 

нарушение биомембран, является также развитие ме-

таболического ацидоза [3, 7].

Активность процессов ПОЛ, состояние антиокси-

дантной системы, ультраструктура органов при ише-

мии и в раннем реперфузионном периоде изучены 

достаточно полно [3, 7, 9–11], однако актуальным ос-

тается их изучение в отдаленные сроки постреанима-

ционного периода.

Цель исследования — изучение в эксперименте 

изменения уровня продуктов перекисного окисления 

липидов, активности супероксиддисмутазы, каталазы, 

содержания субстратов углеводного обмена и ультра-

структуры мозга, сердца и печени на 30-е сутки постре-

анимационного периода.

Материалы и методы. Эксперименты выполнены 

на белых нелинейных крысах-самцах массой 180–220 г, 

содержащихся на стандартном рационе вивария. Для 

наркоза использовали нембутал (25 мг/кг внутрибрю-

шинно) и эфир. Клиническую смерть моделировали 

путем пережатия сердечно-сосудистого пучка [12]. Пе-

риод прекращения кровообращения составил 10 мин. 

Оживление проводили, применяя непрямой массаж 

сердца и искусственную вентиляцию легких. Органы у 

наркотизированных животных забирали на 40-й мину-

те  (контрольная серия, n=12) и на 30-е сутки постре-

анимационного периода (опытная серия, n=8). Допол-

нительным контролем служили интактные животные 

(n=9). При проведении исследования неукоснительно 

соблюдались этические принципы, установленные Ев-

ропейской конвенцией по защите позвоночных живот-

ных, используемых для экспериментальных и других 

научных целей (принятой в Страсбурге 18.03.1986 г. и 

подтвержденной в Страсбурге 15.06.2006 г.). Липиды 

экстрагировали по J. Folch [13]. Активность процессов 

ПОЛ и состояние антиоксидантной защиты клеток 

оценивали с помощью общепринятых методов по на-

коплению продуктов пероксидации: диеновых (ДК) и 

триеновых конъюга тов (ТК) [14], малонового диальде-

гида (МДА) [15] и активности ферментов супероксид-

дисмутазы (СОД) [16] и каталазы [17]. Концентрацию 

ДК, ТК и МДА выражали в единицах оптической плот-

ности относительно количества общих липидов (ОЛ) 

(ед.опт.пл./мг ОЛ). Активность СОД выражали в ус-

ловных единицах активности на грамм ткани в минуту 

(ед.акт./г ткани·мин). Активность каталазы выражали 

в  условных единицах активности на грамм ткани в се-

кунду (ед.акт./г ткани·с). Измерение оптической плот-

ности проводили на спектрофотометре СФ-26 («Ломо 

Фотоника», С.-Петербург). Количественное определе-

ние пирувата и лактата в тканях проводили энзимати-

ческим методом с использованием лактатдегидроге-

назы [18]. Содержание пирувата и лактата выражали 

в мкмоль/г ткани. Для электронно-микроскопического 

исследования иссекали ткани коры головного мозга, 

левого желудочка сердца на уровне отхождения пе-

редней папиллярной мышцы и правой доли печени. 

Ткань фиксировали в 2,5% растворе глутарового аль-

дегида на фосфатном буфере (рH=7,4) и в 1% раство-

ре четырехокиси осмия [19]. Материал обезвоживали 

в спиртах восходящей концентрации и заключали в 

ЭПОН-812. Ультратонкие срезы готовили на ультра-

томе ULTRACUT (Reicher-yung, Австрия), контрасти-

ровали уранилацетатом и цитратом свинца по методу 

F.S. Reynolds [20] и просматривали на электронном 

микроскопе Morgagni 268-D (FEI, Нидерланды).

Статистическую обработку полученных результатов 

проводили с помощью пакета программ BIOSTAT [21]. 

Статистическую значимость различий показателей 

средних в сериях определяли с использованием крите-

рия Стьюдента. Различия считали достоверными при 

уровне значимости p<0,05.

Результаты и обсуждение. Сравнительный ана-

лиз параметров процессов ПОЛ и активности антиок-

сидантных ферментов у крыс опытной и интактной се-

рий показал, что во всех исследуемых органах на 30-е 
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сутки постреанимационного периода повысилась ин-

тенсивность ПОЛ и угнеталась система антиоксидант-

ной защиты.

В мозге, сердце и печени опытной серии по сравне-

нию с исходными показателями существенно увеличи-

лось содержание первичных и вторичных продуктов 

ПОЛ: ДК — на 78%, в 2,2 и 2,8 раза соответственно, 

ТК — в 2,3 раза, на 71% и в 3,7 раза, МДА — на 71%, 

в 2,5 раза и на 90% соответственно (табл. 1). Однако 

активность СОД в мозге, сердце и печени на 30-е сутки 

постреанимационного периода снизилась в 2,2 раза, в 

2,5 раза и на 38,5% соответственно; активность ката-

лазы — в 2,5 раза, в 3 раза и на 32% соответственно 

(табл. 2).

Известно, что чрезмерная интенсификация процес-

сов ПОЛ на фоне истощения антиоксидантной систе-

мы защиты при ишемии/реперфузии играет особенно 

значимую роль в повреждении клеточных и субклеточ-

ных мембран [3, 7]. Во-первых, образование гидропе-

рекисей липидов повышает их гидрофильность и в 

результате гидроперекиси липидов «выталкиваются» 

в гидрофильную область мембран [22], что облегчает 

доступность молекул фосфолипидов для фосфолипаз 

и тем самым потенцирует делипидизацию мембран [7]. 

Во-вторых, в связи с накоплением в мембранах гидро-

перекисей липидов, продуктов фосфолиполиза (вы-

сших жирных кислот, лизофосфолипидов) нарушаются 

физико-химические свойства и структура клеточных и 

субклеточных мембран вплоть до формирования мик-

роразрывов, что приводит к нарушению их функций 

[3, 22–24]. Следует отметить, что ранее, в работах [25, 

26], нами было показано некомпенсируемое уменьше-

ние содержания доминантных мембранных фосфоли-

пидов — фосфатидилхолина и фосфатидилэтанола-

мина — и увеличение количества свободных жирных 

кислот и лизофосфолипидов в тканях мозга, сердца 

и печени на 30-е сутки постишемического периода по 

сравнению с интактными показателями.

О нарушении в отдаленные сроки постреанимаци-

онного периода компенсаторных механизмов, которые 

обеспечивают защиту клеток от окислительного стрес-

са, развившегося в период рециркуляции и реоксиге-

нации, свидетельствовало увеличение содержания ТК 

на 30-е сутки постишемического периода относительно 

контроля в ткани мозга — на 51% и в ткани печени — на 

91% (см. табл. 1). Изменение количества МДА в опыт-

ной серии по сравнению с контролем в мозге и сердце 

имело разнонаправленный характер: в мозге — умень-

шилось на 71%, в миокарде — увеличилось на 49,5%.

Вторичные продукты ПОЛ — ТК и МДА — образуются 

при окислительной деструкции фосфолипидов [27]. По 

нашим данным [25, 26], на 30-е сутки постреанимацион-

ного периода относительно раннего реперфузионного 

периода содержание ненасыщенных фосфолипидов до-

стоверно уменьшается: в мозге — фосфатидилсерина, 

в миокарде — фосфатидилэтаноламина. Уменьшение 

содержания МДА в мозге в опытной серии по сравне-

нию с контролем, возможно, обусловлено нарушением 

процессов репарации фосфолипидов и более сущест-

венной делипидизацией мембран еще на раннем этапе 

реперфузии, так как мозг из-за особенностей липидно-

го состава [28] наиболее подвержен нарушениям ли-

пидного обмена при ишемии/реперфузии [3]. МДА, как 

известно, образуется в основном при окислении лино-

левой и арахидоновой кислот, входящих в состав нена-

сыщенных фосфолипидов мембран [3, 27].

Об угнетении антиоксидантной системы защиты на 

30-е сутки постреанимационного периода свидетель-

ствовало и снижение активности СОД во всех иссле-

дуемых органах по сравнению с ранним реперфузи-

онным периодом (см. табл. 2). Так, активность СОД в 

опытной серии относительно контроля уменьшилась в 

Т а б л и ц а  1

Содержание продуктов перекисного окисления липидов в постреанимационном периоде (М±m), ед.опт.пл./мг ОЛ

Серии
Мозг Сердце Печень

ДК ТК МДА ДК ТК МДА ДК ТК МДА

Интактная (n=9) 0,74±0,05 0,29± 0,04 2,18±0,48 0,62±0,08 0,31±0,09 0,67±0,08 0,53±0,12 0,24±0,05 1,06±0,35

Контрольная (n=12) 1,21±0,17* 0,45±0,15* 4,86±0,49* 1,20±0,20* 0,42±0,10 1,11±0,16* 1,12±0,24* 0,46±0,13* 2,27±0,55*

Опытная (n=8) 1,32±0,12* 0,68±0,09*+ 3,73±0,22*+ 1,34±0,13* 0,53±0,07* 1,66±0,20*+ 1,49±0,19* 0,88±0,10*+ 2,01±0,34*

* — статистическая значимость различий с интактной серией; + — с контрольной серией, р<0,05.

Т а б л и ц а  2

Активность супероксиддисмутазы и каталазы в постреанимационном периоде (М±m)

Серии
Мозг Сердце Печень

Каталаза,
ед.акт./г ткани·с

СОД,
ед.акт./г ткани·мин

Каталаза,
ед.акт./г ткани·с

СОД,
 ед.акт./г ткани·с

Каталаза,
ед.акт./г ткани·мин

СОД, 
ед.акт./г ткани·с

Интактная (n=9) 0,585±0,089 16,27±0,75 0, 820±0,145 19,76±2,52 4,193±0,942 16,42±5,20

Контрольная  (n=12) 0,282±0,070* 12,90±0,54* 0,362±0,100* 15,52±0,81 1,98±0,51* 16,63±3,98

Опыт (n=8) 0,230±0,060* 7,49±0,74*+  0,269±0,066*+ 7,83±0,95*+ 2,843±0,080*+ 10,12±2,03*+

* — статистическая значимость различий с интактной серией; + — с контрольной серией, р<0,05.

Перекисное окисление липидов и ультраструктура органов в постреанимационный период
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ткани мозга на 42%, в миокарде — на 49,5%, в ткани 

печени — на 38,5%. Активность каталазы изменилась 

неоднозначно: в мозге она оставалась в пределах кон-

трольного значения, в сердце — уменьшилась на 26%, 

а в печени — увеличилась на 56%. Согласно данным 

работы [29], при ишемии/реперфузии в печени воз-

растает активность каталазы, что косвенно указывает 

на накопление Н2О2. Снижение активности фермен-

тов-антиоксидантов может быть обусловлено мута-

цией и окислительной деструкцией соответствующих 

форм ДНК [30] и ингибирующим действием активных 

форм кисло рода: Н2О2  тормозит активность СОД, а 

О•
 — активность каталазы [31]. Снижение активности 

СОД, возможно, обусловлено и структурными изме-

нениями, в частности гликилированием СОД [32].

Существенный вклад в повреждение мембранных 

структур в период восстановления кровообращения 

после тотальной ишемии вносит метаболический аци-

доз [3, 7]. Соотношение  лактат/пируват является пока-

зателем интенсивности анаэробного или гликолитичес-

кого пути превращения углеводов и, соответственно, 

показателем гипоксии [3, 33]. 

При определении содержания лактата и пирувата 

выявлено, что в ткани головного мозга на 30-е сутки 

постишемического периода уменьшается накопление 

лактата по сравнению с реперфузионным периодом 

на 60%, что приводит к нормализации его содержания 

(рис. 1, а). При этом количество пирувата уменьшилось 

относительно контроля на 60% и на 45,5% по сравне-

нию с интактной серией. В результате соотношение 

лактат/пируват статистически значимо от контрольного 

значения не отличалось, но превышало исходный пока-

затель в 2 раза. Вероятно, выявленное изменение со-

держания пирувата обусловлено его включением в ре-

акции декарбоксилирования. Повышение соотношения 

лактат/пируват при нормализации количества лактата 

и уменьшении содержания пирувата свидетельствует 

скорее об усилении использования пирувата в энер-

гетическом обмене, чем о преобладании анаэробных 

путей утилизации глюкозы. Известно, что после непро-

должительной ишемии при возобновлении кровообра-

щения уже через 1–2 мин восстанавливаются процес-

сы синтеза АТФ [34]. Однако повреждение процессов 

энергообмена может происходить не только на этапах 

синтеза АТФ, но и на этапах ее транспорта и утилиза-

ции структурными элементами клетки [34].

Аналогично ткани мозга на 30-е сутки постреани-

мационного периода в опытной серии по сравнению с 

контролем наблюдали снижение содержания лактата в 

миокарде — на 63%  (рис. 1, б) и в ткани печени — на 

48,5% (рис. 1, в). В миокарде также отмечали умень-

шение количества пирувата на 33%, в ткани печени 

его содержание не изменилось. Соотношение лактат/

пируват уменьшилось в миокарде в 2,3 раза, в пече-

ни — на 58%, что свидетельствует о снижении степени 

выраженности лактатацидоза в опытной серии по срав-

нению с контролем. Тем не менее следует отметить, 

что содержание лактата превышало исходные показа-

тели в миокарде на 33% и более значительно — в 3,95 

раза — в ткани печени. Количество пирувата на 30-е 

сутки постреанимационного периода по сравнению с 

интакт ной серией уменьшилось в миокарде — на 41%, 

в печени — на 45,5%. По-видимому, снижение содержа-

ния пирувата в данном случае обусловлено его вклю-

чением в цикл трикарбоновых кислот. В результате вы-

шеуказанных изменений соотношение лактат/пируват 

в опытной серии относительно интактной увеличилось 

в сердце — на 99%, в печени — в 6,3 раза, что указы-

вает на наличие анаэробного пути утилизации глюкозы 

и вторичной гипоксии. Возможно, это связано с непол-

ным восстановлением кровотока в органах даже в от-

даленные сроки постреанимационного периода, в ре-

Рис. 1. Содержание субстратов углеводного обмена (в % от 

исходного значения) в постреанимационном периоде: а — в 

ткани мозга; б — в ткани сердца; в — в ткани печени; * — ста-

тистическая значимость различий значений с интактной се-

рией; + — с ранним постреанимационным периодом (40 мин; 

контроль); р<0,05
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б
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*+
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зультате чего нарушается адекватное метаболическим 

потребностям обеспечение тканей кислородом.

По данным авторов [7], спустя 3 нед после клини-

ческой смерти, вызванной острой кровопотерей, и пос-

ледующего оживления путем нагнетания аутокрови в 

сердечной мышце выявлялось неравномерное крове-

наполнение сосудов.

Структурные изменения в исследуемых нами орга-

нах на 30-е сутки постреанимационного периода отра-

жали наличие двух противоположных процессов: реге-

нерации и повреждения.

Электронно-микроскопически в отдаленные сроки 

Рис. 2. Ультрастуктура нейронов сенсомоторной зоны коры 

головного мозга: а — нейрон интактного животного (ув. 

8000); б — ранний постреперфузионный период: конденса-

ция хроматина на периферии ядра; митохондрии,  набухшие 

с просветленным матриксом, резкой деструкцией крист, на-

рушением целостности наружной мембраны; фрагментация 

гранулярной эндоплазматической сети (ув. 13 000); в — 30-е 

сутки пост реперфузионного периода: набухание ядра с про-

светлением кариоплазмы и конденсацией хроматина по пери-

ферии ядра; расширение цистерн гранулярной эндоплазмати-

ческой сети; митохондрии с нечеткой наружной мембраной, 

наличие мелких митохондрий с плотным матриксом; большое 

количество полисом (ув. 10 000)

Рис. 3. Ультраструктура миокарда: а — интактного животного 

(ув. 10 800); б —  ранний постреперфузионный период: набу-

хание сарколеммы; внутриклеточный отек; пересокращение и 

разрывы миофибрилл с участками их расслоения и фрагмен-

тацией; набухание митохондрий, просветление их матрикса; 

маргинация хроматина (ув. 13 000); в — 30-е сутки пострепер-

фузионного периода: слабый диффузный внутриклеточный 

отек; гетерогенность и гиперплазия митохондрий, митохонд-

рии с нарушением четкости наружной мембраны (ув. 13 000)

а

в

б

постишемического периода в нейронах отмечали набу-

хание ядра с просветлением кариоплазмы и конденса-

цией хроматина по периферии ядра, набухание и раз-

рушение в отдельных участках кариолеммы (рис. 2). 

Расширение цистерн гранулярной эндоплазматической 

сети сочеталось с их разрушением и уменьшением 

доли ее элементов по сравнению с интактной серией. 

Наблюдали митохондрии с нечеткой наружной мемб-

раной. В то же время регистрировали наличие мелких 

митохондрий с плотным матриксом, увеличение коли-

чества свободных рибосом и полисом, что отражало 

процессы репарации в нейронах. Встречались вторич-

ные лизосомы.

В кардиомиоцитах опытной серии наблюдали на-

бухание сарколеммы, слабый диффузный внутрикле-

точный отек, гетерогенность и гиперплазию митохон-

дрий, митохондрии с нарушением четкости наружной 

мембраны (рис. 3). Большинство митохондрий — с 

а

в

б

Перекисное окисление липидов и ультраструктура органов в постреанимационный период
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плотным матриксом и дезориентацией крист. Струк-

тура миофибрилл — без ярко выраженных измене-

ний. Авторы работы [7] отмечали, что к концу месяца 

после острой кровопотери и оживления в кардиоми-

оцитах митохондрии располагались в виде многоряд-

ных скоплений между миофибриллами, большинство 

из них сохранены, в некоторых выявлялась гомогени-

зация крист.

В гепатоцитах на 30-е сутки постреанимационного 

периода наблюдали митохондрии с плотным матрик-

сом, в большинстве случаев их наружная мембра-

на не имела четких контуров или была повреждена 

(рис. 4). В цитоплазме отмечали снижение количества 

цитогранул гликогена, наличие вакуолей, миелино-

подобных структур, окруженных мембраной и свиде-

тельствующих об активации ПОЛ мембран [35]. 

Итак, при исследовании ультраструктуры нейронов, 

кардиомиоцитов и гепатоцитов на 30-е сутки постише-

мического периода выявлено, что общей закономер-

ностью является наличие митохондрий с нечетко вы-

раженной наружной мембраной, а также митохондрий 

с плотным матриксом. По мнению авторов [36], лишь 

повреждение наружных митохондриальных мембран 

может быть однозначно трактовано как свидетельство 

разрушения этих органелл, все остальные изменения 

(набухание митохондрий, пятнистое просветление и го-

могенизация митохондриального матрикса, деструкция 

крист) могут говорить как о деградации, так и о гипер-

функции митохондриального аппарата.

Заключение. Результаты исследования активности 

процессов ПОЛ, антиоксидантных ферментов, содер-

жания субстратов углеводного обмена и ультраструк-

туры мозга, сердца и печени на 30-е сутки постреа-

нимационного периода позволяют утверждать, что в 

отдаленные сроки после тотальной ишемии и репер-

фузии воздействие патогенных факторов усиливает-

ся при нестабильности защитно-приспособительных 

реакций, обеспечивающих репарацию мембран. К их 

числу следует отнести чрезмерную активацию ПОЛ 

на фоне истощения антиоксидантного фонда и су-

щественное повышение степени лактатацидоза по 

сравнению с интактной серий. Указанные изменения 

повышают риск развития необратимых нарушений 

мембранных структур и, следовательно, развития по-

лиорганной дисфункции в отдаленном постреанима-

ционном периоде. 
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