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Продукция оксида азота в тканях крыс 7- и 16-недельного возраста

при ограничении подвижности
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Методом электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) было проведено исследование интенсивности

продукции оксида азота (NO) путем анализа количества NO-содержащих парамагнитных комплексов в тканях

сердца, печени и спинного мозга крыс 7- и 16-недельного возраста, растущих в условиях ограничения

подвижности. Продукция оксида азота оценивалась по интенсивности сигнала ЭПР, принадлежащего

комплексу диэтилдитиокарбамата (ДЭTK)2-Fe
2+-NO. Полученные результаты показывают, что рост в

условиях ограничения двигательной активности приводит к увеличению продукции NO во всех исследуемых

органах, при этом наибольшее увеличение наблюдается у крыс 7-недельного возраста.
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Введение

Двигательная активность — основное свойство жи-

вотных и человека, неотъемлемая часть жизни и разви-

тия каждого организма. Нормальное функционирование

организма тысячелетиями развивалось в сочетании с

активной двигательной деятельностью. В условиях про-

изводственной и городской среды жизнь современного

человека предлагает организму совершенно необычную

форму жизнедеятельности его органов и систем, которая

оказалась далека по уровню двигательной активности и

безопасности от необходимых требований, заложенных

эволюцией. Автоматизация и компьютеризация труда и

быта, пассивный отдых, развитие транспорта и другие

условия определяют малоподвижный образ жизни совре-

менного человека. В течение жизни нередко под вли-

янием каких-либо требований внешней среды уровень

двигательной активности изменяется в сторону его по-

вышения или понижения. Если человек изменяет образ

жизни так, что его двигательная активность по необ-

ходимости становится низкой, то его организм должен

приспосабливаться к новому состоянию. В этих случа-

ях развивается специфическая адаптация, сводящаяся к

структурным и обменным нарушениям функции многих

органов и систем организма. Нарастающее ограничение

двигательной активности становится серьезной угрозой

для здоровья, в том числе увеличивая риск сердечно-

сосудистых заболеваний.

Накоплен большой фактический материал по вли-

янию ограничения двигательной активности на орга-

низм человека и животных, однако большая часть этих

данных была получена в рамках решений конкретных

задач космической медицины. Ограничение двигатель-

ной активности ведет к морфофункциональным сдвигам

в основных жизнеобеспечивающих системах: нервной,

сердечно-сосудистой, мышечной, эндокринной вплоть

до патологических состояний в зависимости от про-

должительности и степени ограничения двигательной

активности [1–6]. Основным фактором, приводящим к

этому процессу, является уменьшение афферентной им-

пульсации, что вызывает снижение тонуса центральной

нервной системы, изменение структуры и функции си-

напсов, трофики мышц [6].
Большой интерес привлекает участие в механизмах

развития различных патологических состояний организ-

ма свободнорадикального соединения — оксид азота

(NO). NO известен как один из важнейших сигнальных

молекул, регулирующих физиологические функции орга-

низма и метаболизм клеток, он широко распространен в

нервной и сердечно-сосудистой системах [7–14]. Избы-

точное формирование NO может заметно снижать тонус

гладкомышечных клеток, ухудшать функцию эндотелия

и прямо угнетать сократительную функцию миокарда,

что наблюдается при септическом и геморрагическом

шоке, остром инфаркте миокарда [14–16]. С одной

стороны, NO оказывает токсическое действие, связан-

ное с нарушением митохондриального окислительного

фосфорилирования, образованием свободнорадикально-

го соединения пероксинитрит-аниона, которое блокирует

ряд нейрональных рецепторов, инактивирует фермент

супероксиддисмутазы (СОД) и вызывает углубление

свободнорадикального окисления, приводящего к гибе-
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ли клетки [16–19]. Помимо вазодилатирующих, нейро-

трансмиттерных и стресслимитирующих свойств, несо-

мненно, участие NO в реакциях оксидантного стресса,

глутамат-кальциевого каскада и воспаления [13]. NO

выполняет свои физиологические функции, связываясь

с ионами железа (Fe) в составе гема, либо через

S-нитрозилирование белков, а также принимает участие

в целом ряде биохимических реакций [13,20–23]. Меха-

низм токсичности NO включает в себя ковалентную мо-

дификацию белков при взаимодействии с их тиоловыми

группами, а также непосредственное повреждение ДНК.

В то же время есть и противоположная точка зрения,

согласно которой избыток NO служит компенсаторным

фактором. NO, активируя растворимую гемсодержащую

гуанилатциклазу, повышая синтез циклического гуано-

зинмонофосфата (cGMP), может и защищать нейроны

при токсическом воздействии глутамата. Таким обра-

зом, проявляется двойственная природа NO, прису-

щая многим природным модуляторам; протективные и

поражающие свойства NO, видимо, определяются его

внутриклеточной концентрацией [13,21–26]. Считается,
что система NO является одним из универсальных

факторов регуляции стрессорных и адаптивных ответов

организма. Известно, что система NO играет важную

роль при адаптации организма к различным изменениям

внешней среды и внешних условий, ведущих к стрессу

(Манухина, Малышев, 2000; Manukhina, 2006; Ситдиков,

Зарипова, Гайнутдинов, 2017). На сегодня доказано, что

без нормального клеточного метаболизма NO невоз-

можно поддержание оптимального состояния здоровья

человека и протекание процессов адаптации организма

к различным факторам среды, в том числе к физическим

нагрузкам [25–28].
Таким образом, одной из перспективных мишеней

для терапевтических вмешательств при ограничении

подвижности выступает система NO. Целью настоя-

щей работы является сравнительный анализ содержания

NO в тканях спинного мозга, сердца и печени крыс,

растущих в условиях неограниченной и ограниченной

подвижности. Ограниченной подвижности добивались

помещением животных в специальные клетки-пеналы,

начиная с 3 недельного возраста.

1. Методы и организация
исследования

В литературе описаны различные способы частичной

и полной иммобилизации животных. Широкое распро-

странение получило моделирование ограничения двига-

тельной активности при содержании животных в клетках

малого объема. Учитывая характеристику повседневного

ограничения двигательной активности, основным тре-

бованием отвечает модель нарастающего ограничения

подвижности с постепенным увеличением времени им-

мобилизации крыс в клетках-пеналах. Передвигая пере-

городку, изменяется объем пенала в соответствии с раз-

мерами животного. Первые два дня время ограничения

двигательной активности составляет 1 h, а в дальнейшем

увеличивается на 2 h через каждые 2 дня. Полученная

экспериментальная модель позволила создать одинако-

вую степень
”
жесткости“ ограничения подвижности для

всех животных, что является необходимым условием для

получения сопоставимых результатов. Данная модель ха-

рактеризуется отсутствием дополнительных повреждаю-

щих факторов и простотой технического осуществления

и дает возможность расценивать наблюдаемые измене-

ния как результат адаптации организма к собственно

снижению двигательной активности. Следует отметить,

что использованный режим ограничения подвижности

не является жестким и, несомненно, уменьшает стрес-

сорную реакцию. Животных каждый день выпускали, и

они имели возможность компенсировать вынужденную

гипокинезию.

Исследования проведены на лабораторных беспород-

ных крысах, которых разделили на 2 группы: I —

контрольная группа, которая содержалась в стандартных

условиях вивария; II — опытная группа, которая со-

держалась при ограничении подвижности. По возрасту

животных разделили на 2 группы: крысы 7- и 16-не-

дельного возраста. Крысята росли в условиях ограни-

чения подвижности по достижению ими 3 недельного

возраста, поэтому в первой группе продолжительность

ограничения подвижности составило 30 суток, во второй

90 суток соответственно. В каждой возрастной группе

n = 15. Одним из наиболее эффективных и прямых

методов обнаружения и количественного определения

NO в биологических образцах является метод ЭПР-

спектроскопии с использованием спиновой ловушки.

Метод спинового захвата основан на реакции радикала

NO со спиновой ловушкой. Был применен комплекс

Fe2+ c диэтилдитиокарбаматом (ДЭТК) для захвата

NO и формирования устойчивого тройного комплекса

(ДЭТК)2-Fe
2+-NO [29,30]. Для образования в организме

данного комплекса животным вводился вводный раствор

ДЭТК-Na в дозе 500mg/kg в 2.5ml воды внутрибрю-

шинно и раствор цитрата железа [сульфат железа (II)
(FeSO4 · 7H2O, Sigma, USA) в дозе 37.5mg/kg+ цитрат

натрия, 187.5mg/kg внутримышечно (подробности мето-

да описаны нами ранее) [31,32]. Ловушку оксида азота

вводили за 30min до вскрытия. Комплекс ДЭТК-Fe (II)
взаимодействует с NO, в результате чего образуется ста-

бильный радикал (ДЭТК)2-Fe
2+-NO. Данный комплекс

является парамагнитным (SFe= 1/2, и IN= 3/2) и может

быть зарегистрирован методом ЭПР [30]. Комплексы ха-

рактеризуются легко распознаваемым спектром ЭПР со

значением g-фактора g = 2.035 и триплетной сверхтон-

кой структурой. Количество NO оценивалось по интен-

сивности характерного сигнала ЭПР, принадлежащего

комплексу (ДЭТК)2-Fe
2+-NO. Сигналы сравнивали по ве-

личине интегральной интенсивности, так как интеграль-

ная интенсивность сигнала ЭПР прямо пропорциональна

концентрации парамагнитных комплексов [30]. Через

30min после введения препаратов наркотизированную
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уретаном крысу фиксировали на операционном столе,

вскрывали, извлеченные органы быстро просушивали

и замораживали в жидком азоте в капиллярах для

измерений. Для исследования забирали ткани сердца,

печени и спинного мозга животных. Регистрация спек-

тров ЭПР приготовленных образцов проводилась на

спектрометре ЭПР Х-диапазона ER-200E-SRC фирмы

”
Bruker“ EMX/plus с температурной приставкой ER

4112HV при 77K. Во всех экспериментах сохранялись

постоянными следующие параметры: СВЧ-мощность —

30mW, модуляция — 5G, усиление — 4104, постоянная

времени — 100ms, время записи спектра — 50 s и

число накоплений — 8. При накоплениях и регистра-

ции спектров использовался компьютер спектрометра

”
Aspect 3000“ фирмы

”
Bruker“. Непосредственно пе-

ред измерением готовый образец, усеченный по форме

кюветы для измерений, взвешивается. Масса образцов

должна составлять около 100mg. Амплитуда спектров

ЭПР всегда нормируется на вес образца и на ампли-

туду сигнала ЭПР эталонного образца (подробности
методики измерений сигналов ЭПР детально изложены

ранее [31]).
При статистической обработке получали среднее зна-

чение измеряемой величины и стандартную ошибку

среднего M±SEM. С применением t-критерия Стьюден-

та и U- критерия Манна−Уитни проверяли достовер-

ность отличия средних значений уровней NO в разных

тканях крыс разного возраста. Различия считали значи-

мыми при p < 0.05.

2. Результаты исследования и их
обсуждение

Методом ЭПР были изучены ткани сердца, спинного

мозга и печени крыс 7- и 16-недельного возраста,

растущих в условиях ограничения подвижности, а также

контрольных крыс соответствующего возраста. Во всех

измеренных спектрах ЭПР регистрировали характерный

триплетный сигнал от комплекса на основе спиновой

ловушки (ДЭТК)2-Fe
2+-NO, интегральная интенсивность

которого прямо пропорциональна содержанию NO в

образце.

При сопоставлении спектров ЭПР тканей сердца

крыс 7- и 16-недельного возраста, растущих в условиях

ограничении подвижности, было обнаружено увеличе-

ние содержания NO в тканях сердца (рис. 1): после

пребывания в условиях 30-суточной гипокинезии на

148.7%, после 90-суточной — на 73.2% по сравнению с

показателями крыс контрольной группы (p < 0.05). Рост
в условиях 30- и 90-суточного ограничения подвижности

вызвал повышение содержания NO в тканях печени

крыс на 98 и 91% соответственно по сравнению с

показателями контрольной группы (p < 0.05), рис. 2.

В тканях спинного мозга крысят, растущих в условиях

ограничения подвижности в течение 30 суток, обнару-

живается повышение интенсивности продукции NO на
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Рис. 1. Изменение продукции NO в тканях сердца крыс после

30- и 90-суточного ограничения подвижности относительно

контроля. Ось ординат — изменение интегральной интенсив-

ности сигнала от комплекса (ДЭТК)2-Fe
2+-NO, выраженная в

процентах, по сравнению с показателями контрольной группы.

Достоверность по сравнению с показателями контрольной

группы: ∗p < 0.05.
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Рис. 2. Изменение продукции NO в тканях печени крыс после

30- и 90-суточного ограничения подвижности относительно

контроля. Ось ординат — изменение интегральной интенсив-

ности сигнала от комплекса (ДЭТК)2-Fe
+2-NO, выраженная в

процентах, по сравнению с показателями контрольной группы.

Достоверность по сравнению с показателями контрольной

группы: ∗p < 0.05.

125% относительно уровня этого показателя у контроль-

ных крыс соответствующего возраста (p < 0.05). А при

ограничении подвижности в течение 90 суток продукция

NO в тканях спинного мозга достоверно не отличается

от уровня крыс контрольной группы (рис. 3).
Таким образом, рост в условиях ограничения подвиж-

ности приводит к усилению продукции NO во всех

исследуемых образцах тканей, кроме тканей спинного
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Рис. 3. Изменение продукции NO в тканях спинного мозга

крыс после 30- и 90-суточного ограничения подвижности

относительно контроля. Ось ординат — изменение интеграль-

ной интенсивности сигнала от комплекса (ДЭТК)2-Fe
2+-NO,

выраженная в процентах, по сравнению с показателями кон-

трольной группы. Достоверность по сравнению с показателями

контрольной группы: ∗p < 0.05.

мозга крыс, растущих при 90-суточном ограничении

подвижности. Реакция организма крыс на гипокинезию

зависит от длительности ограничения двигательной ак-

тивности. Наиболее выраженное увеличение содержа-

ния NO в тканях крыс обнаружено при 30-суточном

ограничении подвижности. Вероятнее всего, это вызвано

особенностями данного возраста: 7-ми недельный воз-

раст — начало пубертата. Также на протяжении 1 ме-

сяца действия ограничения подвижности на органном

уровне активируются локальные стресс-лимитирующие

системы и система генерации оксида азота одна из них.

Возможно, рост в условиях 30-суточного ограничения

подвижности вызывает мобилизацию всех резервных

механизмов адаптации. При ограничении подвижности в

течение 90 суток также выявлено увеличение продукции

оксида азота, однако оно менее выражено, чем при 30-

суточной гипокинезии. Возможно, это связано с разви-

тием к этому сроку адаптивного эффекта адекватной

стресс-реакции. Активации NО-системы — один из тех

механизмов, за счет которого организм предупреждает

стрессорные повреждения.

Заключение

Обнаруженное нами повышение интенсивности об-

разования NO при ограничении подвижности позво-

ляет сделать вывод о наличии тесных связей уровня

NO в организме с режимом двигательной активности,

особенно для растущего организма. Поскольку наша

модель состоит из двух компонент: непосредственно

гипокинезии и стресса от применяемых процедур. Таким

образом, существуют NO-зависимые механизмы реакции

организма к иммобилизационному стрессу. Это важно,

так как любой экспериментальный прием формирования

ограничения двигательной активности включает в себя

стрессорный компонент, который невозможно выделить

в чистом виде. Интересным является тот факт, что повы-

шение уровня NO в клетках, независимо от источника,

эффективно предупреждает значительное нарастание его

количества при стрессе и связанные с ним повреждения

в тканях путем ингибирования индуцибельной формы

фермента (iNOS) или через образование протекторных

антиоксидантых или других белков [33], т. е. существует

сложный механизм обратной связи. Полученные дан-

ные расширяют представления о роли оксида азота и

NO-синтаз в деятельности внутренних органов крыс,

растущих в стрессовых условиях в раннем постнаталь-

ном онтогенезе. В условиях ограничения подвижности,

система NO может выступать стабилизирующей, предот-

вращающей разрушение скелетных мышц и других тка-

ней, и запускать молекулярные механизмы адаптации

организма. Поскольку известно, что гипокинезия вы-

зывает значительные изменения в сердечно-сосудистой

системе, во внутренних органах, в системе кровотока и

снабжения организма кислородом, то можно предполо-

жить, что часть этих изменений вызвана стационарным

увеличением продукции оксида азота в ключевых для

деятельности организма тканях.

Соблюдение этических стандартов

Исследование проводилось в соответствии с принци-
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