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Применение ЭПР спектроскопии для исследования содержания NO

и меди в лобных долях, гиппокампе и печени крыс после ишемии

мозга
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Для регистрации содержания оксида азота (NО) и меди в тканях мозга (лобные доли и гиппокамп) и

печени здоровых крыс и крыс после моделирования ишемии использован метод спектроскопии электронного

парамагнитного резонанса (ЭПР). Моделирование ишемии осуществлялось перевязкой сонных артерий с

последующим взятием из общей сонной артерии 3ml крови. Методом ЭПР спектроскопии регистрировались

сигналы от тройных комплексов (ДЭТК)2-Fe
2+
−NO и комплекса Cu(ДЭТК)2 . На основе прямых измерений

методом ЭПР спектроскопии показано, что через сутки после моделирования ишемии происходит ослабле-

ние продукции NO в гиппокампе в среднем на 30%, и наблюдается тенденция к снижению NO в лобных долях

и печени. Содержание меди через сутки после моделирования ишемии снижалось в лобных долях в среднем

в 3 раза, в гиппокампе в среднем на 20%, а в печени отмечена тенденция к уменьшению. Таким образом,

гипоксия головного мозга сопровождается не только снижением продукции NO, но и признаками ослабления

антиоксидантной системы в гиппокампе и лобных долях, что дополнительно ухудшает функциональное

состояние системы гомеостазиса.
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Введение

Оксид азота (NO) является одной из ключевых сиг-

нальных молекул, которые регулируют физиологические

функции организма, включая нервную систему [1,2]. NO
продуцируется из аминокислоты L-аргинина ферментами
семейства NO-синтаз (NOS) и участвует в контроле

целого ряда клеточных функций, включая регуляцию

тонуса кровеносных сосудов, нейротрансмиссию, обу-

чение, иммунный ответ и другие функции [3]. В жиз-

недеятельности животных и человека особо значима

роль NO в функционировании сердечно-сосудистой [4,5]
и нервной систем [1,6]. Большой интерес привлекает

участие NO в механизмах развития различных патологи-

ческих состояний организма [4,7,8]. Накопились факты,

свидетельствующие о том, что биосинтез NO является

одним из ключевых факторов в патофизиологическом от-

вете мозга на гипоксию–ишемию [6,9,10]. NO выполняет

свои физиологические функции, связываясь с ионами

железа (Fe) в составе гема, либо через S-нитрозилирова-
ние белков, а также принимает участие в целом ряде

биохимических реакций [11].

Одной из причин вовлечения NO в патологический

процесс служит длительная нехватка кислорода, которая

ведет к гипоксии мозга. Гипоксия сопровождается разви-

тием ишемии тканей, которая возникает всегда при несо-

ответствии снабжения тканей организма кислородом той

реальной потребности, в которой нуждаются ткани [6,9].

При снижении содержания кислорода во вдыхаемом

воздухе, нарушениях церебрального кровотока, ведущих

к недостатку снабжения кислородом отделов мозга,

наступает ишемия мозга, которая может завершиться

ишемическим инсультом, сопровождаемым повреждени-

ем тканей мозга и его функций [12,13]. В связи с этим

изучение патогенеза, способов профилактики, коррекции

и механизмов инсульта представляется важным как с

теоретической, так и с практической точек зрения.
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В настоящее время развитие ишемии мозга и после-

дующее возникновение инсульта связывают с наруше-

ниями мозгового кровотока, а также с нарушениями

его регуляции системой NO [14,15]. К сожалению, до

сих пор нет единого мнения о роли эндогенного NO

в процессах, протекающих при повреждениях нервной

системы [16]. И этому есть объяснение. Существует

большое количество методов измерения продукции NO

в биологических системах. В последнее время одним

из наиболее эффективных методов обнаружения и ко-

личественного определения NО в биологических тка-

нях стал метод электронного парамагнитного резонан-

са (ЭПР) [11,17,18]. Это произошло благодаря методике,

разработанной Ваниным с сотрудниками, в которой они

использовали метод спинового захвата, основанный на

реакции радикала (в данном случае NO) со спино-

вой ловушкой [19]. В результате реакции образуется

аддукт с характерным спектром ЭПР. Было найдено,

что комплекс Fe2+ c диэтилдитиокарбаматом (ДЭТК)
при захвате NO формирует устойчивый тройной ком-

плекс (ДЭТК)2-Fe
2+
−NO. Эти комплексы характеризу-

ются легко распознаваемым спектром ЭПР со значением

g-фактора g = 2.035−2.040 и триплетной сверхтонкой

структурой [11,18]. Метод обладает чувствительностью

0.04−0.4 nM, позволяет проводить прямые измерения,

является высокочувствительным за счет применения

спиновых ловушек.

Таким образом, динамика содержания NO в тканях

мозга в ходе возникновения и течения ишемии мозга

до сих пор остается недостаточно изученной, несмотря

на признание факта, что основный вклад вносит NO,

продуцируемый nNOS и iNOS [1,14,20].
Целью настоящей работы было исследование методом

ЭПР спектроскопии с применением методики спиновых

ловушек последствий экспериментального ишемическо-

го повреждения мозга на интенсивность продукции NO

в лобных долях, гиппокампе и печени крыс.

1. Методика эксперимента

1.1. Моделирование ишемического инсульта у
крыс

Моделирование ишемического повреждения мозга

осуществляли в соответствии с утвержденным прото-

колом Комиссии по этике Института физиологии На-

циональной академии наук Беларуси (НАН Беларуси),
г. Минск. Опыты проводили в светлое время суток на

четырехнедельных самцах белых крыс (исходная масса

139−145 g).
Животных содержали в стандартных условиях вива-

рия (с поддержанием 12/12-часового ритма освещения

и темноты, температуры воздуха на уровне 23± 1◦С

и стабильной приточно- вытяжной вентиляцией) при

свободном доступе к воде и пище (ad libitum) и стан-

дартном рационе питания в соответствии с нормами

содержания лабораторных животных.

Животные были разделены на две группы: 1-я группа

(n = 10) — интактные (контрольные) крысы, контроль-

ная группа животных не подвергалась хирургическим

вмешательствам и тестировалась в тех же условиях, что

и иные группы крыс; 2-я группа (n = 10) — крысы,

подвергавшиеся гипоксическому воздействию (10min

нарушение кровотока путем перевязки обеих сонных

артерий на уровне голосовых связок и взятие из общей

сонной артерии в объеме 3ml крови).

1.2. Соблюдение этических стандартов

В исследованиях были использованы животные (кры-
сы), в работе соблюдались стандарты работы с животны-

ми. Моделирование инсульта осуществляли в соответ-

ствии с утвержденным протоколом Комиссии по этике

(протокол № 1 от 31.01.2019 г.) Института физиологии

Национальной академии наук Беларуси (НАН Белару-

си), г. Минск.

Все операционные процедуры, а также извлечение

тканей, проводили на наркотизированных животных

(55.6mg/kg кетамина, 5.5mg/kg ксилазина, 1.1mg/kg аце-

промазина, внутрибрюшинно) [10,21].

1.3. Формирование тройного комплекса

(ДЭТК)2-Fe
2+–NO в тканях крыс

При подготовке образцов для измерения ЭПР спек-

тров ориентировались на методику спиновых лову-

шек [17]. Как и ранее [22,23] компоненты спиновой

ловушки для оксида азота (ДЭТК−Na, FeSO4, sodium

citrate) вводили за 30min до извлечения исследуемых

тканей. В качестве спиновой ловушки применяли ком-

плекс Fe2+ c диэтилдитиокарбаматом — (ДЭТК)2-Fe
2+.

Комплекс спиновой ловушки с NO ((ДЭТК)2-Fe
2+
−NO)

характеризуется легко распознаваемым спектром ЭПР

со значением g-фактора g = 2.038 и триплетной сверх-

тонкой структурой [11,17,24]. ДЭТК-Na вводили вну-

трибрюшинно в дозе 500mg/kg в 2.5ml воды. Смесь

растворов: сульфата железа (FeSO4 · 7H2O, Sigma, USA)
в дозе 37.5mg/kg и цитрата натрия в дозе 187.5 mg/kg

(в объеме 1ml воды на 300 g веса животного), приго-
товленную непосредственно перед введением, вводили

подкожно в три точки — правое и левое бедро и в

ростральную часть межлопаточной области. Подробно-

сти эксперимента и методики изложены ранее [23,24].
Образцы тканей сразу замораживали в жидком азоте

и в замороженном состоянии перевозились из Минска

в Казань в пластиковых контейнерах с сухим льдом.

Комплекс спиновой ловушки с NO ((ДЭТК)2-Fe
2+
−NO)

в таком состоянии хорошо сохраняется, и сигнал от

комплекса не изменяется в течение не менее месяца [18].
Кроме того, спиновая ловушка взаимодействует с Cu,

образуя комплекс Cu(ДЭТК)2, который также может

быть зарегистрирован методом ЭПР спектроскопии [25].
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1.4. Проведение измерений методом ЭПР
спектроскопии

Измерения спектров комплекса (ДЭТК)2-Fe
2+
−NO и

Cu(ДЭТК)2 проводили на спектрометрах фирмы Брукер

Х диапазона (9.50GHz) EMX/plus с температурной при-

ставкой ER 4112HV и ER 200 SRC при модуляции маг-

нитного поля 100 kHz, амплитуды модуляции 2 · 10−4 T,

мощности СВЧ излучения 30mW, временной константе

200ms и температуре 77K в пальчиковом дьюаре фирмы

Брукер. Амплитуда модуляции, усиление и мощность

СВЧ во всех экспериментах подбирались с условием

отсутствия перемодуляции и насыщения сигнала ЭПР, и

эти параметры сохранялись одинаковыми на протяжении

всех измерений. Непосредственно перед измерением

готовый образец, усеченный по форме кюветы для из-

мерений, взвешивали. Масса образцов составляла около

100mg. Амплитуду спектров ЭПР всегда нормировали

на вес образца и на амплитуду сигнала ЭПР эталонного

образца (подробности методики измерений сигналов

ЭПР описаны нами ранее [26].

1.5. Статистическая обработка результата

Результат представлен в виде M ± m (среднее значе-

ние ± стандартная ошибка среднего). Статистическую
обработку данных проводили с применением t-критерия
Стьюдента. Различия считали значимыми при p < 0.05.

2. Результаты исследований и их
обсуждение

Методом ЭПР спектроскопии проведено исследование

интенсивности продукции NO и содержания меди (как
показателя 1-й и 3-й субъединиц супероксиддисмутазы) в
лобных долях, гиппокампе и печени при моделировании

гипоксии головного мозга, вызванной перевязкой на

10min сонных артерий с двух сторон и взятием из общей

сонной артерии в объеме 3ml крови.

На рис. 1 показан спектр ЭПР лобных долей кон-

трольной крысы (рис. 1, a) и крысы после гипоксии,

вызванной перевязкой сонных артерий с последующим

взятием из общей сонной артерии 3ml крови (рис. 1, b)
через cутки после ишемии головного мозга. На этом

спектре виден характерный триплетный сигнал от ком-

плекса (ДЭТК)2-Fe
2+
−NO со значением g-фактора, рав-

ным 2.038 [17]. Кроме того, в этой же области при-

сутствует сигнал от комплекса (ДЭТК)2-Cu. На рис. 2

представлены спектры ЭПР тканей гиппокампа здоро-

вых крыс (рис. 2, а), а также крыс через 1 день после

моделирования (вызванной перевязкой сонных артерий

с последующим взятием из общей сонной артерии 3ml

крови) ишемического инсульта (рис. 2, b). Сплошной ли-

нией представлен спектр образца, прерывистая линия —

сигнал от оксида азота, связанного со спиновой ловуш-

кой, в составе спектра комплекса ((ДЭТК)2-Fe
2+
−NO).

Относительное изменение количества NO-содержащего
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Рис. 1. Примеры спектров ЭПР лобных долей контрольной

крысы (a) и крысы после гипоксии, вызванной перевязкой сон-

ных артерий с последующим взятием из общей сонной артерии

3ml крови (b) через сутки после ишемии головного мозга.

Животным производилась инъекция компонентами спиновой

ловушки (ДЭТК)2-Fe
2+ — citrate. gc p = 2.038.

комплекса и комплекса Cu(ДЭТК)2 оценивали по инте-

гральной интенсивности сигнала от этих комплексов.

На рис. 3 приведены статистические данные по ин-

тегральным интенсивностям сигнала (ДЭТК)2-Fe
2+
−NO

в спектрах исследованных образцов биологических тка-

ней, выявляющих особенности спектров при ишемиче-

ском инсульте, вызванном перевязкой сонных артерий

с последующим взятием из общей сонной артерии

3ml крови для оценки продукции NO в тканях мозга

(лобные доли и гиппокамп) и печени через сутки после

моделирования ишемии. Результаты анализа демонстри-

руют снижение продукции NO после моделирования

ишемического инсульта в гиппокампе в среднем на

30% (p < 0.05) и тенденцию к снижению продукции

NO в лобных долях и печени. На рис. 4 приведены

статистические данные по интегральным интенсивно-

стям сигнала (ДЭТК)2-Cu. Результаты показывают, что

содержание меди через сутки после моделирования ише-

мии достоверно снижается в лобных долях в среднем

в 3 раза (p < 0.05) и гиппокампе в среднем на 20%

(p < 0.05), а в печени отмечена лишь тенденция к

снижению. Таким образом, гипоксия сопровождается не
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Рис. 2. Примеры спектров ЭПР гиппокампа контрольной кры-

сы (а) и крысы после гипоксии, вызванной перевязкой сонных

артерий с последующим взятием из общей сонной артерии

3ml крови (b) через сутки после ишемии головного мозга.

Животным производилась инъекция компонентами спиновой

ловушки (ДЭТК)2-Fe
2+ — citrate. gc p = 2.038.

только снижением продукции NO, но и ослаблением

антиоксидантной системы гиппокампа и в лобных долях,

что дополнительно ухудшает функциональное состояние

нервной системы.

Инсульт мозга является ведущей причиной смерти

и наиболее частой причиной инвалидности во всем

мире [12]. Известно, что гипоксия сопровождается нару-

шениями снабжения кислородом отделов мозга, поэто-

му возникает ишемия мозга, которая часто завершает-

ся ишемическим инсультом [27]. Ранее мы проводили

эксперименты, в которых моделировали ишемический

инсульт разными способами: 5min гипобарической гипо-

ксией, которая достигалась условным подъемом живот-

ных на высоту 4500m над уровнем моря [24], перевязкой
общих сонных артерий [8,28]. В настоящей работе был

применен более сложный вариант — перевязку общих

сонных артерий сочетали со взятием из общей сонной

артерии 3ml крови. В данном исследовании отчетливо

продемонстрировано, что развитие ишемии мозга сопро-

вождается снижением интенсивности продукции NO.

С одной стороны, развитие ишемии мозга и после-

дующее возникновение инсульта связывают с ослабле-

нием церебрального кровотока, а также с нарушения-

ми регуляции кровоснабжения тканей мозга системой

NO [6,9,14,26,29]. С другой стороны, сама гипоксия,

возникшая в результате ишемического инсульта, сопро-

вождается ранней гибелью клеток в различных отделах

мозга, за которой следует запрограммированная поздняя
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Рис. 3. Содержание NO в лобных долях мозга, пече-

ни и гиппокампе при моделировании гипоксии, вызванной

перевязкой сонных артерий через сутки после ишемии.

Ось ординат — удельная интенсивность сигнала комплексов

(ДЭТК)2-Fe
2+
−NO в образцах тканей животных после моде-

лирования ишемии, в процентах от интенсивности сигналов

комплексов (ДЭТК)2-Fe
2+
−NO в контрольной группе. ∗ —

отличие от контроля (t-test, p < 0.05).

*

0

20

40

60

80

100

HippocampusLiver

C
u
, 
%

Frontal
lobes

*

Рис. 4. Содержание меди в лобных долях мозга, печени и гип-

покампе при моделировании гипоксии, вызванной перевязкой

сонных артерий через сутки после ишемии. Ось ординат —

удельная интенсивность сигнала комплексов Cu(ДЭТК)2 в

образцах тканей животных после моделирования ишемии, в

процентах от интенсивности сигналов комплексов Cu(ДЭТК)2
в контрольной группе. ∗ — отличие от контроля (t-test,
p < 0.05).
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гибель других клеток мозга путем апоптоза [30]. В этих

процессах гипоксии–ишемии роль NO представляется

противоречивой: NO способен выполнять как нейро-

токсические, так и нейропротекторные функции [9,16].
Причинами противоречивых функций NO является его

синтез разными NO-синтазами как основного источника

NO [6,14], наличие нитроредуктазной компоненты цикла

NO [4,9], а также значительное число депо для NO,

которые взаимодействуют с комплексами, содержащими

железо (например, гемовые структуры), с тиолами и

другими соединениями [10,31,32].

Заключение

Методом ЭПР спектроскопии проведено исследование

интенсивности продукции NO и содержания меди (как
показателя супероксиддисмутазы) в лобных долях, гип-

покампе и печени крыс после моделирования ишемиче-

ского повреждения головного мозга. Эти молекулярные

компоненты постоянно привлекают внимание исследо-

вателей при изучении механизмов функционирования

мозга в норме и при патологических условиях. Пока-

зано, что через 1 день после моделирования ишемии

происходит снижение продукции NO в гиппокампе и

наблюдается тенденция к снижению NO в лобных долях

и печени, а содержание меди достоверно снижается в

лобных долях и гиппокампе и незначительно (p < 0.05)
в печени. Таким образом, можно считать, что гипоксия

сопровождается не только снижением продукции NO, но

и ослаблением антиоксидантной системы в гиппокампе

и лобных долях, что дополнительно ухудшает функцио-

нальное состояние нервной системы.
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