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В настоящее время актуальным является поиск немедикаментозных методов со-
хранения здоровья и увеличения продолжительности жизни людей. Известно,
что умеренные физические нагрузки способствуют активному долголетию. Важ-
ная роль в адаптации к физическим тренировкам принадлежит системе гемоста-
за, изменение показателей которой может влиять на развитие осложнений со
стороны сердечно-сосудистой системы в ответ на физический стресс. В 2012 г.
был открыт гормон ирисин, уровень которого снижается с увеличением возрас-
та. Белок ирисин синтезируется во время физической нагрузки и препятствует
развитию возрастных заболеваний, в том числе гипертонической болезни, болез-
ней Паркинсона и Альцгеймера. Цель исследования – разработка оптимального
режима физических нагрузок, сохраняющего гемостазиологические параметры в
пределах нормы и приводящего к увеличению концентрации белка ирисина в
крови. Исследования выполнены на молодых крысах-самцах линии Вистар.
В течение 30 дней опытные животные подвергались физическим нагрузкам в ви-
де ходьбы в тредбане со скоростью 6–8 м/мин. Животные первой опытной груп-
пы подвергались физическим нагрузкам ежедневно в течение 2-х ч, животные
второй группы подвергались 2-часовым физическим нагрузкам в режиме 3 раза в
неделю (понедельник, среда, пятница). Показано, что в первой опытной группе
на фоне признаков гиперкоагуляции уровень ирисина увеличивался на 130%. Во
второй опытной группе признаки гиперкоагуляции отсутствовали, при этом
концентрация ирисина повышалась на 225%. Таким образом, более эффектив-
ным режимом физических нагрузок для крыс является принудительная ходьба в
тредбане в течение 2 ч со скоростью 6–8 м/мин 3 раза в неделю на протяжении
30 дней.
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ВВЕДЕНИЕ

В связи с постоянным увеличением продолжительности жизни и, как следствие,
старением общества, поиск немедикаментозных методов сохранения здоровья и
продления активного долголетия людей пожилого и старческого возраста в настоя-

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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щее время становится все более актуальной задачей. Известно, что физические
тренировки повышают иммунитет, предотвращают развитие метаболических забо-
леваний и способствуют активному долголетию [1–4]. При этом выбор оптималь-
ного по интенсивности и кратности режима физических нагрузок, оказывающего
максимально благотворное влияние на организм, нуждается в дополнительном
обосновании, основанном, в том числе, и на данных исследования регуляторных
молекул, выявленных на протяжении последнего десятилетия.

В 2012 г. группа ученых, работавшая под руководством Shpiegelman (Бостон,
США), обнаружила специфический белок ирисин, вырабатывающийся при физи-
ческой нагрузке, синтез которого снижается по мере старения [5]. Установлено,
что под воздействием ирисина происходит переход белого жира в бурый, который,
в свою очередь, связан с химической терморегуляцией [6]. Доказана тесная связь
между концентрацией ирисина и длиной теломер – маркеров продолжительности
жизни клетки [7–12]. Повышение концентрации белка ирисина в крови сопровож-
дается улучшением течения “возрастных” заболеваний, в том числе, гипертониче-
ской болезни [13, 14], а также болезней Паркинсона и Альцгеймера [15]. Доказано,
что выделение ирисина связано с физической работой, однако также установлено,
что не любая физическая нагрузка приводит к увеличению его концентрации в
крови [5].

Ирисин содержится в мышцах и крови на определенном уровне, независимо от
физической работы. Так, в частности, методом вестерн-блоттинга установлено,
что концентрация ирисина увеличивается сразу после однократной интенсивной
принудительной физической нагрузки (бег на беговой дорожке) [16], которая, в
свою очередь, может приводить к ухудшению течения заболеваний сердечно-сосу-
дистой системы и сопутствующих патологий. Следовательно, актуальным является
поиск режимов физических тренировок, которые бы сопровождались увеличением
концентрации ирисина в крови, и при этом не приводили к развитию патологиче-
ских состояний со стороны системной гемодинамики.

В развитии осложнений со стороны сердечно-сосудистой системы в ответ на
физический стресс важная роль принадлежит системе гемостаза [17, 18], сбаланси-
рованность отдельных звеньев которой во многом обеспечивает процессы адапта-
ции к физическим нагрузкам [19]. Система гемостаза является одной из наиболее
реактивных систем организма, и ее роль в процессах адаптации не вызывает со-
мнения [20]. Известно, что тридцатидневные физические тренировки приводят к
завершенной долговременной адаптации [20] и широко используются в клинике
для профилактики риска развития сердечно-сосудистых заболеваний.

Исходя из этого, целью исследования явилась разработка оптимального режима
физических нагрузок, сохраняющего гемостазиологические параметры в пределах
нормы и приводящего к увеличению концентрации белка ирисина в крови.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования выполнены на 54 крысах-самцах линии Вистар в возрасте 12–13 нед.,
массой 250–300 г. Животные были размещены в клетках с полубарьерной системой
в экологически контролируемых условиях с 12-часовыми светлым и темным цик-
лами, при комнатной температуре 22.5 ± 0.28°С и влажности воздуха 50–60%.
Пресная водопроводная вода и корм находились в свободном доступе. Животные
были разделены на две контрольные и две опытные группы. Крысы первой кон-
трольной группы (n = 12) ежедневно помещались в индивидуальные отсеки непо-
движного тредбана на 2 ч в течение 30 дней. Во второй контрольной группе (n = 12)
крысы находились по 2 ч в отсеках неподвижного тредбана 3 раза в неделю (поне-
дельник, среда, пятница) на протяжении 30 дней. Таким образом, животные кон-
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трольных групп не подвергались физическим нагрузкам. Крысы, составлявшие
опытные группы, подвергались 2-часовой принудительной ходьбе в тредбане со
скоростью 6–8 м/мин на протяжении 30 дней в двух разных режимах: животные
первой опытной группы (n = 12) подвергались ежедневным физическим нагруз-
кам, крысы второй опытной группы (n = 18) – физическим нагрузкам в режиме
3 раза в неделю (понедельник, среда, пятница). Физические нагрузки проводили в
вечернее время с 18 до 22 ч, что соответствует времени бодрствования крыс.

С целью адаптации к новому помещению, за неделю до эксперимента всех жи-
вотных в виварии помещали в стандартные условия содержания. Проведение экс-
периментов на крысах осуществляли в соответствии с директивой 2010/63/EU Ев-
ропейского парламента (Совет от 22 сентября 2010 г.) по охране позвоночных жи-
вотных, используемых в эксперименте [21]. Обезболивание и умерщвление
животных проводили в соответствии с “Правилами проведения работ с использова-
нием экспериментальных животных”. Работа была одобрена этическим комитетом
Алтайского государственного медицинского университета Минздрава РФ (прото-
кол № 8 от 22.10.2018 г.).

Перед забором крови предварительно производили наркотизацию путем внут-
рибрюшинного введения раствора телазола из расчета 14 мг/кг массы тела живот-
ного. Для исследования системы гемостаза, кровь получали из печеночного синуса
в объеме 5 мл, из которых 0.4 мл крови без добавления цитрата натрия использова-
ли для проведения низкочастотной пьезотромбоэластографии. Остальную порцию
крови помещали в полистироловые центрифужные пробирки с полихлорвинило-
выми крышками, содержащими 0.11 М (3.8%) раствор цитрата натрия (соотноше-
ние крови и стабилизатора 9 : 1). Кровь центрифугировали при 1200 g в течение
15 мин для получения обедненной тромбоцитами плазмы крови.

Оценку гемостатического потенциала крови у животных производили методом
НПТЭГ – низкочастотной пьезотромбоэластографии, на аппарате АРП-01М “Мед-
норд” (Россия) с использованием специальной компьютерной программы ИКС
ГЕМО-3 [22, 23].

Оценивали следующие показатели:
t3 – время свертывания крови, мин [Blood clotting time, min].
t5 – время формирования фибрин-тромбоцитарной структуры сгустка, мин

[Time of formation of the fibrin-platelet structure of the clot, min].
ИПС – интенсивность полимеризации сгустка, о.е. [ICP – Intensity of clot po-

lymerization, r.u.].
В рамках экспериментальных исследований системы гемостаза также применя-

ли интегральный метод калиброванной автоматизированной тромбографии по
Hemker (2003) [24, 25] с использованием планшетного флуориметра Fluoroskan As-
cent при длине волны 390 нм (фирма ThermoFisher SCIENTIFIC, Финляндия), с
программным обеспечением Thrombinoscope®3.0.0.26 и наборами реагентов фирмы
Thrombinoscope® bv (Нидерланды) (PPP-Reagent, Thrombin Calibrator, FluCa-Kit).
Коагуляцию исследуемой плазмы крови осуществляли в 96-луночном планшете
типа Immulon 2HB (фирма ThermoFisher SCIENTIFIC, США). Оценивали следую-
щие показатели тромбографии:

– Lagtime, мин – время инициации образования тромбина [Lagtime, min –
thrombin initiation time].

– ETP, нмоль мин – эндогенный тромбиновый потенциал [ETP, nmol min – en-
dogenous thrombin potential].

– Peack thrombin, нмоль – пиковая концентрация тромбина [Peack thrombin,
nmol – peak thrombin concentration].

– ttPeak (time to peak), мин – время достижения пиковой концентрации тромби-
на [ttPeak (time to peak), min – time of reaching peak thrombin concentration].
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Для определения концентрации ирисина, по истечении 30 дней эксперимента
осуществляли забор крови для получения сыворотки у контрольных и опытных
животных. Кровь для исследования белков в объеме 2 мл получали путем забора из
печеночного синуса в одноразовый полистироловый шприц с широкой иглой, не
содержащий антикоагулянт. Полученную сыворотку замораживали при температу-
ре минус 70°С. Перед процедурой анализа образцы размораживали при комнатной
температуре. Содержание ирисина выявляли методом иммуноферментного анали-
за (ИФА) с применением специальных наборов для крыс фирмы USCN Cloud
Clone Corp (США) на аппарате Chem Well (США).

Статистическую обработку данных проводили с использованием пакета ста-
тистического программного обеспечения MedCalc Version 17.9.7 (лицензия
BU556-P12YT-BBS55-YAH5M-UBE51). Для статистической обработки результа-
тов исследования применяли непараметрический U-критерий Манна–Уитни.
Данные непараметрических совокупностей представлены в виде медианы (Ме) и
квартилей [25 и 75%]. Для всех тестов статистически достоверными считали разли-
чия, уровень значимости которых отвечал условию р < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

У животных, подвергавшихся ежедневным 2-часовым нагрузкам, отмечалось сни-
жение показателей пьезотромбоэластографии по сравнению с контрольной группой.
Так, время свертывания крови (t3) уменьшалось на 34%, что свидетельствовало о сдви-
ге точки желирования влево и характеризовало состояние хронометрической гиперко-
агуляции. Параллельно с этим отмечалось снижение времени достижения максималь-
ной амплитуды (t5) на 35%, что подтверждало гиперкоагуляционные изменения в пер-
вой опытной группе. При этом отмечалось снижение показателя ИПС (интенсивность
полимеризации сгустка) на 50% в группе животных, подвергавшихся ежедневным фи-
зическим нагрузкам по сравнению с группой контроля (рис. 1). Этот показатель харак-
теризует полимеризационный этап фибриногенеза, а именно – латеральную сборку
фибрина, следовательно, можно предположить, что этот процесс у данных крыс был
угнетен. Во второй опытной группе показатели пьезотромбоэластографии не имели
достоверных отличий от значений, зарегистрированных у контрольных животных.

По данным калиброванной автоматизированной тромбографии, у животных,
составлявших первую опытную группу, регистрировались признаки нарастания
тромбинемии, что проявлялось в увеличении эндогенного тромбинового потенци-
ала (ЕТР) на 24%, повышении пиковой концентрации тромбина (Peak) на 13% и
укорочении времени достижения максимальной концентрации тромбина (ttPeak)
на 5.6% по сравнению с контролем. У крыс второй опытной группы показатели
тромбографии не отличались от таковых у контрольных животных (табл. 1).

Результаты представлены в таблице в виде (Ме [25–75%]), где Ме – медиана в вы-
борочной совокупности; [25–75%] – 25-й и 75-й перцентиль; ∆1 – статистически
значимая разница опытной группы 1 с контрольной группой 1 при p < 0.05; р1–2 –
уровень статистической значимости различий опытной группы 1 (ежедневные 2-ча-
совые физические нагрузки) с контрольной группой 1; р3–4 – уровень статистической
значимости различий опытной группы 2 (физические нагрузки в режиме 3 раза в не-
делю) с контрольной группой 2; n – количество животных в исследуемой группе.

Результаты проведенного иммуноферментного анализа показали, что у живот-
ных 1-й и 2-й контрольных групп концентрация ирисина в сыворотке достоверно
не отличалась. В первой опытной группе после ежедневных физических нагрузок
уровень ирисина увеличивался на 133% (р = 0.04), в то время как у крыс второй
опытной группы, тренировавшихся в режиме три раза в неделю, концентрация ири-
сина повышалась на 225% (р = 0.001) по сравнению с контрольной группой (рис. 2).
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Рис. 1. Изменение показателей гемостаза по данным пьезотромбоэластографии после 30-дневных фи-
зических нагрузок.
Результаты представлены в виде (Ме [25–75%]), где Ме – медиана в выборочной совокупности; [25–
75%] – 25-й и 75-й перцентиль. ∆ – статистически значимая разница опытной группы с контрольной
группой при p < 0.05; р – уровень статистической значимости различий опытной группы 1 (ежедневные
2-часовые тренировки) с контрольной группой 1. (a) – время свертывания крови (t3), мин; время фор-
мирования фибрин-тромбоцитарной структуры сгустка (t5), мин; (b) – интенсивность полимеризации
сгустка (ИПС), о. е.
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Таблица 1. Изменение показателей гемостаза по данным калиброванной автоматизированной
тромбографии у контрольных и опытных животных после 30-дневных физических нагрузок

Показатели
Контрольная

группа 1
(n = 12)

Опытная
группа 1
(n = 12)

Контрольная
группа 2
(n = 12)

Опытная
группа 2
(n = 18)

Lagtime, мин 1.67
[1.57–2.00]

2.00
[1.67–2.00]
р1–2 = 0.47

1.67
[1.57–2.00]

1.63
[1.46–1.80]
р3–4 = 0.32

ETP, нмоль мин 326.1
[277.4–378.4]

404.6
[380.5–453.7]

р1–2 < 0.05
(∆1+24%)

326.1
[277.4–378.4]

348.1
[310.7–387.3]

р3–4 = 0.93

Peack thrombin, нмоль 92.7
[84.6–101.3]

105.0
[99.7–109.3]
р1–2 < 0.05
(∆1+13%)

92.0
[80.4–107.0]

90.5
[80.8–95.4]
р3–4 = 0.58

ttPeak, мин 4.24
[4.14–4.33]

4.00
[3.92–4.00]
р1–2 < 0.01
(∆1 – 5%)

3.80
[3.67–3.90]

3.80
[3.72–3.89]
р3–4 = 0.66

Зафиксированное отличие концентрации ирисина между экспериментальными
группами оказалось статистически значимым. Во второй опытной группе содержа-
ние ирисина было на 86% выше, чем в первой опытной группе (р = 0.03).
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Различные режимы физических нагрузок могут вызывать как адаптивные, так и
дизадаптивные ответные реакции со стороны организма. Раскрытие закономерно-
стей реакции системы гемостаза на различные режимы физической активности
имеет существенное значение для разработки тренировочных методик и предот-
вращения различных проявлений внутрисосудистого свертывания крови [13, 14].

Известно, что физическая нагрузка приводит к повышению агрегационной актив-
ности тромбоцитов, увеличению экспрессии тканевого фактора и активатора плаз-
миногена эндотелиальными клетками, в результате чего развивается гиперкоагуля-
ция с активацией фибринолитической системы [26]. В предшествующих работах на-
ми было показано, что многократные двухчасовые физические тренировки по
сравнению с более длительными являются наиболее оптимальными, так как сопро-
вождаются гипокоагуляционной направленностью и приводят к долговременной
адаптации со стороны системы гемостаза [20]. К тридцатому дню тренировочного
процесса наблюдается приближение гемостазиологических параметров к нормаль-
ным значениям, однако в наших экспериментах у животных первой опытной группы
сохранялась тенденция к повышению свертывающей активности крови. Следова-
тельно, режим физических тренировок, используемый во второй опытной группе,
оказался более благоприятным и приводил к полной долговременной адаптации со
стороны системы гемостаза, проявляющейся в нормализации ее параметров.

Любой стресс, в том числе и физический, активирует все защитные системы ор-
ганизма, такие как белки теплового шока (HSP), врожденный и приобретенный
иммунитет, систему гемостаза, белки острой фазы воспаления (БОВ), а также вли-
яет на уровень белков “молодости и старости” [27, 28]. При мышечной деятельно-
сти в скелетных мышцах повышается содержание фактора транскрипции PGC1α
(Peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1α), что приводит к по-
явлению мембранного белка FNDC5, который расщепляется с образованием ири-
сина, выделяемого в кровь [29]. Вместе с коактиватором PPAR-γ (Peroxisome prolif-
erator-activated receptor gamma) PGC1α в бурых жировых клетках активирует про-
изводство белка термогенина (UCP1). Ирисин, взаимодействуя с белыми
жировыми клетками, также индуцирует экспрессию термогенина, который, в свою

Рис. 2. Изменения концентрации ирисина после 30-дневных физических нагрузок. Результаты представ-
лены в виде (Ме [25–75%]), где Ме – медиана в выборочной совокупности; [25–75%] – 25-й и 75-й пер-
центиль. ∆ – статистически значимая разница опытной группы с контрольной группой при p < 0.05;
р – уровень статистической значимости различий опытной группы с контрольной группой. (a) – изме-
нение концентрации ирисина в опытной группе 1 по сравнению с контролем 1 (ежедневные 2-часовые
физические нагрузки). (b) – изменение концентрации ирисина в опытной группе 2 по сравнению с кон-
тролем 2 (2-часовые физические нагрузки в режиме 3 раза в неделю).

a

Control 1 (n = 12)

Irisin, ng/ml Irisin, ng/ml

Experimental group 1 (n = 12)

Control 2 (n = 12)

Experimental group 2 (n = 18)

b

Δ + 133%
p < 0.05

Δ + 225%
p < 0.001

0.70.70.7
[0.06–1.15][0.06–1.15][0.06–1.15]

1.31.31.3
[1.30–1.45][1.30–1.45][1.30–1.45]

0.30.30.3
[0.21–0.41][0.21–0.41][0.21–0.41]

0.40.40.4
[0.27–0.49][0.27–0.49][0.27–0.49]
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очередь, расщепляет протеин 1-UCP-1 (uncoupling protein-1) и запускает процесс
перехода белых адипоцитов в бурые [5]. Бурая жировая ткань оказывает существен-
ное влияние на обмен веществ, и ее количество обратно коррелирует с индексом
массы тела [30]. Таким образом, физическая нагрузка приводит к увеличению в
мышцах PGC1α, а, следовательно, и к повышению концентрации ирисина [5, 31].

Последующие исследования [32] показали, что регулярные тренировки повы-
шали уровень ирисина в плазме крови в определенный момент, однако при даль-
нейшем продолжении тренировок роста концентрации ирисина в крови не наблю-
далось. Возможно, что в процессе тренировок формируется адаптивный механизм,
в результате которого постоянно тренирующиеся люди становятся менее зависи-
мыми от содержания ирисина, либо более чувствительными к его действию. Ин-
тенсивная физическая работа сопровождается увеличением производства свобод-
ных радикалов и окислительным стрессом, с вовлечением в процесс эндоплазма-
тического ретикулума, что при чрезмерной нагрузке может приводить к
повреждению и гибели мышечных волокон. С другой стороны, переходные стадии
процесса перекисного окисления и стресса эндоплазматического ретикулума не-
обходимы для полноценной адаптации при регулярных физических нагрузках.
Митохондрии играют основную роль в генерации энергии и тесно связаны со
стрессом эндоплазматического ретикулума и окислительным стрессом. В то же
время экспрессия гена FNDC5 и повышение концентрации ирисина при физиче-
ских нагрузках связаны с транскрипционным фактором PGClα и практически не
зависят от стресса эндоплазматического ретикулума [33].

По данным литературы [34], особенно много ирисина содержится в сердечной мыш-
це, а также в перикарде как до, так и после физической нагрузки. В скелетных мышцах
мышей концентрация ирисина незначительна. Данный факт говорит о том, что при
физической нагрузке ирисин выделяется в кровь основном из сердечной мышцы.

Возможно, что при ежедневных физических нагрузках, несмотря на более ин-
тенсивное образование ирисина, происходит его расход в больших количествах на
местную регуляцию метаболических процессов. Следовательно, концентрация
ирисина в крови после ежедневных нагрузок может быть ниже, чем после нагрузок
в режиме 3 раза в неделю.

Режим ежедневных физических тренировок не может предоставить организму
достаточного времени для полноценного восстановления в мышцах общих запасов
энергетических веществ, служащих субстратами анаэробных биохимических реак-
ций. В то же время физические тренировки в режиме 3 раза в неделю увеличивают
степень совершенства компенсаторных механизмов, которые обеспечивают под-
держание гомеостаза при мышечной деятельности в анаэробных условиях. Данный
режим ускоряет процесс развития тканевой адаптации, что позволяет выполнять
мышечную работу даже при выраженных изменениях внутренней среды (накопле-
ние лактата, кетоновых тел, сдвиг рН, снижение содержания углеводов).

Существенное превышение уровня ирисина в крови, обнаруженное нами по
окончании курса физических нагрузок, получаемых трижды в неделю, по сравнению
с ежедневными нагрузками, является еще одним подтверждением вышеизложенной
концепции. Определение уровня ирисина в крови можно рассматривать в качестве
маркера, позволяющего мониторить оптимальный уровень физических нагрузок.

Таким образом, экспериментальным путем установлено, что для сохранения по-
казателей системы гемостаза в пределах нормальных значений наиболее эффек-
тивным режимом физических нагрузок для крыс является принудительная ходьба
в тредбане в течение 2 ч со скоростью 6–8 м/мин 3 раза в неделю на протяжении 30
дней. При этом данный режим тренировок сопровождается существенным повы-
шением концентрации белка ирисина в плазме крови.
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The Effect of Different Modes of Exercise on the Hemostatic System
and the Protein Concentration Irisin in the Experiment

Y. A. Bondarchuka, b, *, I. I. Shakhmatova, b, I. N. Manaevaa, b, V. M. Raevskikha,
P. S. Marshalkinaa, and D. A. Prokopetsa

aAltai State Medical University, Barnaul, Russia
bScientific Research Institute of Neurosciences and Medicine, Novosibirsk, Russia

*e-mail: bondarchukb606@yandex.ru

Nowadays, research on non-drug methods to preserve health and increase life expectancy
is considered relevant. It is a well-known fact that moderate physical activity has a direct
impact on longevity. The hemostatic system plays a vital role in adaptation to physical ac-
tivities, and changes in its indicators can negatively affect the cardiovascular system in re-
sponse to physical stress. In 2012, the hormone irisin was discovered, which levels decrease
with aging. Irisin is a protein synthesized during physical activity, which prevents aging-as-
sociated diseases, including hypertension, Parkinson’s and Alzheimer’s diseases. This re-
search aims to develop an optimal regime of physical activity that would preserve the he-
mostasiological parameters within the normal range and lead to increased concentrations
of irisin in blood. The studies were performed on young Wistar male rats. The experimen-
tal animals were subjected to physical exertion in the form of walking on a treadmill at a
speed of 6–8 m/min for 30 days. The animals of the first experimental group were subject-
ed to daily 2-hour physical activity periods. The animals of the second experimental group
were subjected to 2-hour physical activity periods three times a week (Monday, Wednes-
day, Friday). It was discovered that in the first experimental group, with signs of hyperco-
agulation, the level of irisin increased by 130%. In the second experimental group, no signs
of hypercoagulation were revealed. Herewith, irisin concentration increased by 225%.
Thus, the most effective exercise regime for rats is coercive walking on a treadmill for
2 hours at a speed of 6–8 m/min three times a week for 30 days.

Keywords: physical activity, hemostatic system, piezotromboelastography, calibrated
automated thrombography, irisin
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