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Гиперпродукция медиаторов ЛПС-индуцированного воспалительного процесса 
(эндотоксикоз, сепсис) инициирует развитие острой дыхательной недостаточности 
(ОДН), нарушение газообмена, прогрессирующую гипоксемию и гиперкапнию, ги-
потонию, остановку дыхания и летальный исход. Тяжелый сепсис, ассоциирован-
ный с гипоксемией, остается основной причиной смертности, в связи с этим акту-
альной задачей является разработка методов повышения резистентности к острой 
гипоксии у септических пациентов. Целью работы явилось исследование эффектив-
ности прекондиционирования кратковременной интервальной умеренной гипоксией 
для повышения толерантности к последующей тяжелой гипоксии у крыс с ЛПС-ин-
дуцированным эндотоксикозом. Эксперименты проведены на наркотизированных 
и трахеостомированных крысах-самцах Wistar. Эндотоксикоз моделировали введе-
нием раствора ЛПС (Escherichia coli) в количестве 7 мг/кг. Для оценки устойчивости 
к тяжелой гипоксии использовали метод возвратного дыхания с постепенным убы-
ванием кислорода в ребризере от 21% до наступления апноэ. Гипоксическое прекон-
диционирование (гипоксическая тренировка создавали также методом возвратного 
дыхания в режиме 3 циклов: снижение фракции кислорода в ребризере до 12% – 
3 мин, 5 мин – нормоксия. Исследованы 3 группы животных: I – контроль – NaCl, 
II – ЛПС, III – ЛПС+ГТ. Регистрировали: показатели внешнего дыхания, среднее 
артериальное давление (АДср.), сатурацию (SpO2), фракцию вдыхаемого O2, время 
наступления апноэ, количество спонтанного восстановления дыхания (аутореанима-
ция) в постгипоксическом периоде. Показано, что введение ЛПС в нормоксических 
условиях сопровождалось гипервентиляцией, гипоксемией и гипотонией. Макси-
мальное ухудшение устойчивости к тяжелой гипоксии наблюдалось у крыс с ЛПС, 
что проявлялось падением АДср., SpO2 и снижением возможности аутореанимации 
после гипоксического апноэ. Влияние гипоксической тренировки предотвращало 
снижение АДср., SpO2 повысилась в 1.4 раза, выживаемость возросла в 2 раза, что 
сопоставимо с уровнем нормоксии до введения ЛПС. Предполагается, что эффек-
тивность гипоксического прекондиционирования обусловлена ингибированием вос-
палительной реакции.
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ВВЕДЕНИЕ

Эндотоксемия – максимально выраженная активация иммунной системы, вызван-
ная внедрением липополисахарида (ЛПС) грамотрицательных патогенов, часто ис-
пользуется в качестве трансляционной модели септических состояний [1, 2]. Внедре-
ние ЛПС вызывает системное воспаление, приводящее к активации иммунных клеток, 
высвобождению медиаторов воспаления – провоспалительных цитокинов (ИЛ-1β, 
ФНО-α, ИЛ-6), простагландинов (PG), оксида азота (NO), транскрипционного ядерно-
го фактора NF-kB [3]. Гиперпродукция медиаторов иммуновоспалительного процесса 
способствует развитию полиорганной дисфункции, при которой чаще всего поража-
ются дыхательная и сердечно-сосудистая системы [4–6]. Характерными клиническими 
признаками острой дыхательной недостаточности (ОДН) является массивное диффуз-
ное поражение легких, пневмония, снижение эластических свойств легких, тромбо-
эмболия легочной артерии, ухудшение газообмена, прогрессирующая гипоксемия, 
риск остановки дыхания и летального исхода [7, 8]. Как свидетельствуют результаты 
клинических наблюдений у пациентов с ОДН, сопряженной с сепсисом, наблюдаются 
более тяжелые клинические исходы, чем раздельно при сепсисе или ОДН. Основны-
ми причинами высокой смертности при ОДН, ассоциированной с сепсисом, являются 
крайне острые гипоксические состояния, гиперкапния [9, 10] и сердечно-сосудистые 
нарушения в виде гипотонии [11]. Прогрессирование воспалительного процесса в со-
четании с гипоксемией повышает риск необратимых нарушений кардиореспираторной 
системы, вызывает апноэ и ослабляет способность к аутореанимации (выживание) по-
сле острой аноксии [12–14].

Несмотря на достижения в области медицины, тяжелый сепсис и септический 
шок остаются основной причиной смертности в большинстве отделений интенсив-
ной терапии, однако медикаментозных средств, специфичных для лечения сепсиса 
недостаточно. Параллельно данным об отсутствии эффективных средств для поддер-
жания жизнеспособности у септических больных, имеются сообщения, что населе-
ние горных районов с умеренной гипоксией менее подвержено инфекции COVID-19, 
имеющей сходную патофизиологию с эндотоксикозом (сепсисом) – развитие острого 
респираторного дистресс-синдрома, гипоксемия, гипотония. [15, 16]. Учитывая эти 
факты, предполагается, что предварительная адаптация к умеренной гипоксии может 
явиться эффективным способом повышения резистентности к последующей острой 
гипоксии. Согласно этой гипотезе, после соответствующего прерывистого гипокси-
ческого воздействия ткани и органы могут формировать сложный и активный меха-
низм защиты от той же или сходной гипоксической среды и развивать резистентность 
к более тяжелому воздействию, тем самым предотвращая негативные последствия, 
которые она может вызвать [17, 18].

В настоящее время известно, что интервальная гипоксия является эффективным 
средством повышения устойчивости органов и тканей к острому дефициту кислоро-
да, увеличения физической работоспособности и общей резистентности организма. 
В клинических исследованиях выявлены положительные эффекты прекондицио-
нирования интервальной гипоксией для улучшения состояния кардиореспиратор-
ной системы и толерантности органов и тканей к ишемии [19–24]. В то же вре-
мя соответствующих исследований и клинических научно обоснованных данных 
относительно того, может ли кратковременное кондиционирование интервальной 
умеренной гипоксией повысить резистентность к острой гипоксии у септических 
пациентов недостаточно, а иммунологические эффекты кратковременной гипоксии 
малоизвестны.

В связи с изложенным целью работы явилось исследование эффективности интер-
вальной умеренной гипоксии для повышения толерантности к последующей тяжелой 
гипоксии у крыс при экспериментальном моделировании эндотоксемии.
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МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Животные были получены из Биоколлекции Института физиологии им. И. П. Пав-
лова РАН и содержались в лабораторных условиях при свободном доступе к воде 
и пище. Опыты проведены на трахеостомированных, наркотизированных уретаном 
(1200 мг/кг, ООО Вектон, Россия) 24 крысах-самцах Вистар массой 280–300 г. Крысы 
случайным образом были разделены на 3 группы по 8 крыс в каждой: контрольным кры-
сам (контроль) – вводили внутрибрюшинно 1 мл изотонического физиологического рас-
твора, 2-й (ЛПС) и 3-й (ЛПС+ГТ) группе – раствор липополисахарида (Escherichia coli) 
производства Научно – исследовательского института эпидемиологии и микробиологии 
им. Гамалеи (Россия) в количестве 7 мг/кг (2 мг на крысу соответственно).

Спустя 40 мин после регистрации фоновых значений, для оценки устойчивости к тя-
желой гипоксии крыс контрольной группы (контроль) и с ЛПС тестировали, используя 
метод возвратного дыхания (ВД) с постепенным снижением фракции кислорода (FiO2) 
и удалением избытка СО2 в ребризере до остановки дыхания (апноэ). Крыс группы 
(ЛПС+ГТ) предварительно до оценки устойчивости к тяжелой гипоксии подвергали 
гипоксической тренировке (ГТ) умеренной гипоксией, также используя методику ВД. 
В процессе ВД FiO2 во вдыхаемой газовой смеси (в ребризере) постепенно снижалось 
до 12 ± 0.5% в течение 3 ± 1 мин, затем крысу переводили на дыхание комнатным воз-
духом. Режим тренировки состоял из 3 циклов: 3 мин – ГТ, 5 мин – нормоксия.

При оценке гипоксической устойчивости в процессе ВД непрерывно до наступле-
ния апноэ методом пневмотахографии регистрировали основные параметры дыхания: 
дыхательный объем (ДО), частоту дыхания (ЧД), минутный объем дыхания (МОД). 
Сатурацию (SpO2%) фиксировали ветеринарным пульсоксиметром типа UT (Zoomed, 
Россия). Систолическое и диастолическое давление (АДс, АДд) измеряли в общей 
сонной артерии прямой катетеризацией сосудов, используя преобразователь давления 
типа ПДП-300 (Россия). Среднее АД (АДср.) рассчитывали по формуле:

АДср. = АДд+(АДс-АДд)/2.
В процессе тестирования в дыхательном контуре фиксировали FIO2 кислородным 

анализатором ПГК-06 («Инсовт», Санкт-Петербург), диоксида углерода (FIСO2) – мно-
гокомпонентным малоинерционным газоанализатором МАГ- 6П («Эксис», Москва, 
Россия), время наступления апноэ, количество спонтанного восстановления дыхания 
(аутореанимация) после гипоксического апноэ.

Обработку сигналов пневмотахограммы проводили с помощью аппаратно-программ-
ного комплекса сбора биологических данных Biograf-7 (ГУАП, Санкт-Петербург, Россия).

Для статистического анализа данных использовали программы Statistica 10.0 
(Windows) и Microsoft Office Excel 2020. Полученные в экспериментах данные были 
проверены на нормальность распределения с помощью критерия Шапиро-Уилка. По-
скольку распределение данных не соответствовало нормальному, оценку достовер-
ности различий между группами проводили с использованием непараметрического 
U-критерия Манна-Уитни c поправкой Бонферрони. Различия принимали за статисти-
чески значимые при p < 0.05 и p < 0.01. Данные на рисунках и в таблице представлены 
в виде медианы и интерквартильного размаха Me (Q1, Мe, Q3).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Однократное введение крысам ЛПС через 40 мин вызывало стимуляцию иммунных 
реакций и развитие системного воспаления. Это выражалось в значительном увеличе-
нии легочной вентиляции за счет роста ЧД и ДО, снижения сатурации и артериального 
давления (табл. 1). Наблюдаемые гипервентиляция, гипоксемия и гипотония являются 
основными клиническими проявлениями сепсиса, что свидетельствует об адекватно-
сти применяемой нами экспериментальной модели эндотоксемии.
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Таблица 1. Влияние ЛПС на основные показатели кардиореспираторной системы в условиях 
нормоксии

Показатели Физ. р-р (контроль)
Me [xmin; xmax]

ЛПС
Me [xmin; xmax]

Дыхательный объем, мл 1.0 [0.8; 1.1] 1.6 [1.5; 1.7]*

Частота дыхания, мин –1 81.5 [80.0; 89.3] 111.2 [118.2; 106.1]*

Минутный объем дыхания, мл/мин 78.5 [72.3; 84.0] 179.1 [172.4; 185.2]*

Насыщение артериальной крови кислородом, % 96 [95; 97] 84 [79; 89]*

Среднее артериальное давление, мм рт. ст. 120 [110; 130] 62 [57; 67]*

Результаты представлены в виде медианы и размаха Me [xmin; xmax]. * – р < 0.05.

В процессе гипоксической тренировки у крыс группы ЛПС+ГТ в каждом из 3-ми-
нутных циклов при постепенном снижении О2 до 12% наблюдалось увеличение МОД 
от 179.1 [172.4; 185.2] до 210.5 [200.4; 220.7] мл/мин преимущественно за счет роста 
ДО от 1.6 [1.5; 1,7] до 2.7 [2.4; 3.0] мл, повышение АДср. от 62 [57; 67] до 95 [91; 99] 
мм рт. ст. и сатурации от 84 [79; 89] до 90 [85; 95]%. При переходе к нормоксическому 
дыханию показатели возвращались к значениям, измеренным после введения ЛПС.

При оценке устойчивости к тяжелой гипоксии постепенное снижение содержания 
О2 вызывало апноэ у всех исследованных групп крыс. При этом продолжительность 
дыхания до наступления апноэ у контрольных животных, ЛПС и ЛПС+ГТ была при-
мерно одинаковой, что составляло 8–9 мин. Степень гипоксии (FIO2) перед апноэ соот-
ветствовала: у контрольной группы 3–4%, ЛПС – 7–8%, ЛПС+ГТ – 5–6%.

В условиях прогрессивно нарастающей гипоксии у крыс контрольной, ЛПС 
и ЛПС+ГТ групп наблюдалось постепенное уменьшение АДср. Как видно из рис. 1 
в точке наступления апноэ максимально выраженное падение АДср отмечалось у крыс 
группы ЛПС, влияние ГТ предотвращало снижение давления, что проявилось у крыс 
группы ЛПС+ГТ достижением уровня, сравнимого с исходными значениями в услови-
ях нормоксии перед введением ЛПС.

Как представлено на рис. 2, насыщение артериальной крови кислородом в точке 
апноэ выявило существенные различия у всех исследованных крыс.

Так, у крыс группы ЛПС отмечалось снижение сатурации в 2 раза по сравнению 
с контрольными, тогда как влияние ГТ способствовало повышению SpO2 до 85%, что 
превышало значения контрольных животных в 1.4 раза и было сопоставимо с уровнем 
нормоксии при введении ЛПС. При этом следует отметить, что апноэ у крыс группы 
ЛПС+ГТ возникало при большей степени гипоксии (FIO2 5–6%), чем в группе ЛПС 
(FIO2 7–8%).

Длительность постгипоксического апноэ в контроле, группах ЛПС и ЛПС+ГТ была 
сходной (24.0 ± 2.1 с), существенное различие проявлялось в количестве случаев спон-
танного восстановления дыхания (аутореанимация). Как представлено на рис. 3, са-
мопроизвольное возобновление дыхания в контрольной группе происходило у всех 8 
животных (100%), в группе с дискретным введением ЛПС только 2 (12%) крысы сохра-
няли способность к восстановлению дыхания. Влияние предварительной ГТ, оказывая 
протективное действие, способствовало аутореанимации после тяжелой гипоксии у 4 
животных, что в 2 раза превышает уровень у крыс с ЛПС-индуцированной эндотоксе-
мией.
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Рис. 1. Среднее артериальное давление у крыс с ЛПС-индуцированной эндотоксемией в точке гипоксическо-
го апноэ до и после гипоксической тренировки.
По оси абсцисс – экспериментальные группы, по оси ординат – среднее артериальное давление. ** p < 00.1
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Рис. 2. Сатурация у крыс с ЛПС-индуцированной эндотоксемией в точке гипоксического апноэ до и после 
гипоксической тренировки. ** p < 0.01.



1014 ДОНИНА

Saline LPS LPS+HT

B
re

at
hi

ng
 r

ec
ov

er
y,

 %

0

20

40

60

80

120

100

Рис. 3. Постгипоксическое восстановление дыхания у крыс с ЛПС-индуцированной эндотоксемией до 
и после гипоксической тренировки.
По оси абсцисс – экспериментальные группы, по оси ординат – восстановление в%.
** – p < 0.01.

Таким образом, прекондиционирование кратковременной нормобарической интер-
вальной гипоксией способствует снижению степени гипотонии, повышению сатура-
ции и увеличению количества спонтанного возобновления дыхания (аутореанимация) 
у крыс с ЛПС-индуцированной эндотоксемией после гипоксического апноэ, вызванно-
го тяжелой гипоксией.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Известно, что в развитии патологического состояния важная роль принадлежит 
провоспалительным цитокинам (ИЛ-1β, ФНО-α, ИЛ-6), при участии которых форми-
руется иммунный ответ, развивается системная реакция острой фазы воспаления и за-
пускается каскадная экспрессия цитокинов [3, 23, 24]. В проведенном исследовании не 
определялся цитокиновый профиль, активацию иммунной системы вызывали внедре-
нием ЛПС, способствующем высвобождению медиаторов воспаления – провоспали-
тельных цитокинов (ИЛ-1β, ФНО-α, ИЛ-6) простагландинов (PG), оксида азота (NO), 
транскрипционного ядерного фактора NF-kB [1–3]. Наблюдаемые изменения парамет-
ров внешнего дыхания, гипотония и гипоксемия после инфузии ЛПС в условиях нор-
моксии свидетельствуют об адекватности используемой нами модели сепсиса у крыс, 
наиболее полно соответствующей клинической ситуации [25, 26]. Ранее нами было 
установлено участие основных провоспалительных цитокинов в снижении резистент-
ности к острой нарастающей гипоксии. При этом снижение устойчивости организма 
к острой гипоксии проявлялось ослаблением компенсаторного увеличения легочной 
вентиляции, резким снижением артериального давления, уменьшением насыщения 
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крови кислородом, более ранней остановкой дыхания (апноэ), при меньшей степени 
гипоксии, в затруднении спонтанного восстановления дыхания и повышении уровня 
летальности в постгипоксическом периоде [27, 28].

Обнаруженное нами в настоящей работе повышение резистентности к тяжелой ги-
поксии свидетельствует о протективном влиянии прекондиционирования умеренной 
гипоксией. Рассматривая механизмы, лежащие в основе эффективности влияния уме-
ренной ГТ на устойчивость к тяжелой гипоксии у крыс с ЛПС-индуцированной эндо-
токсемией, прежде всего следует отметить, что гипоксия может оказывать как положи-
тельный, так и отрицательный эффект, зависящий от концентрации, продолжительности 
и частоты гипоксического воздействия. В ряде работ установлено, что умеренная гипок-
сия (FiO2 9–16%) и небольшое количество циклов (3–15 в день) обладает благоприятным 
эффектом, тогда как тяжелая гипоксия (FiO2 2–8%) и более 40 циклов в день усугубляет 
патологическое состояние [29]. Эти данные свидетельствуют о том, что в основе эффек-
тов кратковременной и хронической гипоксии лежат совершенно разные механизмы.

Можно предполагать, что умеренная гипоксия при кратковременном воздействии 
способствовует стимуляции адаптивных физиологических перестроек. Однако вопрос 
о том, какие механизмы вовлечены в сложные уровни реализации адаптации к гипок-
сии окончательно не решен, поскольку данные об иммуномодулирующих эффектах 
гипоксии противоречивы.

Ряд авторов считает, что протективное действие кратковременной ГТ может яв-
ляться следствием ингибирования воспалительных реакций путем подавления прово-
спалительных цитокинов (фактор некроза опухолей, интерлейкин 1-β, интерлейкин-6) 
и активации противовоспалительных цитокинов (интерлейкин-10) [30, 31]. В других 
работах также было показано, что гипоксическое прекондиционирование, предше-
ствующее ЛПС-индуцированному септическому состоянию, может снижать апоптоз 
и экспрессию толл-подобных рецепторов (TLR4), осуществляющих трансмембранную 
передачу сигнала, активизирующих индукцию провоспалительных цитокинов и выра-
ботку противовоспалительного интерлейкина-10 [20].

Кроме того, известно, что гиперпродукция оксида азота (NO) в результате актива-
ции синтаз оксида азота (NOS) играет ключевую роль в развитии острой гипотонии, 
характерной для септических состояний различного происхождения [32]. В работах 
последних лет было продемонстрировано, что периодическая гипоксия препятству-
ет массивной продукции NO в результате образования депо NO, что, в свою очередь, 
уменьшает вазодилатацию, эффективно способствует вазоконстрикции, тем самым 
предотвращая гипотонию и риски необратимых последствий [33]. Наши результаты 
хорошо согласуются с приведенными данными, поскольку у крыс с ЛПС-индуциро-
ванной эндотоксемией предварительная кратковременная ГТ устраняла гипотонию 
при последующем тестировании тяжелой гипоксией.

Согласно современным представлениям, гипоксия модулирует иммунные реакции 
посредством регуляторов адаптивных ответов клетки – транскрипционных факторов 
(индуцированные гипоксией факторы HIF-1α и HIF-2α) [17, 33]. Исследование цито-
кинового профиля (ИЛ-1, ИЛ-6, TNF-α и ИЛ-10) показало, что при тяжелой гипоксии 
содержание цитокинов в сыворотке крови многократно увеличилось, но при этом уро-
вень HIF-1α не изменился, что свидетельствовало об отсутствии корреляции между 
уровнем цитокинов и HIF-1α [34]. Вероятней всего, что на ранней стадии адаптации 
к гипоксии провоспалительные цитокины не принимают участие в индукции HIF-1α.

Помимо приведенных выше механизмов влияния кратковременной гипоксии, рас-
сматривается образование пуринового нуклеотида аденозина в результате стимуляции 
гипоксией аденозинового рецептора A2B и ингибирования аденозинкиназы [35]. Аде-
нозин вызывает усиленную экспрессию противовоспалительного цитокина – интер-
лейкина-10 (ИЛ-10), обладающего широким спектром тканезащитных и противово-
спалительных свойств [36]. При воспалении также усиливается генерация аденозина, 
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следовательно, гипоксия и воспаление могут оказывать аддитивный или синергический 
эффект на образование аденозина [37, 38]. В условиях хронической гипоксии (11–27 
дней) введение мышам эндотоксина вызывало повышение уровня провоспалительного 
цитокина ФНО-α, тогда как быстродействующий миметик гипоксии DMOG (димети-
локсалилглицин) у эндотоксических мышей оказывал противовоспалительный эффект 
[39]. Полученные в настоящей работе данные позволяют полагать, что иммуномодули-
рующие свойства кратковременной гипоксии, проявляющиеся через несколько минут 
после воздействия, вызваны быстрым возрастанием уровня внеклеточного аденозина, 
имеющего короткий период полураспада, и экспрессией ИЛ-10 [37, 38].

Вероятно, что помимо других механизмов протективного влияния умеренной ги-
поксии, предотвращение гипотонии, ингибирование воспалительных реакций путем 
подавления провоспалительных цитокинов, повышенное образование внеклеточного 
аденозина и экспрессия противовоспалительного ИЛ-10, играют значительную роль 
в ослаблении провоспалительного цитокинового ответа.

Таким образом, интервальная кратковременная нормобарическая гипоксия повы-
шает резистентность к тяжелой гипоксии при ЛПС-индуцированной эндотоксемии. 
В целом полученные нами результаты демонстрируют возможность рассматривать 
прекондиционирование кратковременной умеренной гипоксией в качестве немедика-
ментозного метода ингибирования гиперактивации иммунной системы и повышения 
толерантности к тяжелой гипоксии при разработке новых стратегий лечения пациен-
тов в критическом состоянии.
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PRECONDITIONING WITH MODERATE HYPOXIA INCREASES TOLERANCE 
TO SUBSEQUENT SEVERE HYPOXIA IN RATS WITH LPS-INDUCED 

ENDOTOXEMIA
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Hyperproduction of mediators of LPS-induced inflammatory process (endotoxicosis, 
sepsis) initiates the development of acute respiratory failure (ARF), impaired gas exchange, 
progressive hypoxemia and hypercapnia, hypotension, respiratory arrest and death. 
Severe sepsis associated with hypoxemia remains the main cause of death, and therefore 
the development of methods to increase resistance to acute hypoxia in septic patients is 
an urgent task. The aim of the work was to study the effectiveness of preconditioning 
with short-term intermittent moderate hypoxia to increase tolerance to subsequent 
severe hypoxia in rats with LPS-induced endotoxicosis. The experiments were carried 
out on anesthetized and tracheostomated male Wistar rats. Endotoxicosis was modeled 
by administration of a lipopolysaccharide solution (Escherichia coli) in an amount of 7 
mg/kg. To assess resistance to severe hypoxia, the rebreathing method of (RM) with a 
gradual decrease in oxygen in the rebreather from 21% to the onset of apnea was used. 
Hypoxic preconditioning (hypoxic training, HT) was also created by the method of RM in 
the mode of 3 cycles: reduction of the oxygen fraction in the rebreather to 12% – 3 min, 5 
min – normoxia. 3 groups of animals were studied: I-control-NaCl, II–LPS, III–LPS+HT. 
The following parameters were recorded: external respiration, mean blood pressure 
(APm.), saturation (SpO2), fraction of inhaled O2, time of onset of apnea, the amount of 
spontaneous respiratory recovery (autoresuscitation) in the posthypoxic period. It was 
shown that the administration of LPS under normoxic conditions was accompanied by 
hyperventilation, hypoxemia and hypotension. The maximum deterioration in resistance 
to severe hypoxia was observed in rats with LPS, which was manifested by a decrease 
in APm, SpO2 and a decrease in the possibility of autoresuscitation after hypoxic apnea. 
The effect of HT prevented a decrease in blood pressure, SpO2 increased by 1.4 times, 
survival increased by 2 times, which is comparable to the level of normoxia before the 
introduction of LPS. It is assumed that the effectiveness of hypoxic preconditioning is due 
to the inhibition of the inflammatory response.
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