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Исследование выполнено на крысах-самцах линии Вистар, у которых воспроиз-
водили коронароокклюзию (45 мин) и реперфузию (2 ч). Гипоксическое прекон-
диционирование (ГП) моделировали с помощью 6 сеансов гипоксии и реоксиге-
нации общей продолжительностью 2 ч. Установили, что ГП оказывает инфаркт-
лимитирующий эффект. Защитный эффект ГП не проявлялся после применения
“ловушки” гидроксильных радикалов 2-меркаптопропионилглицина (2-МПГ).
Защитный эффект 2-МПГ не проявлялся, если его применяли после ГП. “Ло-
вушка” супероксидных радикалов темпол и антиоксидант тролокс сами по себе
не влияли на инфаркт-лимитирующий эффект ГП. Результаты работы свиде-
тельствуют, что активные формы кислорода играют важную роль в реализации
инфаркт-лимитирующего эффекта гипоксического прекондиционирования.
Полученные данные косвенно указывают на то, что что гидроксильные радика-
лы могут играть ведущую роль в гипоксическом прекондиционировании.
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В 70-е–80-е годы прошлого столетия, благодаря работам отечественных биохи-
миков и физиологов, сложилось мнение об исключительно негативной, патогене-
тической роли свободных радикалов, активных форм кислорода (АФК), продуктов
перекисного окисления липидов [1–3]. Проводились успешные клинические ис-
пытания антиоксидантов в качестве препаратов, повышающих устойчивость сердца
к ишемическим и реперфузионным повреждениям [4, 5]. Однако постепенно от-
ношение к АФК стало меняться. В настоящее время принято считать, что АФК в
малых концентрациях обеспечивают внутриклеточную и межклеточную сигнали-
зацию, а в высоких концентрациях оказывают цитотоксический эффект, вызывая,
в частности, гибель болезнетворных микроорганизмов и апоптоз злокачественных
клеток [6]. Установлено, что АФК играют сигнальную роль в реализации инфаркт-
лимитирующего эффекта адаптивного феномена ишемического прекондициони-
рования [7]. Суть этого феномена сводится к повышению устойчивости сердца к
действию длительной ишемии и реперфузии после нескольких сеансов кратковре-
менной ишемии (5 мин) и реперфузии (5 мин) [8]. Установлено, что АФК активи-
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руют ряд киназ и фосфатаз [9]. Известно, что защитить сердце от негативного вли-
яния ишемии можно не только посредством ишемического прекондиционирования,
но и с помощью адаптации к гипоксии, в частности, с помощью раннего гипокси-
ческого прекондиционирования (ГП) [10–12]. Ранним ГП называют повышение
толерантности органов к действию длительной гипоксии–реоксигенации сразу же
после нескольких сеансов кратковременной гипоксии–реоксигенации [10, 11]. На
наш взгляд, изучение молекулярных механизмов ГП может помочь разработать ме-
дикаментозные подходы к повышению устойчивости сердца к ишемии–реперфузии.

Цель работы: оценить роль активных форм кислорода в инфаркт-лимитирующем
эффекте раннего гипоксического прекондиционирования.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование выполнено на 159 самцах крыс линии Вистар массой 280–320 г.
Все болезненные процедуры проводили на наркотизированных животных в соот-
ветствии с Приказом МЗ СССР № 742 от 13.11.84 г. “Об утверждении правил прове-
дения работ с использованием экспериментальных животных” и № 48 от 23.01.85 г.
“О контроле за проведением работ с использованием экспериментальных животных”.

Моделирование ГП проводили с помощью 6 последовательных циклов гипоксии–
реоксигенации. Во время сеанса нормобарической гипоксии животное помещали на
10 мин в герметичный сосуд емкостью 3.3 л, внутри которого формировали воздуш-
ную среду с пониженным содержанием кислорода (8% О2, 0.9% СО2 и 91.1% N2). По-
сле гипоксии следовал 10-минутный сеанс реоксигенации атмосферным воздухом.
Контроль газового состава среды осуществляли с помощью газоанализатора Stat Pro-
file M (“Nova Biomedical Corporation”, Waltham, США). Общая продолжительность
ГП составляла 2 ч.

Наркотизацию крыс осуществляли внутрибрюшинным введением α-хлоралозы
в дозе 100 мг/кг. Искусственную вентиляцию легких проводили с помощью аппа-
рата SAR-830 Series (“CWE Inc.”, США). Через 40 мин после ГП выполняли ло-
кальную 45-минутную коронароокклюзию, которую моделировали путем наложения
лигатуры на переднюю нисходящую ветвь левой коронарной артерии, после чего,
ослабив лигатуру, проводили 2-часовую реперфузию миокарда [13].

Определение размера инфаркта миокарда определяли по методу, предложенному
J. Neckar и соавт. [14]. После окончания ишемии–реперфузии сердце иссекали, ка-
нюлировали аорту и последовательно промывали 20 мл раствора 0.9%-ного NaCl и
2 мл 5%-ного раствора перманганата калия, разграничивая зону нормальной пер-
фузии миокарда и область риска (ОР). Поперечные срезы миокарда левого желу-
дочка толщиной 1 мм изготавливали, используя слайсер HSRA001-1 (“Zivic Instrument”,
Pittsburgh, США). Срезы инкубировали в 1%-ном растворе 2,3,5-трифенилтетразолия
хлорида (30 мин, 37°С), который придает интенсивную розово-красную окраску
жизнеспособным тканям и клеткам; клетки в зоне инфаркта (ЗИ) остаются не-
окрашенными. После инкубации срезы помещали в 10%-ный раствор формалина
на 1 сут, затем сканировали с обеих сторон, получая изображение в формате JPEG
(2400 dpi). Инфаркт-лимитирующий эффект оценивали по изменению соотноше-
ния ЗИ/ОР. Определение размера ОР и ЗИ осуществляли компьютеризированным
планиметрическим методом, используя оригинальное программное обеспечение.

Животным экспериментальных групп вводили тиоловый антиоксидант N-(2-мер-
каптопропионил)глицин (2-МПГ, “Sigma-Aldrich”, St Louis, США) в дозе 20 мг/кг
[15, 16], либо водорастворимый аналог α-токоферола тролокс в дозе 2.5 мг/кг
(“Sigma-Aldrich”, St Louis, США) [17], либо “ловушку” супероксидных ( ) ради-
калов темпол в дозе 30 мг/кг (“Tocris Bioscience”, Bristol, Великобритания) [18].
Антиоксидант 2-МПГ вводили внутривенно за 15 мин до начала ГП, либо после
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адаптации – за 10 мин до ишемии. Внутривенную инъекцию тролокса и темпола
осуществляли за 15 мин до ГП. Препарат 2-МПГ растворяли в 0.9%-ном растворе
NaCl; тролокс – в калий-фосфатном буфере, темпол – в 20%-ном гидроксипро-
пил-β-циклодекстрине (“Tocris Bioscience”, Bristol, Великобритания). Крысам
контрольных групп внутривенно вводили либо 0.9%-ный раствор NaCl, либо калий-
фосфатный буфер, либо 20%-ный раствор гидроксипропил-β-циклодекстрина из
расчета 1 мл/кг.

Статистический анализ полученных результатов проводили, используя при-
кладную программу Statistica 6.0 (“StatSoft”, США). Результаты исследования
представлены в виде среднего арифметического (М) ± стандартная ошибка среднего
(SEM). Для оценки значимости межгрупповых различий использовали U-крите-
рий Манна–Уитни. Статистически значимыми считали различия при p < 0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Моделирование 45-минутной ишемии с последующей 2-х часовой реперфузией
у крыс контрольной группы приводило к формированию ЗИ величиной 58.6 ± 1.4% от
размера ОР. У адаптированных животных показатель ЗИ/ОР снижался до величины
40.8 ± 1.2%, однако введение “ловушки” гидроксильных радикалов 2-МПГ (20 мг/кг)
за 15 мин до ГП полностью устраняло защитное действие адаптации (рис. 1). При-
менение 2-МПГ после ГП за 10 мин до начала коронароокклюзии не влияло на
формирование инфаркт-лимитирующего эффекта ГП (рис. 1).

Внутривенное введение водорастворимого аналога α-токоферола тролокса (2.5 мг/кг)
или “ловушки” супероксидных радикалов темпола (30 мг/кг) за 15 мин до адапта-
ции не предотвращало формирование защитного эффекта ГП (рис. 2).

Следует отметить, что использованные в нашем исследовании препараты-анти-
оксиданты в указанных дозировках не обладали собственным инфаркт-лимитиру-
ющим эффектом (рис. 1 и 2).

Рис. 1. Влияние антиоксиданта 2-МПГ на формирование кардиопротекторного эффекта раннего ГП.
ГП – раннее гипоксическое прекондиционирование; ЗИ – зона инфаркта; ОР – область риска; 2-МПГ –
N-(2-меркаптопропионил)глицин в дозе 20 мг/кг за 10 мин до коронароокклюзии, либо за 15 мин до
адаптации, либо после адаптации за 10 мин до ишемии; *p < 0.05 – уровень значимости отличий отно-
сительно контрольной группы.
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ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

Результаты наших исследований свидетельствуют, что 2-МПГ не влиял на раз-
мер инфаркта у неадаптированных крыс, что согласуется с данными других иссле-
дователей [16, 19, 20]. В то же время введение 2-МПГ перед ГП устраняло инфаркт-
лимитирующий эффект срочной адаптации к гипоксии. Однако 2-МПГ не влиял на
толерантность сердца к ишемии и реперфузии, если его вводили крысам после ГП.
Известно, что 2-МПГ является “ловушкой” гидроксильных радикалов [15]. Следо-
вательно, есть основание утверждать, что гидроксильный радикал является триггером,
но не медиатором кардиопротекторного действия ГП. Водорастворимый аналог α-то-
коферола – тролокс не влиял на размер инфаркта у неадаптированных особей и не
устранял кардиопротекторный эффект ГП. Темпол также не влиял на размер ин-

Рис. 2. Влияние антиоксидантов тролокс (А) и темпол (Б) на инфаркт-лимитирующий эффект ГП. Тро-
локс (2.5 мг/кг) и темпол (30 мг/кг) вводили внутривенно неадаптированным животным – за 10 мин до
коронароокклюзии, адаптированным – за 15 мин до ГП; ГП – гипоксическое прекондиционирование;
ЗИ – зона инфаркта; ОР – область риска; * p < 0.05 – уровень значимости различий относительно зна-
чений соответствующих контрольных групп.
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фаркта у неадаптированных крыс и не влиял на инфаркт-лимитирующий эффект ГП.
Известно, что темпол является ловушкой  [18], поэтому отсутствие его влияния
на соотношение ЗИ/ОР говорит о том, что  не играет существенной роли в обес-
печении толерантности сердца к действию коронароокклюзии (45 мин) и реперфузии
(2 ч) у крыс.

Представленные данные, казалось бы, противоречат распространенной точке
зрения о том, что антиоксиданты обладают кардиопротекторными свойствами.
Действительно, в некоторых работах показано, что 2-МПГ и темпол могут оказы-
вать инфаркт-лимитирующий эффект [21, 22]. Исследование S.E. Mitsos и соавт.
[22] было выполнено на собаках с коронароокклюзией, возможно, что  играют
большую роль в ишемическом повреждении сердца у собак, чем у крыс, поэтому 2-МПГ
у собак оказывает инфаркт-лимитирующий эффект. В 1999 г. M.C. McDonald и соавт.
[21] смогли обнаружить инфаркт-лимитирующий эффект темпола у крыс. Однако
указанные авторы применяли темпол в дозе 100 мг/кг, что в 3 раза превышает дозу,
использованную нами (30 мг/кг), и дозу, вводимую другими авторами [23]. Следо-
вательно, есть основания предполагать, что снижение индекса ЗИ/ОР после при-
менения темпола не является следствием его антиоксидантного действия, а осу-
ществляется по механизму, не связанному с АФК. Мы предполагаем, что  об-
разуются в реакции Фентона при участии негеминого железа и выполняют
триггерную функцию в реализации кардиопротекторного эффекта ГП:

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Результаты работы свидетельствуют о том, что активные формы кислорода игра-
ют важную роль в реализации инфаркт-лимитирующего эффекта гипоксического
прекондиционирования. Эти данные косвенно указывают на то, что ведущую роль
в гипоксическом прекондиционировании играют гидроксильные радикалы.
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The Role of Reactive Oxygen Species in the Infarct-Limiting Effect
of Early Hypoxic Preconditioning

A. S. Sementsova, b, *, L. N. Maslova, N. V. Naryzhnayaa,
Yu. V. Bushovb, Yu. B. Lishmanova

aCardiology Research Institute, Tomsk National Research Medical Center, Russian Academy of Sciences, 
Tomsk, Russia

bTomsk State University, Tomsk, Russia
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Abstract—The study was performed on male Wistar rats with coronary occlusion (45 min)
and reperfusion (2 h). Hypoxic preconditioning (HP) was simulated using 6 sessions of
hypoxia and reoxygenation with a total duration of 2 hours. We found that HP has the in-
farct-limiting effect. The protective effect of HP did not appear after the administration of
the scavenger of hydroxyl radicals 2-mercaptopropionylglycine (2-MPG). The protective
effect of 2-MPG was not observed if it was used after HP. The scavenger of superoxide
radicals Tempol and antioxidant Trolox by themselves did not affect the infarct-limiting
effect of HP. The results of the study evidence that reactive oxygen species play an im-
portant role in the realization of the infarct-limiting effect of hypoxic preconditioning.
Obtained data indirectly indicate that hydroxyl radicals can play an important role in hy-
poxic preconditioning.

Keywords: hypoxic preconditioning, hydroxyl radicals, heart attack, heart
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