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Цель работы заключалась в изучении роли iNOS в регуляции тонуса пиальных
артериальных сосудов и тканевой перфузии в постишемическом периоде в пер-
вые 7 дней после ишемии/реперфузии (И/Р). Эксперименты проведены на кры-
сах Вистар (n = 33). Ишемию головного мозга моделировали пережатием двух
сонных артерий и снижением и строгим поддержанием среднего артериального
давления на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. на 12 мин. Визуализацию пиальных сосудов
и регистрацию изменения их диаметров проводили методом прижизненной мик-
роскопии. Исследовались реакции на воздействие селективного ингибитора iNOS
аминогуанидина (AG) и неселективного ингибитора NO-синтаз L-NAME. Од-
новременно у тех же животных определяли тканевую перфузию и гематокрит.
Эксперименты проведены на 5 отдельных группах крыс: интактные (контроль) и
1 ч, 1, 3, 7 сут после И/Р. Показано, что максимальное (в 1.6 раза) повышение
тканевой перфузии отмечено через 1 ч после И/Р, через 1 сутки значение ткане-
вой перфузии вернулось к уровню контроля. Через 1 ч после И/Р увеличивался
тканевой гематокрит и достигал максимума к 3-им суткам (на 40%). К 7-ым сут-
кам гематокрит оставался примерно на 20% выше, чем в контроле. У контроль-
ных крыс L-NAME уменьшал диаметр сосудов в среднем на 10–14%, а AG не
приводил к значимым изменениям диаметра. Влияние AG на сосуды отмечалось
только в период от 1 до 3 суток после И/Р. В это время реакции на AG практически
не отличались от реакций на L-NAME. На 7-е сутки реакции пиальных артерий
на AG и L-NAME уменьшились до уровня контроля. Заключается, что в возник-
новении гиперемии головного мозга в период первых 7 суток после И/Р значи-
тельную роль играет дилатация пиальных артериальных сосудов, вызванная из-
быточным количеством NO, продуцируемым iNOS.
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Нарушение мозгового кровообращения продолжает оставаться одной из основ-
ных причин утраты трудоспособности и смертности [1]. Церебральная сосудистая
сеть играет центральную роль при формировании ишемического инсульта: разме-
ры ядра инфаркта определяются глубиной и продолжительностью снижения тка-
невого кровотока. Слабая эффективность применения нейропротекторов у паци-
ентов с ишемическим инсультом заставляет пересмотреть ранее существовавшие
представления о механизмах повреждения и восстановления ткани мозга [2, 3].

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ СТАТЬИ
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Эффективность нейропротекторной терапии напрямую зависит от наличия откры-
той и функционирующей сосудистой сети. Поскольку ишемические изменения раз-
виваются не только в нервной ткани, но и в сосудистой системе мозга, нервную
ткань и сосудистую сеть мозга следует рассматривать как равнозначные мишени [4].
Известно, что ишемия–реперфузия (И/Р) влияет на состояние церебральных арте-
рий и артериол, которые контролируют как степень ишемии, так и степень реперфу-
зии [5]. Ишемия и постишемическая реперфузия нарушают механизмы регуляции
мозгового кровотока, что усугубляет ишемическое повреждение ткани мозга [6]. То-
нус пиальных артерий непосредственным образом влияет на кровоток в коре го-
ловного мозга [7], что в конечном итоге определяет степень ишемического повре-
ждения мозговой ткани [5]. Однако механизмы регуляции тонуса пиальных микро-
сосудов в первые сутки после И/Р к настоящему времени остаются до конца не
выясненными.

Одной из причин недостаточной эффективности лечебных процедур при ише-
мических поражениях головного мозга является неполное понимание клеточных
механизмов повреждений, вызванных ишемией [4]. В частности, не полностью
изучена роль оксида азота (NO), синтезируемого различными NO-синтазами и вы-
полняющего в физиологических условиях функции вазодилататора, нейротранс-
миттера и медиатора иммунитета. В физиологических условиях эндотелиальная
NO-синтаза (еNOS) продуцирует строго контролируемое количество NO, который
существенно снижает тонус церебральных сосудов и повышает мозговой кровоток
в соответствии с потребностями ткани мозга [8]. При ишемии в ткани мозга экс-
прессируется индуцибельная NO-синтаза (iNOS), которая производит значитель-
ное количество NO, оказывая негативные эффекты на нейроны (эксайтотоксич-
ность, активация апоптоза и др.) [9]. Известно, что iNOS является важнейшим
участником постишемического воспалительного каскада, продуцируя большое ко-
личество NO, повреждающего различные клетки [10, 11]. Большинство исследова-
ний, проводящихся в настоящее время, направлены на изучение нейродегенера-
тивного воздействия iNOS после ишемического повреждения головного мозга и на
разработку нейропротекторных препаратов [12, 13]. Только единичные работы ука-
зывают на негативное влияние повышенной экспрессии iNOS на функцию эндо-
телиальных клеток церебральных микрососудов после И/Р [14]. Развитие эндоте-
лиальной дисфункции, в свою очередь, нарушает баланс выработки вазоконстрик-
торов и вазодилататоров, ухудшая реагирование мозговых артерий на экзогенные и
эндогенные воздействия [15].

Цель представленного исследования – изучение роли iNOS в регуляции тонуса
пиальных артериальных сосудов, тканевой перфузии и гиперемии на протяжении
первых 7 дней после ишемии/реперфузии.

МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Эксперименты проведены на крысах-самцах Вистар (n = 32) из ЦКП Биокол-
лекция ИФ РАН. Животных содержали в стандартных условиях вивария при сво-
бодном доступе к воде и пище. Исследование было проведено в соответствии с
“Правилами проведения работ с использованием экспериментальных животных”,
принятых Европейской конвенцией 19.07.2014, приказом МЗ России от 01.04. 2016 г.
№ 199н “Об утверждении Правил надлежащей лабораторной практики” и рекомен-
дациями биоэтической комиссии Института физиологии им. И.П. Павлова РАН.

Транзиторную ишемию головного мозга моделировали под наркозом (золетил,
20 мг/кг, интраперитонеально) посредством пережатия двух сонных артерий и
снижения и строгого поддержания среднего АД на уровне 45 ± 2 мм рт. ст. на 12 мин
(n = 25) [16]. Прямое измерение АД производилось через катетер в бедренной арте-
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рии, соединенный с датчиком ПДП-400К (ВНИИМП, Москва), подключенным
через стандартный усилитель к АЦП PCI 6023E (National Instruments, США) в ком-
пьютере с программой ввода данных. Надежность и стабильность этой модели обу-
словлена точным контролем системного АД и продолжительности ишемии. После
прекращения ишемии проводили полную реинфузию забранной крови. Затем у
животных из бедренной артерии удаляли катетер, а раны на бедре и шее послойно
ушивали. Группой сравнения служили интактные животные той же возрастной ка-
тегории (n = 8). Постишемические изменения оценивали в 4-х отдельных группах
крыс: через 1 ч (n = 5), на 1-е (n = 5), 3-и (n = 10) и 7-е сутки (n = 5) после ишемии-
реперфузии (И/Р).

Для исследования пиальных артериальных сосудов и измерения тканевой пер-
фузии и гематокрита в теменной области черепа наркотозированных крыс (золе-
тил, 20 мг/кг, интраперитонеально) удаляли кость и твердую мозговую оболочку.
Визуализацию пиальных артерий (при общем увеличении оптической системы 160 крат)
проводили с помощью оригинальной установки, включающей в себя стереоскопи-
ческий микроскоп MC-2ZOOM (“Микромед”, Россия), цветную камеру – видео-
окуляр для микроскопа DCM-510 (Scopetek, Китай) и персональный компьютер.
На статических изображениях с помощью компьютерной программы для цитофо-
тометрии “Photo M” (авторская разработка А. Черниговского, http://www.t_lambda.
chat.ru) измеряли диаметры пиальных артерий и артериол. У каждого животного
диаметры сосудов фиксировали в стандартных условиях при непрерывном оро-
шении поверхности мозга раствором Кребса. Затем на поверхность головного
мозга наносили раствор аминогуанидина, (AG, Aminoguanidine hydrochloride,
Sigma-Aldrich), 10–3 М – селективного ингибитора iNOS, и через 15 мин проводи-
ли измерения диаметров сосудов в тех же точках. Далее мозг орошали раствором
L-NAME (N(ω)-nitro-l-arginine methyl ester, Sigma-Aldrich) 10–4 М, который явля-
ется неселективным ингибитором NO-синтаз. Измерения диаметров пиальных ар-
терий и артериол повторяли через 15 мин после начала орошения поверхности го-
ловного мозга раствором L-NAME. В ходе эксперимента у каждого животного было
исследовано более 20 пиальных микрососудов. Из всех исследованных пиальных
артериальных микрососудов мы выделили 2 группы: группа мелких артерий и арте-
риол диаметром 15–25 мкм и группа артерий диаметром более 60 мкм (табл. 1).

Поскольку оценка степени дилатации пиальных артерий после И/Р у одного и
того же животного даже в течение первых суток постишемического периода при
использовании нашей методики технически невозможна, то для интерпретации
полученных результатов мы применили следующий методический подход. Считая,
что именно iNOS ответственна за дилатацию церебральных сосудов после ишеми-
ческого повреждения [17], о величине постишемического расширения микрососу-

Таблица 1. Количество исследованных сосудов в каждой группе на отдельных этапах пости-
шемического периода

Длительность
постишемического периода

Сосуды с исходным
диаметром 15–25 мкм

Сосуды с исходным
диаметром более 60 мкм

Контрольные крысы 40 39
1 час 22 17
1 сутки 23 15
3 суток 45 42
7 суток 21 19
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дов мы судили, определяя разницу между диаметрами сосуда до и после воздей-
ствия AG.

У тех же экспериментальных животных измеряли состояние микроциркуляции
в коре головного мозга с использованием многофункционального лазерного диа-
гностического комплекса ЛАКК-М (НПП “Лазма”, Россия), совмещающего мето-
ды лазерной допплеровской флоуметрии (ЛДФ) и оптической тканевой оксимет-
рии (ОТО). Методом ЛДФ определяли статистические характеристики показателя
микроциркуляции крови – изменение потока крови (перфузии ткани кровью) в
единицу времени в объеме ткани около 1 мм3, измеряемое в относительных перфу-
зинных единицах. Методом ОТО оценивали показатель объемного кровенаполне-
ния ткани – уровень тканевого гематокрита.

Датчик прибора размещали в трех точках над сенсомоторной корой с приблизи-
тельными координатами АР = 1, 2, 3 мм от брегмы; SD = 1.0 мм латерально от са-
гиттального шва. Общая продолжительность экспериментальных процедур состав-
ляла примерно 60 мин, после чего животных усыпляли передозировкой препарата
для наркоза.

Математическая обработка полученных данных проведена с использованием
пакета статистических программ Microsoft Excel 2003 и программы InStat 3.02
(“GraphPad Software Inc.”, США). Данные представлены в виде среднего арифме-
тического значения и его ошибки. Сравнение средних данных независимых выбо-
рок при нормальном характере распределения вариант в совокупности данных
(выборке) рассчитывали при помощи t-критерия Стьюдента. При распределении
вариант в выборке, отличном от нормального, при сравнении двух групп применя-
ли U-критерий Манна–Уитни. Достоверным уровнем отличий считали вероят-
ность не менее 95% (р < 0.05).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Через 1 ч после И/Р величина тканевой перфузии в сенсомоторной коре повы-
силась в среднем в 1.6 раза относительно показателей у животных контрольной
группы (р = 0.031, U = 11.0, n = 5, критерий Манна–Уитни). Через 1 сутки тканевая
перфузия достигла исходного уровня и в период с 3-их по 7-е сутки после ишемии
статистически значимо не отличалась от аналогичного показателя у контрольных
крыс (рис. 1).

Тканевой гематокрит, который в контроле составлял 15.4 ± 1.1%, через 1 ч после
И/Р увеличился до 18.5 ± 1.5% и достиг максимума к 3-м суткам. К 7-м суткам ге-
матокрит понижался, но его величина была примерно на 20% выше, чем у кон-
трольных крыс (рис. 1).

Исследование реакции пиальных сосудов у контрольных животных показало,
что при аппликации L-NAME их диаметр уменьшился относительно диаметра до
воздействия блокатора (исходного значения), принятого за 100%, в среднем на 14%
и 10% (р < 0.05, t-критерий Стьюдента) соответственно в группах мелких и крупных
сосудов (рис. 2). AG не приводил к значимым изменениям диаметра артерий всех
исследованных диаметров (рис. 2).

Через 1 ч после И/Р применение L-NAME вызвало уменьшение диаметра круп-
ных и мелких пиальных артерий относительно исходного значения в среднем на
20% (р < 0.05, t-критерий Стьюдента) (рис. 2). В этот же отрезок постишемического
периода AG не оказывал влияния на диаметр пиальных артериальных сосудов (рис. 2).

Через 1 сутки после И/Р констрикция пиальных артерий на аппликацию L-NAME
усилилась в среднем в 2.5 раза по сравнению со степенью уменьшения диаметра
сосудов у контрольных животных. У животных, перенесших ишемию, также на-
блюдали достоверные различия в реакции мелких и крупных сосудов. Мелкие со-
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суды сильнее реагировали на L-NAME. Их констрикция в среднем на 12% (р = 0.02,
U = 27, критерий Манна–Уитни) превышала констрикцию крупных артерий (рис. 2).
Реакция всех групп исследованных сосудов на действие AG через 1 сутки после
И/Р достоверно не отличалась от реакции на L-NAME.

Через 3-е суток после И/Р изменения диаметра в ответ на действие L-NAME до-
стигли максимума. Диаметр артерий при аппликации L-NAME уменьшался в

Рис. 1. Величина перфузии и гематокрита в ткани головного мозга на протяжение 7 сут после ише-
мии/реперфузии.
По оси абсцисс: время после ишемии/реперфузии; по оси ординат: тканевая перфузия, перф. ед.; по вто-
рой оси ординат: тканевой гематокрит, %. Темные столбики – величина тканевой перфузии, перфузион-
ные единицы; кривая – тканевой гематокрит, %.
Изменения значимы относительно значений у контрольных крыс, * – p < 0.05.
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Рис. 2. Изменение диаметра пиальных артериальных сосудов при воздействии L-NAME и аминогуани-
дина на протяжение 7 суток после ишемии/реперфузии.
По оси абсцисс: время после ишемии/реперфузии; по оси ординат: диаметр пиальных артерий, выражен-
ный в % относительно исходного значения (до применения ингибитора), который принят за 100%.
Светлая заливка – мелкие пиальные сосуды (15–25 мкм); темная заливка – крупные пиальные сосуды
(более 60 мкм); сплошная светлая и темная заливка – воздействие L-NAME; точечная штриховка – воз-
действие аминогуанидина.
Изменения значимы относительно значений у контрольных крыс, * – p < 0.05. Изменения значимы от-
носительно реакций мелких сосудов в данный отрезок постишемического периода, # – p < 0.05.
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среднем на 37% (р < 0.05, t-критерий Стьюдента). Констрикция мелких сосудов в
среднем на 8% (р = 0.017, U = 192, критерий Манна-Уитни) превышала аналогич-
ный показатель у крупных артерий (рис. 2). Реакции всех групп сосудов в ответ на
применение AG достоверно не отличались от реакций на L-NAME.

На 7-е сутки после И/Р реакция церебральных артерий на AG и L-NAME значи-
тельно уменьшилась и по амплитуде приблизилась к реакции на L-NAME у кон-
трольных животных. Пиальные сосуды всех диаметров в этот период одинаково ре-
агировали на L-NAME и на AG.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ

К настоящему времени показано, что при ишемии в ткани головного мозга по-
вышается экспрессия всех изоформ NO-синтаз (эндотелиальной eNOS, нейро-
нальной nNOS и индуцибельной iNOS) [18, 19]. При этом выброс NO происходит
уже на первых минутах после ишемии и это перепроизводство NO вызвано актива-
цией eNOS. Позднее (через 20–30 мин [19], 6 ч [18]) в ишемизированной ткани по-
вышается активность nNOS; через сутки – iNOS. Эта изоформа продуцирует в
100–1000 раз больше NO, чем конститутивные изоформы фермента [17]. Следова-
тельно, именно она должна определять выделение NO и степень дилатации цере-
бральных микрососудов в несколько первых суток после ишемического поврежде-
ния ткани головного мозга.

Действительно, наши эксперименты показали, что в контрольной группе ин-
тактных животных отсутствовала реакция пиальных сосудов всех исследованных
диаметров при воздействии AG. Это доказывает, что в физиологических условиях
iNOS не принимает участия в регуляции тонуса пиальных артерий и артериол.
В нашем исследовании мы не применяли селективных ингибиторов eNOS и
nNOS, однако с учетом данных литературы, есть основания полагать, что в физио-
логических условиях в артериях источником NO является именно eNOS [20]. Через
1 ч после И/Р AG также не приводил к достоверному изменению диаметра пиаль-
ных артериальных сосудов. В этот период констрикция как мелких, так и крупных
пиальных артериальных сосудов была отмечена только при воздействии на поверх-
ность коры головного мозга неселективного ингибитора NO-синтаз L-NAME, что
свидетельствовало об активации в этот постишемический период конститутивных
NO-синтез. Через 1 ч после И/Р было отмечено самое значимое за весь период на-
блюдения (7 сут) – в среднем в 1.6 раза повышение тканевой перфузии в сенсомо-
торной коре головного мозга. Возрастание церебрального кровотока после И/Р,
возможно, связано со снижением сопротивления в системе резистивных сосудов
мозга. В то же время, через 1 ч после И/Р было отмечено статистически значимое
(в среднем в 1.2 раза), но не максимальное повышение уровня тканевого гемато-
крита.

Через 1 сутки после И/Р реакция пиальных артерий и артериол на воздействие
AG была значительно выражена. Диаметр мелких артериальных сосудов умень-
шился в среднем на 35%, крупных – на 23%. К 3-м суткам реакция пиальных арте-
рий и артериол на AG достигла максимума: диаметр мелких артериальных сосу-
дов уменьшился в среднем на 41%, крупных – на 34%. Таким образом, крупные
пиальные артерии (диаметром более 60 мкм) в наших экспериментах в период от
1 до 3-х суток после ишемии слабее реагировали на AG. Это может свидетельство-
вать о меньшей значимости iNOS в регуляции их тонуса по сравнению с артериями
меньшего диаметра в этот отрезок постишемического периода. Напомним, что по
констрикторной реакции на AG мы судили об iNOS – опосредованной дилатации
пиальных сосудов: чем больше степень сужения, тем более была расширена арте-
рия до воздействия блокатора iNOS. В период с 1-ых по 3-и сутки после ишемии
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также было отмечено максимальное кровенаполнение мозговой ткани: уровень ге-
матокрита увеличился в среднем в 1.3 раза (1-е сутки) и в 1.4 раза (3-и сутки) по
сравнению с контрольными значениями (рис. 1). Тканевая перфузия вернулась к
уровню П у контрольных животных. Принципиально важным является то, что в
1-е–3-и сутки после И/Р реакции пиальных артерий и артериол на действие AG
были такими же, как и реакции на L-NAME (нет статистически значимых разли-
чий). Это указывает на значительную роль iNOS в регуляции тонуса пиальных со-
судов в данный отрезок исследованного нами постишемического периода. Следо-
вательно, повышение тканевого гематокрита (увеличение кровенаполнения ткани)
более чем на 40% во многом определяется выраженной дилатацией пиальных сосу-
дов, регулируемой iNOS.

К 7-ым суткам постишемического периода дилатация пиальных артерий, зави-
симая от NO, продуцируемого индуцибельной изоформой, составляла 6–7%, что
находится на границе физиологического изменения диаметра сосудов. Уровень
тканевой перфузии достоверно не отличался от показателей у контрольных крыс,
хотя гематокрит оставался на 10% выше исходного уровня. Вероятно участие iNOS
в регуляции тонуса пиальных артериальных сосудов практически прекращается к
7-м суткам после И/Р.

Значительное повышение тканевого гематокрита при пониженном уровне пер-
фузии свидетельствует о том, что ткань коры головного мозга в течение нескольких
дней после И/Р находится в состоянии выраженного вазогенного отека и гипере-
мии, которые в последующем медленно уменьшаются, сохраняясь по меньшей ме-
ре на протяжении недели.

Уникальность примененного методического подхода одновременной прижиз-
ненной регистрации состояния пиальных артерий и артериол и кровоснабжения
ткани мозга после И/Р, позволило нам показать, что:

1. В период первых 7 суток после перенесенной транзиторной ишемии ткань го-
ловного мозга у крыс находится в гиперемированном состоянии.

2. В возникновении гиперемии головного мозга одну из основных ролей играют
пиальные артериальные микрососуды, находящиеся в состоянии дилатации, кото-
рая вызвана избыточным количеством NO, продуцируемым iNOS.

3. Влияние iNOS на состояние пиальных артериальных сосудов ограничивается
7-ю сутками после И/Р.

Впервые показав, что дилатация церебральных сосудов и гиперемия мозговой ткани
после ишемического повреждения во многом опосредована экспрессией iNOS, мы
полагаем, что именно iNOS может быть важной терапевтической мишенью, воз-
действуя на которую можно уменьшить тяжесть ишемическо-реперфузионного
повреждения ткани мозга.
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The Role of Inducible NO-Synthase in the Cerebral Hyperemia after Ischemia/Reperfusion

I. B. Sokolovaa, *, O. P. Gorshkovaa, and G. I. Lobova

aPavlov Institute of Physiology RAS, Saint Petersburg, Russia
*e-mail: SokolovaIB@infran.ru

Abstract—This work was aimed to study the iNOS role in the pial arterial vascular tone
regulation and tissue perfusion in the post-ischemic time in the first 7 days after isch-
emia/reperfusion (I/R). Ischemia was induced in anesthetized Wistar rats (n = 33) by
clamping of both common carotid arteries for 12 min with simultaneous controlled hy-
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potension to 45 ± 3 mm Hg. The diameter changes of pial arteries and arterioles were vi-
sialised using in-vivo video microscopy. The responses response to selective iNOS inhib-
itor aminoguanidine (AG) and non-selective inhibitor of NO-synthases by L-NAME
were studied. At the same time tissue perfusion (P) and hematocrit were determined in
the same animals. 5 different groups of rats were studeid: intact (control), and 1 hour, 1,
3, or 7 days after ischemia. The maximal (1.6 times) increase in P was observed 1 hour
after I/P, and after 1 day it returned to the control level. The tissue hematocrit was in-
creased at 1 hour after the I/R, and peaked on the 3rd day (by 40%). After 7 days the he-
matocrit remained about 20% higher than in control. In control rats, L-NAME reduced
the vessels diameter by 10–14% on average, and AG did not lead to significant changes
in the diameter. The AG effect on the vessels was observed only in the time period from
1 to 3 days after I/R. At this time, the effect of AG was similar to that of L-NAME. At
7th day, the pial artery reactions to AG and L-NAME decreased to the control levels.
We conclude that the NO-mediated dilation of the pial arteries caused by the iNOS
expression plays a prominent role in the cerebral tissue hyperemia in the first 7 days of
the post-ischemic period.

Keywords: cerebral ischemia-reperfusion, NO, inducible NO-synthase, pial arteries and
arterioles, tissue perfusion, tissue hematocrit, hyperemia
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