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ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНЫЕ И ДОКЛИНИЧЕСКИЕ ИССЛЕДОВАНИЯ
В ВОССТАНОВИТЕЛЬНОЙ МЕДИЦИНЕ
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ВВЕДЕНИЕ

Проблема лечения больных, перенесших терми&
нальные состояния, в генезе которых, помимо гипок&
сии, существенную роль играют процессы наруше&
ния утилизации кислорода, реперфузии и реоксиге&
нации, представляется чрезвычайно сложной и да&
леко еще не решенной. В последнее время идет ак&
тивный поиск новых средств и методов интенсивной
терапии гипоксических состояний. Среди различных
методов коррекции наибольший интерес вызывает
фармакологическая защита от повреждающего воз&
действия гипоксии с использованием препаратов
направленного метаболического действия, облада&
ющих антигипоксическим эффектом. К таким препа&
ратам относятся, в частности, актовегин и мексидол.

Положительный эффект широкого применения
актовегина и мексидола в клинической практике при
гипоксических повреждениях сердца, мозга, пече&
ни [1, 2, 3] дает основание полагать, что эти препа&
раты могут быть также эффективно использованы
для коррекции повреждений сперматогенного эпи&
телия после ишемических воздействий. Однако на
сегодняшний день сведения о подобных исследова&
ниях в литературе практически отсутствуют.

Целью нашего исследования явилось изучение
состояния сперматогенеза, механизмов его наруше&
ния после моделирования клинической смерти и
оценка эффективности защитного действия антиги&
поксантов метаболического типа в раннем постреа&
нимационном периоде.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ

Исследование проведено на 219 самцах белых
беспородных крыс массой 180&230 г. Содержание
животных и все эксперименты проведены в соответ&
ствии с Правилами проведения работ с использова&
нием экспериментальных животных.

У наркотизированных животных (этаминал&на&
трий 25 мг/кг, внутрибрюшинно) 10&минутную то&
тальную ишемию моделировали путем полного пе&
режатия сердечно&сосудистого пучка, после чего
осуществляли непрямой массаж сердца и искусст&
венную вентиляцию легких до восстановления соб&
ственного дыхания и сердечной деятельности [4].

В I группе (63 животных) не использовали анти&
гипоксанты, во II группе (63 животных) в раннем ре&
перфузионном периоде однократно внутрибрюшин&
но вводили актовегин в дозе 10 мг/кг, в III группе (63
животных) вводили мексидол в дозе 50 мг/кг. Общим
контролем служили интактные животные (30), у ко&
торых на протяжении периода наблюдения оцени&
вали те же показатели, что и в опытных группах в сро&
ки 40 мин, 1, 3, 7, 14, 21, 30, 45, 60 сутки.

КОРРЕКЦИЯ  ПОСТИШЕМИЧЕСКИХ РЕПЕРФУЗИОННЫХ
НАРУШЕНИЙ СПЕРМАТОГЕНЕЗА
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Для оценки состояния сперматогенеза исполь&
зовали количественный цитологический метод [5],
который заключается в приготовлении мазков из
клеточной суспензии ткани семенников и
окpашивании их по Романовскому&Гимзе. В услови&
ях световой микpоскопии с использованием масля&
ной иммеpсии пpоизводили идентификацию и под&
счет отдельных типов клеток спеpматогенного эпи&
телия, а также клеток Сеpтоли и клеток Лейдига
общим количеством 500 и составляли спеpма&
тогpамму – процентное соотношение различных ти&
пов клеток тестикул. Абсолютное количество клеток
спеpматогенного эпителия в 1 г тестикуляpной тка&
ни вычисляли путем составления математических
пpопоpций, используя абсолютное число спеpма&
тозоидов, подсчет которых проводился в камере Го&
ряева.

Определение уровня лактата и пирувата в ткани
семенника проводили энзиматическим методом с
использованием лактатдегидрогеназы [6]. О количе&
стве лактата судили по уровню образовавшегося
восстановленного никотинамид&адениндинуклеоти&
да, о количестве пирувата – по убыли НАДН, регист&
рируемого на спектрофотометре при длине волны
340 нм. Содержание лактата и пирувата выражали в
мкмоль/г ткани. Наличие свободных радикалов в тка&
ни тестикул определяли методом хемилюминесцен&
ции [7]. Метод основан на том, что в системе перок&
сида водорода и сульфата железа происходит ката&
литическое разложение Н

2
О

2 
ионами металла с пе&

ременной валентностью – двухвалентным железом
(Реакция Фэнтона). Образующиеся свободные ра&
дикалы вступают в реакцию активации свободнора&
дикального окисления в биологическом субстрате,
что приводит к образованию неустойчивого тетрок&
сида, распадающегося с выделением кванта света,
регистрируемого на приборе БХЛ&06. Информаци&
онными показателями считаются I

max
 – максималь&

ная интенсивность свечения исследуемой пробы,
измеряемая в mV, отражающая свободнорадикаль&
ную активность образца и светосумма хемилюми&
несценции за определенное время (S), которая от&
ражает общую активность антиоксидантных систем
защиты.

Полученные данные были обработаны с исполь&
зованием U&критерия Манна&Уитни. Различия счи&
тали достоверными при p < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

Особенность модели клинической смерти заклю&
чается в прекращении доставки к органам не только
кислорода, но и субстратов окисления [8]. Развитие
патофизиологических изменений в клетках ишеми&
зированного органа не ограничивается периодом
ишемии. Структурные и функциональные расстрой&
ства прогрессируют и после восстановления крово&
тока. Реперфузия, являясь необходимым условием
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восстановления жизнеспособности органа, влечет
за собой и негативные последствия, приводя к раз&
витию вторичной гипоксии и активации свободнора&
дикального окисления [9].

Наши исследования показали, что через сутки
после полного пережатия сердечно&сосудистого
пучка наблюдается резкое снижение количества всех
типов клеток сперматогенного эпителия. Наиболее
существенные изменения отмечались на 7&14 сут&
ки, когда в сперматограмме крыс количество ранних
сперматид упало до нуля. С 21 суток эксперимента
наметилась тенденция к активации сперматогене&
за, что связано с началом новой стадии цикла раз&
вития клеток сперматогенного эпителия [10]. Одна&
ко и к 60 суткам количество клеток сперматогенного
эпителия оставалось достоверно ниже нормы
(рис.1).

Рис.1. Количество клеток сперматогенного эпителия после
моделирования клинической смерти, р<0,05:

1 – сперматогонии; 2 – сперматоциты; 3 – сперматиды ранние;
4 – сперматиды поздние;  5 – сперматозоиды.

Также значительно снижалось количество клеток
Сертоли и Лейдига. Абсолютное число клеток Сер&
толи к 14 суткам снизилось в 40 раз. В сроки 21&60
сутки отмечено некоторое увеличение количества
клеток Сертоли, однако их число было существенно
ниже, чем у интактных животных.

На 1 сутки реперфузионного периода наблюда&
лось двадцатикратное уменьшение количества кле&
ток Лейдига. На 7, 14, 21 и 30 сутки эксперимента
клетки Лейдига в ткани тестикул отсутствовали.
На 45 сутки в сперматограмме крыс вновь появились
клетки Лейдига, и к 60 суткам их количество в
среднем составило только 0,4 ± 0,1 млн (в контроле
– 8,1 ± 0,9 млн).

С целью изучения механизмов изменений клеточ&
ного состава тестикул были проведены биохимичес&
кие исследования активности свободнорадикально&
го окисления и антиоксидантной системы, а также
содержания продуктов гликолиза в ткани семенни&
ков.

Наши исследования показали, что активность
свободнорадикального окисления на 40 минуте ре&
перфузионного периода была в 2 раза выше, чем у
интактных животных. При этом отмечен и более низ&
кий уровень антиоксидантной защиты.

Известно, что для ткани семенников характерна
высокая активность гликолитических процессов.
Лактат, пиpуват и глюкоза служат энеpгетическими
субстpатами для созpевающих половых клеток [11].
Было показано, что жидкость семенных канальцев

содержит больше лактата, чем глюкозы и пирувата
[12]. Поступающая в семенник глюкоза утилизиру&
ется в ходе гликолиза в клетках Сеpтоли и превра&
щается в лактат, который секретируется в просвет
семенных канальцев [13]. Лактат оказывает стаби&
лизирующее влияние на мембраны герминативных
клеток и подавляет процессы апоптоза, независи&
мо от уровня адениловых нуклеотидов (АТФ, АДФ и
АМФ) в тестикулах [14].

После моделирования клинической смерти уже
на 40 минуте реперфузионного периода в ткани те&
стикул имело место уменьшение уровня лактата на
85%, а пирувата на 31%, что свидетельствовало о
снижении интенсивности процессов гликолиза. В
последующие сроки наблюдения отмечался значи&
тельный рост концентрации пирувата. Увеличение
уровня пирувата в ткани тестикул, возможно, связа&
но, во&первых, с нарушением его превращения в
ацетил&СоА и в лактат в условиях нарушенного тка&
невого дыхания в постишемическом периоде [8]; во&
вторых, со снижением числа сперматоцитов и спер&
матид, которые используют пируват в качестве энер&
гетического субстрата [13].

Таким образом, можно полагать, что активация
свободнорадикального окисления и истощение ан&
тиоксидантной защиты, низкая концентрация лакта&
та в ткани семенников на 40 минуте реперфузион&
ного периода явились факторами гибели гермина&
тивных клеток, а также клеток Сертоли и клеток Лей&
дига в наших экспериментах. Вместе с тем сниже&
ние количества клеток Сертоли и клеток Лейдига
тормозило восстановление сперматогенеза в более
поздние сроки. Известно, что клетки Сертоли ока&
зывают влияние на гаметообразование путем мета&
болического обеспечения клеток сперматогенного
эпителия; участвуют в поддержании целостности
гематотестикулярного барьера и обеспечивают со&
хранение в канальцах семенников среды, богатой
калием и бикарбонатом, которая необходима для
осуществления мейоза и завершения развития
сперматозоидов [15]. Клетки Лейдига являются ос&
новными продуцентами тестостерона, недостаток
которого приводит к подавлению мейотического де&
ления сперматоцитов и нарушению их превращения
в сперматиды [16].

В настоящее время остается актуальным изуче&
ние эффективности применения антигипоксантов
метаболического типа действия в раннем реперфу&
зионном периоде. Препараты этого класса норма&
лизуют энергетический обмен в условиях гипоксии.
Большинство из них проявляют свойства антиокси&
дантов, что усиливает их антигипоксический эффект.

Поставленные нами серии экспериментов с при&
менением актовегина и мексидола в раннем пости&
шемическом периоде показали высокую эффектив&
ность этих препаратов для предупреждения пости&
шемических нарушений сперматогенеза.

Следует подчеркнуть, что наиболее выраженное
положительное действие на сперматогенез оказы&
вает актовегин. Так, у животных, которым после мо&
делирования клинической смерти в раннем постре&
анимационном периоде однократно вводили актове&
гин, происходило полное восстановление спермато&
генеза на 45 сутки наблюдения (рис. 2).
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Рис. 2. Количество клеток сперматогенного эпителия после
моделирования клинической смерти и введения актовегина,
р<0,05:

1– сперматогонии; 2 – сперматоциты; 3 – сперматиды ранние;
4 – сперматиды поздние; 5 – сперматозоиды.

Тогда как применение мексидола было менее эф&
фективным и не приводило к полному восстановле&
нию количества клеток сперматогенного эпителия к
60 суткам эксперимента (рис. 3).

Рис. 3. Количество клеток сперматогенного эпителия после
моделирования клинической смерти и введения мексидола, р<0,05:

1 – сперматогонии; 2 – сперматоциты; 3 – сперматиды ранние;
4 – сперматиды поздние; 5 – сперматозоиды.

Эти различия, вероятно, обусловлены особенно&
стями фармакологического действия исследуемых
препаратов. Как показали наши эксперименты, при&
менение актовегина и мексидола в раннем постре&
анимационном периоде сопровождалось снижени&
ем уровня свободнорадикального окисления в тка&
нях тестикул. Причем, мексидол на 40 минуте репер&
фузионного периода вызывал более значительное
снижение уровня свободных радикалов, чем актове&
гин. Так, в группе животных с введением мексидола
общая активность свободнорадикального окисления
составила 2,50±0,14 мВ (у животных без препарата
– 3,44±0,18 мВ), а в группе животных с введением
актовегина – 3,09±0,08 мВ. Таким образом, по срав&
нению с актовегином, мексидол обладает выражен&
ным антиоксидантным действием, что, по нашему
мнению, обеспечивает большую сохранность кле&
точного состава семенников в раннем постреанима&
ционном периоде и тем самым способствует более
быстрому началу восстановительных процессов, чем
в группе животных без препаратов. Однако, несмот&
ря на это, уменьшение количества клеток сперма&
тогенного эпителия, а также клеток Сертоли и кле&
ток Лейдига было более значительным в группе жи&
вотных с применением мексидола, чем актовегина.

При исследовании содержания продуктов глико&
литического обмена мы обнаружили, что при исполь&
зовании мексидола содержание лактата в ткани те&
стикул на 40 минуте реперфузионного периода было
в 2 раза ниже, чем при введении актовегина. Более
высокий уровень лактата в группе животных с акто&
вегином, по нашему мнению, явился основным фак&
тором, который предохранял клетки от повреждения
в раннем постишемическом периоде, что в дальней&
шем и приводило к достаточно быстрому их количе&
ственному восстановлению.

Таким образом, результаты наших эксперимен&
тов показали, что 10&минутная тотальная ишемия и
последующая реанимация приводят к выраженным
и длительным нарушениям сперматогенеза, кото&
рые проявляются уменьшением числа всех клеток
сперматогенного эпителия, а также клеток Сертоли
и клеток Лейдига в ткани тестикул. Установлено, что
применение актовегина в раннем постреанимацион&
ном периоде способствует более быстрому восста&
новлению сперматогенеза, чем использование мек&
сидола.
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РЕЗЮМЕ
Проведено экспериментальное исследование влияния антигипок&

сантов на последствия реперфузионных нарушений в ткани семен&
ников после 10&минутной клинической смерти. Показано, что спер&
матогенез быстрее восстанавливается после применения актове&
гина, чем мексидола. Цитопротекторное действие актовегина свя&
зано с уменьшением уровня свободных радикалов и увеличением
уровня лактата в ткани тестикул в раннем постреанимационном пе&
риоде.

ABSTRACT:
The experimental study of an effect of antihypoxic agents on aftermaths

of reperfusion alterations in testicular tissues following 10&minutes clinical
death has been performed. It has been demonstrated that
spermatogenesis recovery took lesser time after Actovegin administration
than after Mexidolum administration. The cytoprotective action of
Actovegin is due to decrease of free radicals level and elevation of lactate
level in testicular tissue during early post&reanimation period.

АННОТАЦИЯ

Авторами изучены люминесцентно&гистохими&
ческие характеристики гистаминсодержащих струк&
тур кожи в области точек акупунктуры после лазеро&
пунктуры. Проведенный спектрофлуориметричес&
кий анализ методами люминесцентной микроскопии
позволил выявить особенности изменений гиста&
минного статуса кожи различных точек акупунктуры
в разные сроки после воздействия.

Ключевые слова: гистамин, лазеропунктура,
точки акупунктуры, тучные клетки.

ВВЕДЕНИЕ

Основываясь на современных данных биологии,
морфологии, нейроиммуноэндокринологии, была
предложена принципиальная схема формирования
локального регуляторного континуума (РК) на уровне
рефлексогенных зон кожи. Одним из основных эле&
ментов локального РК является каскад реакций с уча&
стием биогенных аминов, в том числе гистамина. В
формировании генерального РК важная роль отводит&
ся соединительной ткани, которая обеспечивает со&
пряжение нервных, эндокринных и иммунных меха&
низмов в интегральном ответе организма на любые
внешние воздействия, в том числе и на лазеропунк&
туру (ЛП) [1, 2]. В этом плане интересен вопрос ран&
них изменений в биоаминном обеспечении кожных
структур в области точки акупунктуры (ТА), возника&
ющих при лазеропунктуре. Лазеропунктура является
одним из актуальных методов лечения в современ&
ной восстановительной медицине. Данный метод
воздействия характеризуется высокой клинической
эффективностью, неинвазивностью, быстротой, без&
болезненностью и асептичностью.

Целью настоящего исследования является выяв&
ление динамики содержания гистамина в коже крыс
в области различных ТА при воздействии лазеропун&
ктурой.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В работе были использованы половозрелые сам&
цы белых беспородных крыс, которым проводили ла&
зеропунктуру низкоинтенсивным лазерным аппара&
том «Креолка». ЛП проводилась в симметричные ТА
меридиана толстого кишечника LI 11 (№=10), в ТА GV
14 заднесрединного меридиана (№=10), а также в
зоны, находящиеся рядом с ТА (№=5), в течение 30’’
и 90’’ (№=10), что соответствует возбуждающему и
тормозному методам воздействия. Обе точки обла&
дают высокой клинической эффективностью [3]. Ку&
сочки кожи размером 0,5 см2 после определения
локализации ТА с помощью прибора “Элитерис” бра&

ВЛИЯНИЕ ЛАЗЕРНОЙ ТЕРАПИИ НА ДИНАМИКУ ГИСТАМИНА
КОЖИ В ОБЛАСТИ АКУПУНКТУРНЫХ ТОЧЕК

ГУРЬЯНОВА Е.А., ЛЮБОВЦЕВА Л.А., ЛЮБОВЦЕВА Е.В., ЛЮБОВЦЕВ В.Б.
Чувашский государственный университет  им. И.Н. Ульянова, г. Чебоксары, Россия

ли в зонах ТА, ЛП проводили после предваритель&
ной маркировки. Исследуемый материал извлекали
в глубокой стадии эфирного наркоза через 15 мин.,
через час и через сутки после процедуры. Криостат&
ные срезы обрабатывали люминесцентно&гистохи&
мическим методом Кросса [4]. Полученные препа&
раты рассматривали под люминесцентным микро&
скопом ЛЮМАМ&4. Метод спектрофлуориметрии
использовали для количественного выражения уров&
ней гистамина в тканевых структурах кожи. Показа&
ния снимали с табло усилителя в условных едини&
цах. Статистическую обработку данных проводили с
помощью персонального компьютера «Pentium» с
использованием стандартного пакета программ.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

В предыдущих исследованиях было показано, что
морфологическим субстратом, создающим био&
аминное обеспечение кожи крыс в области как ТА,
так и близлежащих участков, являются эпителий, туч&
ные клетки (ТК), волосяные фолликулы, эластичес&
кие волокна сетчатого слоя, ядра фибробластов [5].
Цитоспектрофлуориметрия срезов кожи крыс  в об&
ласти исследованных ТА показала, что среди выше&
перечисленных структур кожи наибольшее содержа&
ние гистамина демонстрируют ТК гиподермы и эла&
стические волокна сетчатого слоя дермы, несколь&
ко меньше – эпителий, еще меньше – фибробласты
сосочкового слоя дермы и гиподерма.

Так, в эпителии ТА LI 11 исходно уровень Г состав&
лял 12,7±0,6 у.е., в фибробластах сосочкового слоя
– 7,9±0,3 у.е, в эластических волокнах сетчатого слоя
дермы – 16,8±0,4 у.е., в гиподерме – 8±0,4 у.е., в ТК
гиподермы – 17±0,8 у.е. (табл. 1). Следует отметить,
что исходное содержание гистамина в структурах
кожи в области дорзальной ТА GV 14 было достовер&
но выше, чем в дистальной ТА LI 11. Срезы кожи вне
ТА характеризовались меньшим содержанием ис&
следуемого трансмиттера в эпителии, эластических
волокнах по сравнению с уровнем Г в ТА (p < 0,05).

Было установлено, что ЛП не вызывает визуаль&
ных изменений люминесцентной картины кожи. Од&
нако на фоне ЛП содержание Г в структурах кожи в
области ТА LI 11 повысилось, причем в эпителии,
сосочковом слое и гиподерме статистически досто&
верно, p<0,05.

Исследования продемонстрировали, что динами&
ка повышения содержания Г в структурах кожи ТА LI
11 в ответ на 30’’ воздействие лазером была различ&
ной. Так, в эпителии, фибробластах сосочкового слоя
произошло увеличение содержания Г в 1,34 и 1,39
раза соответственно (р<0,05), в ТК – в 1,28 раза, а
более всего в гиподерме – в 1,5 раза (p<0,05).


