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Резюме

Определена реципрокность в содержании гидроперекисей (ГП), йодного числа общих липидов (ОЛ) печени in 
vivo при введении пилокарпина, атропина на фоне холодовой нагрузки. Оценена способность липидов микросом 
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печени к перекисному (свободнорадикальному) окислению (ПОЛ) в присутствии пилокарпина, атропина при ин-
дуцировании неферментативных (аскорбатзависимых), ферментативных (NADP • H-зависимых) механизмов ПОЛ 
in vitro.

Сопоставление окисления липидов печени in vitro, in vivo приводит к выводу – обьяснить разнонаправленность 
ПОЛ липидов печени только химическим строением фармакологических агентов пилокарпин, атропин не пред-
ставляется возможным.

Ключевые слова: продукты ПОЛ, метиловые эфиры жирных кислот, пилокарпин, атропин.

v.I. Tikchanov

COMPARISON OF LIPID PEROXIDATION OF LIvER MICROSOMES IN vITRO IN THE PRESENCE 
OF PILOCARPINE, ATROPINE WITH THE CONTENTS LIPID PEROXIDATION OF LIvER IN vIvO AT 

ADMINISTRATION OF MUSCARINIC SENSITIvE CHOLINERGIC MIMETIC, LITIC AT COLD EXPOSURE

Amur State Medical Academy, Blagoveshchensk

Summary

The author defined reciprocity in hydroperoxide, iodine value of total lipids of the liver in vivo at pilocarpine, atropine 
administration at cold exposure. The ability of lipid peroxidation in liver microsomes (free radical) oxidation in the presence 
of pilocarpine, atropine while inducing non-enzymatic (ascorbate-dependent), enzyme (NADP • H-dependent) mechanisms 
of lipid peroxidation in vitro was assessed.

A comparison liver lipid oxidation in vitro, in vivo leads to the conclusion – it is impossible to explain omni directional 
liver lipid peroxidation only by the chemical structure of pharmacological agents, pilocarpine and atropine.

Key words: products of lipid peroxidation, fatty acid methyl esters, pilocarpine, atropine.

Мускарино-чувствительные холинореактивные 
системы – ключевое звено в работе холинергических 
механизмов биологической системы [7].

Возбуждение периферических мускарино-чув-
ствительных холинорецепторов (mAChRs) ткани пе-
чени эндогенным ацетилхолином (АЦХ) увеличивает 
содержание диеновых коньюгатов (ДК), малонового 
диальдегида (МДА), но снижает содержание гидро-
перекисей (ГП) ткани печени. Блокада перифериче-
ских mAChRs печени метацином приводит к противо-
положным результатам – на основании полученных 
фактов делается вывод о присутствии феномена реци-
прокности.

Для подтверждения полученных результатов целе-
сообразно введение фармакологических агентов, име-
ющих отличительную особенность от АЦХ, метацина 
[18], но оказывающих влияние на возбуждение и бло-
каду периферических mAChRs, в связи с этим прово-
дились исследования по введению животным пилокар-
пина, атропина на фоне холодовой нагрузки.

Цель исследования – оценить влияние прямого 
мускарино-чувствительного холиномиметика пило-
карпин и периферического, неселективного муска-
рино-чувствительного холинолитика атропин на со-
держание продуктов ПОЛ печени, метиловых эфиров 
жирных кислот (МЭЖК) С20 общих липидов печени 
(ОЛ), йодного числа ОЛ в период холодовой нагрузки, 
определить присутствие реципрокности и сопоставить 
полученные данные со способностью липидов микро-
сом печени окисляться в присутствии пилокарпин, 
атропина in vitro. 

Материалы и методы
Исследования проводились на белых, беспород-

ных крысах-самцах массой до 160-200 г. Животные 
содержались в стандартных условиях вивария. Вы-
бор экспериментальных животных основывался 
на задачах экспериментов, связанных с феноменом 
стресс [12]. 

Охлаждение животных проводилось в климатока-
мере при температурном режиме – 12 °С, на протяже-
нии 3 часов, в течение 5 дней [6].

Содержание ДК, ГП определяли во фракции ОЛ 
печени. ОЛ экстрагировали из гомогената печени ме-
тодом Фолча [3] и Блайя – Дайлера [13]. В основе ме-
тода определения ДК и ГП лежали методы, описанные 
Стальной И.Д. и Романовой Л.А [8, 11]. МДА опре-
деляли в водной фазе гомогената печени по реакции 
с 2-тиобарбитуровой кислотой [10]. Метилирование 
жирных кислот (ЖК) проводилось в ОЛ печени ме-
тодом описанным J.P. Carrelau, J.P. Dubaco [16]. Ме-
тиловые эфиры жирных кислот (МЭЖК) определяли 
методом газовой хроматографии на колонке ДВ – 23, 
для полярных соединений [14]. Режим прогрева колон-
ки подбирался с условием оптимального режима вы-
хода МЭЖК [19]. Фармакологический агент пилокар-
пин возбуждает периферические m1AChRs и m3AChRs 
[17]. В дозах до 10 мг/кг влияет и на пресинаптические 
m2AChRs, снижая выход эндогенного АЦХ с преси-
наптических образований [20]. Атропин – перифери-
ческий, неселективный антагонист mAChRs, в дозе до 
1 мг/кг блокирует работу периферических m1AChRs, 
m3AChRs и оказывает влияние на m2AChRs, увели-
чивая выход АЦХ с пресинаптических образований 
холинергических структур тканей [18]. Перечислен-
ные свойства фармакологических агентов позволяют 
использовать их в качестве агонистов и антагонистов 
периферических mAChRs для выяснения факта реци-
прокности [7].

Микросомы печени получали на основе техники 
выделения микросомальной фракции печени [2]. О 
снижении активности белка микросом печени судили, 
определяя активность каталазы микросом печени по 
цветной реакции перекиси водорода с молибдатом ам-
мония и последующего измерения цветного комплекса 
при длине волны 410 нм [5]. Изменение активности 
белка микросом печени производилось в стекле, тем-
пература в водяной бане создавалась +80 °С [15].
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Оценка содержания ненасыщенных связей в ОЛ 
печени производилась определением молекулярного 
йода (йодное число) вольтамперометрическим титро-
ванием с тиосульфитом натрия [9].

Статистическую обработку результатов проводили 
методом ANOVA с применением непараметрического 
дисперсионного анализа (W.H. Kruskal, W.A. Wals), 
парного критерия Манна – уитни (Mann – Whitney, 
U-test) Количественные значения представлены в виде 
медианы (Me), 5 и 95 – процентилей [1].

Результаты и обсуждение
После 3часов холодовой нагрузки отмечалось уве-

личение содержания ДК в ОЛ печени, на фоне сни-
жения содержания ГП и МДА [12]. После 5-го дня 
охлаждения животных увеличивалось содержание 
ТБК – активного продукта – МДА, на фоне снижения 
ДК и ГП (табл. 1).

Введение пилокарпина, атропина в течение 5-ти 
дней холодовой нагрузки приводило к реципрокности 
при определении ГП ОЛ печени (табл. 1). Пилокарпин 
снижал ГП на 17 % (табл. 1), а атропин вызывал про-
тивоположный эффект – увеличивал содержание ГП в 
1,15 раза (табл. 1). 

Пилокарпин увеличивал выраженность ДК, МДА 
на 91,6 % и 77,6 % (табл. 1), атропин снижал их до 
уровня групп животных контроль 2, соответственно 
(табл. 1). Присутствие реципрокности при оценке со-
держания ДК и МДА после введения животным атро-
пина не отмечаем (табл. 1).

Таблица 1
Диеновые коньюгаты, гидроперекиси общих липидов печени, 
малоновый диальдегид гомогената печени после 5-дневного 

охлаждения экспериментальных животных и введения 
пилокарпина, атропина

Показатели
Диеновые 

коньюгаты, 
нмоль/мг 
липида

Гидропере-
киси,  

нмоль/мг 
липида

Малоновый 
диальдегид, 

нмоль/мл 
гомогената

1-я группа – контроль 
1 (интактные), n=6

119,4
[105,8; 130,1]

5,525
[5,202; 5,713]

1,025
[0,903; 1,231]

2-я группа – контроль 
2 (холод), n=6

102,5
[83,6; 108,3]
Р2-1=0,0168

4,65
[4,18; 4,762]
Р2-1=0,00394

1,322
[1,216; 1,572]
Р2-1=0,00648

3-я группа – опыт 1 
(холод+пилокарпин 
10 мг/кг), n=6

196,4
[107,7;209,8]
Р3-1=0,00394
Р3-2=0,0003

3,979
[3,89;4,095]
Р3-1=0,0003
Р3-2=0,00394

2,348
[2,01; 2,473]
Р3-1=0,0004
Р3-2=0,00394

4-я группа – опыт 2 
(холод+атропин) 1 мг/
кг), n=6

107,8
[96,1; 128,1]
Р4-1=0,149*
Р4-2=0,0926*
Р4-3=0,0241

5,706
[5,608; 5,841]

Р4-1=0,0163
Р4-2=0,000572
Р4-3=0,00394

1,361
[1,306; 1,586]
Р4-1=0,00394
Р4-2=0,297*
Р4-3=0,00216

Примечание. Здесь и в таблицах 1, 2 при значке * значения р 
недостоверны. 

Таким образом, реципрокность отмечаем только в 
гидроперекисях ОЛ печени (табл. 1).

условием распространения ПОЛ является присут-
ствие двойных связей в ненасыщенных компонентах 
липидов тканей и приоритетность в этом отдаётся по-
линенасыщенным жирным кислотам С20 [4]. Оценивая 
йодное число, содержание МЭЖК С20 семейства ω-9, 
ω-6, ω-3 в ОЛ печени были получены результаты – вве-
дение пилокарпина, атропина экспериментальным жи-

вотным на фоне 5 дней охлаждения приводит к появле-
нию реципрокности только при оценке йодного числа 
ОЛ печени (табл. 2).

Таблица 2
Йодное число, метиловые эфиры жирных кислот С20 общих 

липидов печени после холодовой нагрузки и введения 
пилокарпина, атропина

Показа-
тели

1-я груп-
па – кон-
троль 1 

(интакт-
ные) (n=6)

2-я группа – 
контроль 
2 (холод) 

(n=6)

3-я груп-
па –  опыт 
1 (холод + 

пилокарпин 
10 мг/кг) 

(n=6)

4 группа – 
опыт 2 (холод 
+ атропин 1 
мг/кг) (n=6)

йодное число

мкмоль J/мг 
липида

9,315
[8,52; 

12,324]

4,706
[4,118; 
5,197]

Р2-1=0,00394

3,993
[3,847; 4,111]
Р3-1=0,000297
Р3-2=0,00394

10,912
[9,117; 12,108]

Р4-1=0,149*
Р4-2=0,00394
Р4-3=0,00216

метиловые эфиры жирных кислот С20

МЭЖК, се-
мейства ω-9 
C20:3 Δ 11, 
14, 17 –  
эйкозатри-
еновая ЖК 
(digomo-
γ-linolenic 
acid, 
DGLA) 
(мкг/мл го-
могената)

6155,6
[5906,2; 
6513,2]

5376,1
[5004,9; 
5806,2

Р2-1=0,00394

2406,1
[2201,2; 
3005,5]

Р3-1=0,00394
Р3-2=0,00216

2966,3
[2802,8; 
3305,2]

Р4-1=0,00394
Р4-2=0,00216
Р4-3=0,179*

МЭЖК, 
семейства 
ω-6 C20:4 
Δ 5, 8, 11, 
14 – эйкоза-
тетраеновая 
ЖК (Арахи) 
(мкг/мл го-
могената)

5,021
[4,724; 
5,627]

4,285
[3,807; 
4,629]

Р2-1=0,00394

0,414
[0,105; 1,112]
Р3-1=0,00394
Р3-2=0,00216

1,512
[0,107; 2,189]
Р3-1=0,00394
Р3-2=0,00216

Р4-3=0,004

МЭЖК, 
семейства 
ω-3 C20:5 Δ 5, 
8, 11, 14, 17 
эйкозапен-
таеновая 
ЖК (Эйко-
за) (мкг/мл 
гомогената)

77,112
[69,568; 
91,081]

115,1
[100,2; 
132,16]

Р2-1=0,00394

45,151
[38,962; 
58,182]

Р3-1=0,00216
Р3-2=0,0197

3,55
[1,608; 8,904]

Р3-1=0,0197
Р3-2=0,0001

Р4-3=0,00216

А в МЭЖК С20 семейства ω-9, ω-6, ω-3 реципрок-
ность не отмечена (табл. 2).

Полученные in vitro данные свидетельствуют, что 
пилокарпин, атропин в инкубационной среде при ин-
дуцировании ПОЛ микросом печени неферментатив-
ными (аскорбатзависимыми) механизмами усиливает 
окисление липидов микросом печени (табл. 3).

Индуцирование же ПОЛ микросом печени фер-
ментативными (NADP • H-зависимыми) механизмами 
приводит к противоположному эффекту – к уменьше-
нию окисления липидов микросом печени (табл. 3).

Тепловая инактивация белковых компонентов мем-
бран эндоплазматического ретикулума гепатоцитов в 
обоих механизмах индуцирования ПОЛ in vitro в при-
сутствии пилокарпина, атропина не вызывает измене-
ний направления окисления липидов микросом печени 
(табл. 3).

Окисление липидов пилокарпином, атропином in 
vitro, in vivo вызывают противоположные по направ-
лению эффекты.
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Таблица 3
Окислительная активность пилокарпина, атропина 

in vitro при индуцировании неферментативного 
(аскорбатзависимого), ферментативного (NADP • 

H-зависимого) механизмов окисления липидов микросом 
печени до и после тепловой обработки микросом

Показатели
Микросомы печени не 

подвергавшиеся  
тепловой обработке

Микросомы печени 
подвергавшиеся  

тепловой обработке
неферментативное (аскорбат-зависимое) окисление липидов

микросом печени
Мольная 
концентрация

пилокарпин 
10-4 М

атропин 
10-5 М

пилокарпин 
10-4 М

атропин 
10-5 М

Окислительная 
активность

-15,9 %
[-12,8; -18,8]

-6,9 %
[-4,2; -8,8]

-3,35 %
[ -1,1; -4,16]

-1,3 %
[-1,1; -1,4]

ферментативное (NADP • H-зависимое) окисление липидов
микросом печени

Мольная  
концентрация

пилокарпин 
10-4 М

атропин 
10-5 М

пилокарпин 
10-4 М

атропин 
10-5 М

Окислительная 
активность

+2,9 %
[+2,1; +3,7]

+11 %
[+10,8; 
+12,3]

+41,2 %
[+40,1; 
+42,8]

+36,7 %
[+23,6; 
+50,2]

Примечание. (-) – прооксидантный эффект, (+) – антиоксидант-
ный эффект. 

Эффекты окисления липидов пилокарпина in vivo 
по направлению совпадают с эффектами пилокарпина 
in vitro. Введение пилокарпина животным увеличи-
вает содержание ДК, МДА в ткани печени (табл. 2). 
Введение же животным атропина вызывает противо-
положный эффект – снижает выраженность ДК, МДА 
(табл. 2), но in vitro индуцирование неферментативных 
(аскорбатзависимых) механизмов окисления липидов 
микросом печени в присутствии атропина вызывает 
усиление окисления липидов. 

Необходимо отметить – пилокарпин in vivo умень-
шает содержание гидроперекисей, а атропин увели-
чивает их выраженность – отмечается реципрокность 
(табл. 2).

Такие же факты возникают и при сопоставлении 
результатов экспериментов in vivo с результатами экс-
периментов in vitro при активации ферментативных 
(NADP • H-зависимых) механизмов ПОЛ.

В стекле присутствие в инкубационной среде пило-
карпина, атропина приводит к уменьшению окисления 
липидов микросом печени (табл. 3), но in vivo пило-
карпин увеличивает выраженность ДК и МДА, а атро-
пин in vivo увеличивает содержание ГП в ОЛ печени.

Подобная противоположность в окислении липи-
дов печени не объясняется влиянием только химиче-

ских элементов, входящих в структуру фармакологи-
ческих агентов пилокарпин, атропин.

Подтверждением могут служить данные по окис-
лению липидов микросом в присутствии пилокарпина, 
атропина после тепловой обработки микросом печени. 
Тепловая инактивация активности белков мембран 
эндоплазматического ретикулума гепатоцитов не ме-
няет направление в окислении пилокарпина, атропина 
при индуцировании механизмов ПОЛ печени in vitro, 
а пилокарпин, атропин in vivo меняют направление в 
содержании продуктов ПОЛ печени и в этом предполо-
жительно участвуют белки плазматической мембраны 
гепатоцитов.

Фактом, подтверждающим влияние пилокарпина, 
атропина на ПОЛ печени через холинорецепторный 
аппарат плазматической мембраны гепатоцитов, яв-
ляется определение содержания молекулярного йода 
в общих липидах печени – при определении йодного 
числа в общих липидах печени отмечено присутствие 
реципрокности.

Выводы
1. В присутствии пилокарпина, атропина индуци-

рование ПОЛ неферментативными (аскорбатзависи-
мыми) механизмами усиливает окисление липидов 
микросом печени.

Активация ферментативных (NADP • H-зависимых) 
механизмов ПОЛ in vitro с присутствием пилокарпина, 
атропина в инкубационной среде уменьшает окисле-
ние липидов микросом печени.

2. Введение пилокарпина, атропина животным на 
фоне 5-дневной холодовой нагрузки вызывает проти-
воположные по направлению эффекты окисления ли-
пидов печени при сравнении с окислением липидов 
печени in vitro.

3. Реципрокность определена в гидроперекисях 
общих липидов печени – пилокарпин снижает, а атро-
пин увеличивает выраженность гидроперекисей. При 
определении содержания молекулярного йода в общих 
липидах печени отмечается появление реципрокности, 
связанной с введением животным пилокарпина и атро-
пина.

4. Тепловая инактивация белка эндоплазматическо-
го ретикулума печени не меняет направление в окис-
лительной активности пилокарпина, атропина in vitro. 
Пилокарпин и атропин in vivo действуют противопо-
ложно на содержание продуктов ПОЛ печени.
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СТРУКТУРНЫЕ ИЗМЕНЕНИЯ КОЖИ КОНЕЧНОСТЕЙ КРЫС  
ПРИ МЕСТНОМ ОХЛАЖДЕНИИ НА ФОНЕ ПРИМЕНЕНИЯ 

АНТИОКСИДАНТА
Амурская государственная медицинская академия,  

675000, ул. Горького, 95, тел./факс 8-(4162)-31-90-20, г. Благовещенск

Резюме

Установлено, что в дореактивный период, после местного действия холодового фактора на кожу, границы меж-
ду клетками нечеткие, ядра клеток базального и шиповатого слоев эпидермиса пикнотизированы, возникает стой-
кий спазм сосудов в сосочковом слое. В реактивный период, после действия низких температур, на границе между 
эпидермисом и сосочковым слоем наблюдаются процессы разволокнения, в сосудах дермы сохраняются явления 
стаза. При местном применении дигидрокверцетина в виде мази, как в дореактивный, так и в реактивный период 
холодовой травмы, роговые чешуйки приобретают более четкие границы, в сосудах дермы явление стаза незначи-
тельные. На основе морфологического, морфометрического и биохимического исследований доказана целесообраз-
ность использования препарата дигидрокверцетина при действии низких температур на кожу.

Ключевые слова: эпидермис, дерма, кератиноциты, локальное охлаждение кожи, дигидрокверцетин, перекис-
ное окисление липидов.

E.A. Maliuk, S.S. Tseluyko, N.P. Krasavina

STRUCTURAL CHANGES IN THE LIMBS SKIN IN RATS AT LOCAL  
COLD EXPOSURE DURING TREATMENT WITH ANTIOXIDANTS

Amur State Medical Academy, Blagoveshchensk

Summary

It was found out that in hypothermia period after topical cold exposure on the skin, boundaries between cells, cell nuclei 
of the basal layers of the epidermis and were changed. There was a strong spasm of blood vessels in the papillary layer. In 
reaction period, after the effect of low temperatures on the border between the epidermis and papillary layer, pulping pro-
cesses are observed, in the blood vessels of the dermis stasis was present. Topical application of dihydroquercetin ointment 
both in pre-reactive and reactive periods of cold injury, resulted in corneal scales becoming more clearly bordered, in the 
vessels of the dermis, stasis is mild. Based on morphological, morphometric and biochemical studies we proved the feasibil-
ity of dihydroquercetin application at cold exposure to the skin.

Key words: epidermis, dermis, keratinocytes, cold exposure to the skin, dihydroquercetin, lipid peroxidation.

Температура является важнейшим фактором 
окружающей среды, воздействующей на организм 
человека и животных. Действие низких температур 
на биологические объекты зависит от степени фило-
генетической зрелости организма и реализуется по-
средством различных механизмов в условиях in vitro 
и in vivo [9]. Как правило, в этом случае, имеют место 
два основных механизма повреждающего действия 
холода. Первый – это прямое криоповреждение, ког-
да низкая температура используется для консервации 
клеток, клеточных взвесей и тканей. Второе проявля-

ется при действии холодового фактора на организм в 
целом лишь при температуре ок ружающей среды ниже 
~30 °С и при этом, на открытых участках тела могут 
возникать отморожения, обусловленные повреждаю-
щим действием холода непосредственно на ткани [5]. 
Таким образом, местную холодовую травму следует 
рассматривать как острую ише мию (полную или не-
полную) с последующим развитием ранних и поздних 
постишемических расстройств [2].

Большинство клеток и органов способно противо-
стоять острой ишемической гипоксии в течение 30-


