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Аннотация. Исследовали изменения гепатоцитов половозрелых белых крыс-самцов Вистар после острого 
стресса, а также влияние предварительного введения неопиатного аналога лей-энкефалина (НАЛЭ: Phe – 
D-Ala – Gly – Phe – Leu – Arg) на выраженность постстрессорных изменений гепатоцитов. Моделирование 
острого стресса осуществляли иммобилизацией в антигравитационной позе в течение 1 часа. Пептид вводили 
в дозе 100 мкг/кг внутрибрюшинно за 60 мин. до иммобилизации. В отдельных сериях экспериментов живот-
ным также вводили неселективных блокатор NO-синтазы L-NAME (50 мг/кг). Состояние гепатоцитов оцени-
вали через 24 часа после экспериментального воздействия. У животных, подвергнутых стрессу, было выявлено 
выраженное достоверное возрастание количества гепатоцитов, экспрессирующих eNOS; при этом размер ядер, 
количество и суммарная площадь ядрышек не имели достоверных отличий от контроля. Предварительное введе-
ние НАЛЭ не влияло на постстрессорные изменения гепатоцитов. Предварительное введение НАЛЭ на фоне 
блокады NO-синтазы приводило к достоверному снижению количества ядрышек в ядрах гепатоцитов крыс, 
подвергнутых стрессу. Предположено, что постстрессорная стимуляция активности eNOS имеет компенсатор-
ное значение и препятствует угнетению нуклеолярного аппарата гепатоцитов животных, подвергнутых стрессу. 
После стрессорного воздействия на фоне блокады синтеза оксида азота выявляется снижение количества ядры-
шек в ядрах клеток, что свидетельствует об постстрессорном угнетении анаболической активности гепатоцитов. 
Однократное введение неопиатного аналога лей-энкефалина не оказывало существенного влияния на исследуе-
мые показатели гепатоцитов белых крыс.
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Abstract. The hepatocytes of mature albino male Wistar rats were studied after acute stress with preliminary 
administration of the non-opiate analogue of leu-enkephalin (NALE:  Phe – D-Ala – Gly – Phe – Leu – Arg). Acute 
stress was created by immobilization in an antigravity position (head down) for 1 hour. The peptide was administered at 
a dose of 100 μg/kg intraperitoneally 60 min before immobilization. In separate series of experiments, animals were also 
administered the non-selective NO synthase blocker L-NAME (50 mg/kg). The hepatocytes were investigated 24 hours 
after experimental exposure. In animals, exposed to stress, a signifi cant increase of proportion of hepatocytes, expressing 
eNOS was detected. The size of the nuclei, the number and total area of nucleoli did not diff er signifi cantly from 
the control. Preliminary administration of NALE did not infl uenced post-stress changes of hepatocytes. Preliminary 
administration of NALE with L-NAME induced a signifi cant decrease in the number of nucleoli in the hepatocytes’ 
nuclei of rats exposed to stress. Post-stress stimulation of eNOS activityis assumed to be compensatory and prevented 
inhibition of the hepatocytes’ nucleolar apparatus of animals, exposed to stress. After stress exposure with blockade 
of nitric oxide synthesis, a decrease of the nucleoli number in the cell nuclei was revealed. Thus, it was post-stress 
inhibition of the anabolic activity of hepatocytes. A single administration of a non-opiate analogue of leu-enkephalin did 
not have a statistically signifi cant eff ect on the studied parameters of hepatocytes of albino rats.
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Печень является одним из органов-мишеней при 
стрессорных воздействиях. Экстремальные факторы 
способны привести к ишемизации печени из-за цен-
трализации кровотока, к развитию в печени иммунно-
воспалительного процесса [1]. На клеточном уровне 
повреждающие факторы различной природы вызы-
вают стресс биогенеза рибосом, что отражается на 
состоянии нуклеолярного аппарата гепатоцитов: 
наблюдается уменьшение среднего количества ядры-
шек в ядре, конденсация ядрышек [2]. Это опреде-
ляет важность поисков эффективных средств защиты 
печени от постстрессорных повреждений. 

В литературе описано успешное применение в 
качестве гепатопротективных средств при экспери-
ментальном стрессорном воздействии биологически 
активных пептидов – пептида глицин-гистидин-лизин 
[3] и гептапептида селанк [4]. В ранее проведенных 
в нашей лаборатории исследованиях, была показана 
эффективность пептида Phe – D-Ala – Gly – Phe – Leu 

– Arg (неопиатного аналога лей-энкефалина – НАЛЭ), 
как цитопротективного антиоксидантного средства 
для гепатоцитов новорожденных белых крыс, пере-
несших внутриутробную гипоксию [5]. 

Целью настоящего исследования было проана-
лизировать постстрессорные изменения гепатоцитов 
половозрелых белых крыс после острого иммобили-
зационно-ортостатического стресса, а также влияние 
предварительного введения пептида НАЛЭ на выра-
женность постстрессорных изменений гепатоцитов.

Материалы и методы
В работе использовали половозрелых 3-месячных 

самцов белых крыс Wistar массой 300-350 г. Живот-
ных содержании в условиях вивария ФГБОУ ВО 
ДВГМУ Минздрава России при естественном режиме 
освещения и питании стандартным гранулирован-
ным кормом для лабораторных грызунов. Доступ к 
пище и воде был ad libitum. Эксперимент проведен 
в рамках выполнения планового диссертационного 
исследования, на исследование получено разрешение 
локального Этического комитета (протокол № 3 от 
16.04.2020).

Моделирование острого стресса осуществляли 
следующим образом: животных подвергали иммо-
билизационному воздействию в пеналах-рестрейне-
рах в течение 1 часа. Известно, что гипокинезия, как 
стрессовый фактор, приводит к дисбалансу генерации
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активных форм кислорода (АФК) в гепатоцитах [6]. 
Для усиления выраженности органного окислитель-
ного стресса, иммобилизация осуществлялась в анти-
гравитационной позе (вниз головой). Подобное поло-
жение в пространстве является неестественным для 
грызунов и приводит к ортостатическому наруше-
нию кровоснабжения печени. Ишемия-реперфузия 
печени является фактором, усиливающим дисбаланс в 
системе «АФК – факторы антиоксидантной защиты». 

Формировали следующие экспериментальные 
группы:

- группа «Контроль» – интактные животные;
- группа «Стресс» – животных подвергали одно-

кратному внутрибрюшинному введению изотониче-
ского раствора хлорида натрия (0,1 мл) и 60-минутной 
иммобилизации в антигравитационной позе;

- группа «НАЛЭ+стресс» – животных подвергали 
однократному внутрибрюшинному введению пептида 
НАЛЭ в дозе 100 мкг/кг и 60-минутной иммобилиза-
ции в антигравитационной позе;

- группа «НАЛЭ+L-NAME+стресс» – животных 
подвергали однократному внутрибрюшинному вве-
дению пептида НАЛЭ (100 мкг/кг) и неселективного 
ингибитора NO-синтазы L-NAME (50 мг/кг) c после-
дующей 60-минутной иммобилизацией в антигравита-
ционной позе;

- группа «НАЛЭ» – животных подвергали одно-
кратному внутрибрюшинному введению пептида 
НАЛЭ в дозе 100 мкг/кг;

- группа «L-NAME» – животных подвергали одно-
кратному внутрибрюшинному введению неселектив-
ного ингибитора NO-синтазы L-NAME в дозе 50 мг/
кг;

- группа «НАЛЭ+L-NAME» – животных подвер-
гали однократному внутрибрюшинному введению 
пептида НАЛЭ (100 мкг/кг) c неселективным ингиби-
тором NO-синтазы L-NAME (50 мг/кг).

Интервал времени между введением растворов и 
стрессовым воздействием составил 1 час. Выведение 
животных из эксперимента осуществляли через 24 
часа после завершения экспериментального воздей-
ствия путем быстрой декапитации под рауш-наркозом 
парами хлороформа. Извлекали правую центральную 
долю печени [7], фиксировали ее в 10 % нейтральном 
формалине и подвергали гистологической обработке 
(обезвоживание ткани в батарее спиртов, заливку в 
гистологический парафин, приготовление срезов тол-
щиной 5 мкм на санном микротоме). 

Иммуногистохимическое исследование включало 
выявление гепатоцитов, меченых кроличьими поли-
клональными антителами к эндотелиальной NO-син-
тазе eNOS (Affi  nity Biosciences, China). Для иммуноги-
стохимического окрашивания срезов толщиной 3 мкм 
использовали набор Novolink TM Polymer Detection 
System («Leica Biosystems», UK) в соответствии с 
протоколом производителя. На световом микро-
скопе Микмед-6 (АО «ЛОМО», Россия) при увели-
чении 10×100 проводили подсчет доли гепатоцитов,

имеющих коричневое цитоплазматическое окрашива-
ние, при анализе не менее 1 000 клеток (рис. 1).

Рис. 1. Иммуногистохимическое исследование на экспрессию 
eNOS (увеличение 15×100)

Для оценки состояния нуклео-нуклеолярного аппа-
рата гепатоцитов, гистологические срезы окрашивали 
нитратом серебра по методике AgNOR в модификации 
Коржевского Д.Э. [8] (рис. 2). При световой микро-
скопии на микроскопе Микмед-6 (АО «ЛОМО», Рос-
сия) проводили подсчет количества ядрышек в ядрах 
гепатоцитов на основании оценки не менее 200 клеток. 
Морфометрию осуществляли с помощью компьютер-
ного анализатора изображений МЕКОС-Ц: оценивали 
площадь ядра гепатоцита и суммарную площадь ядры-
шек в ядре клетки на основании измерения не менее 
50 гепатоцитов, в не менее чем 10 полях зрения в каж-
дом препарате. Морфометрические исследования про-
водили в периферической зоне печеночных долек.

Рис. 2. Окраска гепатоцитов по методу AgNOR (увеличение 
15×100)

Статистическую обработку полученных экспери-
ментальных данных осуществляли в программе 
«Statistica 6.0». Значимость отличий между экспери-
ментальными группами определяли при расчете непа-
раметрического критерия Манна-Уитни и выражали 
результаты в виде Me (Q1;Q3). Различия между груп-
пами считали статистически достоверными при р≤0,05. 
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Результаты и обсуждение
Одночасовая иммобилизация в антигравитацион-

ной позе приводила к достоверному, значительному (в 
1,97 раза) возрастанию доли гепатоцитов, экспресси-
рующих эндотелиальную NO-синтазу, у исследуемых 
животных (рис. 3). При этом, в гепатоцитах половоз-
релых самцов белых крыс группы «Стресс» не было 
зарегистрировано статистически значимых измене-
ний размеров ядер, суммарной площади ядрышек, 
среднего количества ядрышек (табл. 1). Вместе с тем, 
следует отметить существенное уменьшение среднего 
арифметического показателя суммарной площади 
ядрышек в ядрах гепатоцитов на 27,2 %, по сравнению 
с контрольным параметром. 

Таблица 1 – Показатели нуклео-нуклеолярного аппарата 
гепатоцитов белых крыс, исследуемых групп (Me [Q1; Q3])

Площадь ядра 
(мкм2)

Суммарная 
площадь 
ядрышек

(мкм2)

Количество    
ядрышек

Контроль 35,02 [34,33; 43,01] 6,05 [3,51; 6,76] 2,09 
[2,04; 2,13]

Стресс 37,96 [36,57; 40,57]
*р=0,72

4,19 [3,35; 4,33]
*р=0,27

1,86 
[1,81; 1,95]

*р=0,21

НАЛЭ + 
стресс

36,46 [34,13; 44,68]
*р=0,86
#р=1,0

4,66 [4,31; 5,44]
*р=0,65
#р=0,12

1,94 
[1,89; 2,11]
*р=0,65
#р=0,27

НАЛЭ + 
L-NAME + 
стресс

38,15 [25,78; 45,5]
*р=0,93
#р=0,93
$р=0,94

3,62 [2,76; 4,48]
*р=0,12
#р=0,51
$р=0,09

1,47 
[1,37; 1,61]

*р=0,02
#р=0,008
$р=0,005

НАЛЭ 32,36 [31,83; 35,37]
*р=0,21

4,77 [3,63; 6,55]
*р=1,0

1,71
[1,6; 1,73]
*р=0,14

L-NAME 39,66 [39,13; 43,36]
*р=0,30

3,73 [3,62; 4,17]
*р=0,40

1,82 
[1,76; 1,84]

*р=0,17

НАЛЭ + 
L-NAME

37,12 [35,01; 43,03]
*р=0,78

4,08 [3,93; 4,73]
*р=0,52

2,28 
[2,22; 2,59]
*р=0,12

Примечание. * – отличия от группы «Контроль», # – отличия от 
группы «Стресс», $ – отличия от группы «НАЛЭ+стресс».

Рис. 3. Доля (%) гепатоцитов, экспрессирующих эндотелиальную 
NO-синтазу, у белых крыс исследуемых групп

Примечание. * – отличия достоверны (p<0,05) по отношению к 
группе «Контроль».

Введение за 1 час до стрессового воздействия 
пептида НАЛЭ (группа «НАЛЭ+стресс») не оказало 
влияние на постстрессорное состояние гепатоцитов. 

Как и в группе «Стресс», не регистрировалось стати-
стически значимых изменений нуклео-нуклеолярного 
аппарата клеток по сравнению с контролем (табл. 1) 
и наблюдалось достоверное возрастание доли eNOS+ 
гепатоцитов по отношению к контрольному показа-
телю (рис. 3). При этом, суммарная площадь ядрышек 
была на 23,2 % больше, а количество eNOS+ гепатоци-
тов в 1,2 раза меньше, чем в группе «Стресс». Однако, 
различия параметров между группами «Стресс» 
и «НАЛЭ+стресс» не были статистически досто-
верны.

У животных, подвергнутых стрессу, а также вве-
дению пептида НАЛЭ вместе с неселективным 
ингибитором NO-синтазы, через 24 часа не было 
зарегистрировано изменений площади ядер гепатоци-
тов. Суммарная площадь ядрышек у животных этой 
группы была на 32,8 % меньше контрольного пара-
метра (p>0,05). При этом, мы регистрировали досто-
верное уменьшение среднего количества ядрышек на 
25,8 %. Этот эффект был также достоверен по отно-
шению к группам «Стресс» и «НАЛЭ+стресс». При 
анализе количества eNOS+гепатоцитов, наблюдалось 
достоверное, по отношению к контролю, повышение 
показателя в 1,82 раза. 

Введение пептида НАЛЭ, введение ингибитора 
NO-синтазы, а также их комбинированное введение 
животным, не подвергаемым стрессовому воздей-
ствию, не приводило к каким-либо изменениям иссле-
дуемых параметров. 

Ядрышки клеток вовлечены в регуляцию важней-
ших клеточных процессов, включая пролиферацию, 
дифференцировку, апоптоз и ответ на клеточный 
стресс. При действии патологических факторов проис-
ходят морфологические изменения ядрышек (умень-
шение размеров и количества ядрышек в гепатоци-
тах), которые определяются как нуклеолярный стресс 
[2]. Эти изменения свидетельствуют о снижении 
белок-синтетической активности гепатоцитов после 
перенесенного стресса. В работе Solin A.V., Lyashev 
Yu.D. [9], было показано, что изменения в нуклеолах 
гепатоцитов зависят от стресс-устойчивости живот-
ных. Ядрышки считаются наиболее чувствительным 
к повреждающим воздействиям элементом клетки. 
Вместе с тем, в данном исследовании мы выявили 
лишь минимальные изменения нуклео-нуклеолярного 
аппарата гепатоцитов у животных после острого ком-
бинированного стрессового воздействия. При этом, 
во всех экспериментальных группах, подвергнутых 
стрессу («Стресс», «НАЛЭ+стресс», «НАЛЭ+L-
NAME+стресс») было зарегистрировано значительное 
возрастание количества гепатоцитов, экспрессирую-
щих eNOS.

В литературе описано повышение экспрессии 
eNOS в гепатоцитах после стресса различной при-
роды. Показано повышение экспрессии eNOS в печени 
у крыс после кратковременных сеансов бега [10]. Счи-
тают, что гиперэкспрессия eNOS может обеспечивать 
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адаптацию гепатоцитов к физической нагрузке за 
счет улучшения митохондриальной функции [11, 12]. 
Оксид азота, продуцируемый eNOS, является важным 
регулятором кровоснабжения печени. Соответственно, 
усиленное образование NO может быть компенсатор-
ной реакцией при ишемически-реперфузионных нару-
шениях печени у животных, перенесших иммобилиза-
цию в антигравитационной позе. 

eNOS играет ключевую роль в индукции входа 
гепатоцитов в клеточный цикл после частичной гепа-
тэктомии [13], ингибирование NOS снижает про-
лиферативную активность гепатоцитов [14]. eNOS 
вовлечена в стимулирующее влияние эпидермального 
фактора роста на пролиферацию гепатоцитов [13]. 
Следовательно, можно ожидать значимое влияние 
активности eNOS на анаболические процессы в гепа-
тоцитах. Известно, что количество и размеры ядрышек 
являются важнейшими показателями анаболической 
белок-синтетической активности клеток. Кроме того, 
показано, что активированная eNOS (phospho-eNOS 
Ser-1176) селективно ассоциирована с ядрышками в 
культуре клеток глиомы крыс [15]. Все это позволяет 
предположить, что активация экспрессии eNOS в 
гепатоцитах после стрессорного воздействия является 
компенсаторным механизмом, препятствующим пост-
стрессорному подавлению анаболической активности 
гепатоцитов и изменению показателей нуклеолярного 
аппарата. 

Эту гипотезу подтверждают полученные нами 
показатели количества ядрышек в ядрах гепатоци-
тов животных группы «НАЛЭ+L-NAME+стресс». 

Комбинированное введение пептида НАЛЭ с несе-
лективным ингибитором образования NO за 1 час до 
стрессорного воздействия приводит достоверному 
снижению количества ядрышек в ядрах гепатоцитов 
по отношению к группам «Контроль», «Стресс» и 
«НАЛЭ+стресс». Таким образом, блокада образования 
оксида азота при стрессе выявляет постстрессорное 
угнетение ядрышкового аппарата гепатоцитов.

При этом, введение за 1 час до стресса одного пеп-
тида НАЛЭ оказывает лишь небольшое воздействие 
на постстрессорные изменения гепатоцитов: было 
выявлено некоторое снижение экспрессии eNOS, тен-
денция к уровню контрольных показателей исследуе-
мых параметров нуклео-нуклеолярного аппарата. Но 
эти изменения не были статистически достоверны. 
Введение НАЛЭ на интактном фоне также достоверно 
не изменяло исследуемых показателей гепатоцитов.

Острый иммобилизационно-ортостатический 
стресс приводит к выраженной стимуляции эндо-
телиальной NO-синтазы в гепатоцитах белых крыс. 
Эффект имеет компенсаторно-адаптивное значение 
и препятствует постстрессорным изменениям нуклео-
нуклеолярного аппарата гепатоцитов. После стрес-
сорного воздействия на фоне блокады синтеза оксида 
азота выявляется снижение количества ядрышек 
в ядрах клеток, что свидетельствует об постстрессор-
ном угнетении анаболической активности гепатоци-
тов. Однократное введение неопиатного аналога лей-
энкефалина не оказывало существенного влияния на 
исследуемые показатели гепатоцитов белых крыс.
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