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РЕЗЮМЕ

Проведены исследования по определению три-
плетной формы кислорода в гомогенате печени,
определена его способность продуцировать актив-
ные формы кислорода in vitro при введении лабо-
раторным животным на фоне кратковременной
холодовой нагрузки неостигмина (прозерин), накап-
ливающего в тканях эндогенный ацетилхолин ан-
тихолинэстеразными механизмами. Полученные
данные сопоставлялись с результатами экспери-
ментов определения триплетной формы кислорода
в гомогенате печени, его способностью продуциро-
вать активные формы кислорода in vitro при вве-
дении в ткань печени экзогенного ацетилхолина in
situ. Установлено, что кратковременная холодовая
нагрузка увеличивает содержание триплетной
формы кислорода в ткани печени животных и уве-
личивает способность гомогената печени продуци-
ровать активные формы кислорода. Введение
неостигмина увеличивает только способность гомо-
гената печени продуцировать активные формы
кислорода, подтверждением этому служит и изме-
нение экстинкции раствора, содержащего тетранит-
ротетразолиевый синий инкубационной среды.
Экзогенное введение ацетилхолина в ткань печени
в молярной концентрации 1,1×10-4 М увеличивает
содержание триплетной формы кислорода, уве-
личивает способность гомогената печени продуци-
ровать активные формы кислорода, что
подтверждается увеличением восстановления тет-
ранитротетразолиевого синего в инкубационной
среде.

Ключевые слова: холодовой стресс, печень, не-
остигмин (прозерин), ацетилхолин, триплетная форма
кислорода, активные формы кислорода.
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The studies to identify the triplet oxygen species in
liver homogenate were done; its ability to produce the
reactive oxygen species in vitro under introduction to
laboratory animals against short-term cold pressure of
neostigmine which accumulates in the tissues endogen
acetylcholine by anticholinesterase mechanisms. The
obtained data were compared with the results of exper-
iments of identifying triplet oxygen species in liver ho-
mogenate, its ability to produce reactive oxygen species
in vitro under introduction into the liver tissue of
acetylcholine in situ. It was found out that short-term
cold pressure increases the concentration of triplet oxy-
gen species in liver tissue of animals and increases the
ability of liver homogenate to produce reactive oxygen
species. The introduction of neostigmine increases only
the ability of liver homogenate to produce reactive oxy-
gen species, which is proved by the changes of extinc-
tion of the solution containing tetranitrotetrazolium
blue of incubation medium. The exogenic introduction
of acetylcholine in the tissue of the liver in the molar
concentration of 1.1×10-4 М increases the concentration
of the triplet oxygen species, improves the ability of
liver homogenate to produce reactive oxygen species,
which is proved by the restoration of tetranitrotetra-
zolium blue in the incubation medium.

Key words: cold stress, liver, neostigmine (proserine),
acetylcholine, triplet oxygen, reactive oxygen species.

Нахождение триплетной формы кислорода (моле-
кулярный кислород) в тканевой среде печени обуслов-
ливает его присутствие при аллильных, бис-аллильных
углеродных атомах алифатических цепочек монокар-
боновых (жирных) кислот [12, 15].

Двойные связи атомов углерода создают условия
для внедрения кислорода в структуру монокарбоновых
(жирных) кислот ферментативными и неферментатив-
ными механизмами с последующим развитием фено-
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мена перекисного (свободнорадикального) окисления
липидов [9, 13].

В предыдущих исследованиях нами были получены
факты, свидетельствующие о том, что непрямой мус-
карино- и никотино- чувствительный холиномиметик
неостигмин (прозерин) на фоне кратковременной хо-
лодовой нагрузки способен влиять на содержание три-
плетной формы кислорода в гомогенате печени и
вызывать изменения в содержании активных форм кис-
лорода [5], но вопросы, связанные с определением его
активной и триплетной форм при экзогенном введении
в ткань печени ацетилхолина in situ не затрагивались,
в связи с чем и опубликовываются полученные данные.

Материалы и методы исследования

Работа выполнялась на крысах-самцах массой 150-
200 г. Животные содержались в стандартных условиях
вивария с соблюдением режима кормления, тепла, без
ограничения доступа к питьевой воде.

Протокол экспериментальной части исследования
на этапах содержания животных, моделирования пато-
логических процессов и выведения их из опыта соот-
ветствовал принципам биологической этики,
изложенным в Международных рекомендациях по про-
ведению медико-биологических исследований с ис-
пользованием животных (1985), Европейской
конвенции о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов или в иных научных целях
(Страсбург, 1986), Приказе МЗ СССР №755 от
12.08.1977 г. «О мерах по дальнейшему совершенство-
ванию организационных форм работы с использова-
нием экспериментальных животных», Приказе МЗ РФ
№267 от 19.06.2003 г. «Об утверждении правил лабо-
раторной практики». Исследование одобрено этиче-
ским комитетом Амурской государственной
медицинской академии. 

Охлаждение животных проводили в климатокамере
в течение 3 часов, при температуре -12ºС. За 30 минут
до охлаждения животным вводили неостигмин (прозе-
рин) в дозе 0,2 мг/кг веса. Критерием выбора фарма-
кологического агента служит факт накопления
эндогенного ацетилхолина, вызываемого антихолинэ-
стеразными механизмами и возможность вызывать
только периферические холиномиметические эффекты.
О возбуждении периферических никотино- и мускари-
ночувствительных ацетилхолинореактивных структур
неостигмином свидетельствовали единичные сокраще-
ния скелетной мускулатуры и обильная саливация экс-
периментальных животных [1, 5].

Техникой канюлирования одной из брыжеечных ар-
терий кишечника животных и выходом на портальный
венозный синус печени добивались прохождения через
сосуды раствора, содержащего ацетилхолин молярной
концентрации 1,1×10–4 М. Последняя соответствует
дозе неостигмина, вызывающей по визуальным при-
знакам накопление эндогенного ацетилхолина [1, 6].

После завершения исследований животным прово-
дилась декапитация с соблюдением требований гуман-
ности согласно Приложению №4 «Порядок проведения

эвтаназии (умерщвления животного)» к Правилам про-
ведения работ с использованием экспериментальных
животных (приложение к Приказу МЗ СССР №755 от
12.08.1977 г.).

После вскрытия брюшной и грудной полостей из-
влекали печень, взвешивали, измельчали и обрабаты-
вали в гомогенизаторе Даунса с использованием
аминометанового буфера в соотношении 1:3 для при-
готовления гомогената [2].

При определении триплетной формы кислорода, в
жидкую фазу электролизёра, содержащую 0,05 М рас-
твор аминометанового буфера (pН=7,4) добавляли 1 мл
гомогената печени, приготовленного на основе трис-
буфера в соотношении 1:3 [2]. Учитывая, что трипле-
тная форма кислорода электронейтральна [4], по сте-
пени нарастания сопротивления на основном
электроде электролизёра судили о количественном со-
держании этой формы кислорода в гомогенате печени
[7].

В электролизной ячейке определялась и способ-
ность гомогената печени продуцировать активные
формы кислорода. Используя феномен ферментатив-
ного переноса электрона на молекулу кислорода окси-
доредуктазами и формирования супероксидного
аниона (О2

•-) [3] с дальнейшим образованием гидро-
ксильных радикалов (НО•), реакциями Хабера-Вейса и
Фентона определяли способность гомогената печени
продуцировать активные формы кислорода. В ячейку
помещали 0,1 М раствор глюкозооксидазы с поддержа-
нием температуры среды в инкубационной среде 37ºС.
По изменению величины тока на выходе электролити-
ческой ячейки определяли способность гомогената
печени продуцировать активные формы кислорода.

В качестве контроля за продукцией активных форм
кислорода гомогенатом печени использовали опреде-
ление оптической плотности 0,002% раствора тетра-
нитротетразолиевого синего (ТНТС), при длине волны
560 нм [3, 8, 13]. Изменение экстинкции инкубацион-
ного раствора, содержащего гомогенат печени и ТНТС,
свидетельствовало о формировании активных форм
кислорода.

Статистическую обработку результатов проводили
методом ANOVA с применением непараметрического
дисперсионного анализа (W.H.Kruskal, W.A.Wallis),
парного критерия Манна-Уитни (Mann-Whitney U-test)
Количественные значения представлены в виде ме-
дианы (Me) и интерквартильного интервала (Q1 и Q3),
где Q1 – 5 перцентиль,Q3 – 95 перцентиль.

Результаты исследования и их обсуждение

Полученные в эксперименте и опубликованные
ранее данные [5] о содержании триплетной формы кис-
лорода в гомогенате печени после трехчасовой холодо-
вой нагрузки у животных свидетельствуют о
увеличении его содержания на 5,7% (табл. 1). Так, если
у интактных крыс 1 группы (контроль1) триплетная
форма кислорода определялась на уровне 349 (от 328,6
до 376,7) мкмоль/мл гомогената, то у животных 2
группы (контроль2), к которым применяли холодовое
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воздействие, показатели оценивались в 369,5 ( от 365,1
до 411,6) мкмоль/мл гомогената. Введение неостиг-
мина на фоне холодового воздействия животным 3

группы (опыт) приводило к снижению содержания
кислорода на 7,7% при сравнении результатов с груп-
пой контроль2 (табл. 1). 

Таблица 1
Триплетная форма кислорода в гомогенате печени экспериментальных животных

Показатель 1 группа – контроль1
(интактные)

2 группа – контроль2
(холод)

3 группа – опыт
(холод+прозерин)

Триплетная форма кислорода,
мкмоль O2/мл гомогената

349,3
[328,6; 376,7]

369,5 [365,1; 411,6]
р2-1=0,00145

343,0 [328,4; 376,6]
р3-1=0,00117; р3-2>0,05

Количество проб n=6 n=6 n=6

В качестве рабочей гипотезы мы высказывали пред-
положение о возможном влиянии возникающего после
введения антихолинэстеразных средств бронхоспазма
[1] на изменение содержания кислорода в гомогенате
печени [5, 10, 11, 14].

Определяя триплетную форму кислорода в гомоге-
нате печени, мы также затрагивали вопрос о способно-

сти последнего продуцировать активные формы кис-
лорода при введении неостигмина  и кратковременном
охлаждении экспериментальных животных. Холодовая
нагрузка и введение животным неостигмина увеличи-
вает способность гомогената печени продуцировать ак-
тивные формы кислорода на 13 и 6%, соответственно
(табл. 2).

Таблица 2 
Активные формы кислорода в гомогенате печени экспериментальных животных

Показатель 1 группа – контроль1
(интактные)

2 группа – контроль2
(холод)

3 группа – опыт
(холод+прозерин)

Активные формы кислорода,
10-6 Амп/мл гомогената 8,68 [8,2; 9,48] 9,81 [9,38; 10,35]

р2-1=0,036
10,41 [10,12; 10,61]

р3-1=0,0001; р3-2=0,0403

Количество проб n=6 n=6 n=6

Изменение оптической плотности раствора, содер-
жащего 0,002% раствор ТНТС в инкубационной среде
совместно с гомогенатом печени мы трактуем как оп-
тический контроль за формированием активных форм
кислорода ткани печени (табл. 3). Экспериментальные
данные свидетельствуют: добавление в инкубацион-

ную среду с содержанием ТНТС гомогената печени
животных, подвергавшихся только холодовой нагрузке,
и гомогената печени крыс, которым вводили неостиг-
мин на фоне холодового воздействия, увеличивает вос-
становление ТНТС на 167,0 и 7,5%, соответственно
(табл. 3).

Таблица 3 
Изменение оптической плотности тетранитротетразолиевого синего в инкубационной среде, содержащей

гомогенат печени экспериментальных животных, λ-560 нм 

1 группа – контроль1
(интактные)

2 группа – контроль2
(холод)

3 группа – опыт 
(холод+прозерин)

0,00842 [0,0075; 0,0093] 0,0225 [0,0223; 0,024]
р2-1=0,00394

0,0242 [0,0236; 0,0248]
р3-1=0,00395; р3-2=0,001

n=6 n=6 n=6

Таким образом, изменение оптической плотности
инкубационного раствора, содержащего ТНТС и гомо-
генат печени, по направлению совпадает (табл. 2, 3) с
данными продуцирования активных форм кислорода
гомогенатом печени в электролизной ячейке, содержа-
щей 0,1 М раствор оксидоредуктазы (оптическая плот-
ность раствора, содержащего ТНТС в инкубационной
среде, увеличивается, величина тока на выходе из элек-
тролитической ячейки у животных группы «опыт» воз-
растает). 

Анализируя полученные в эксперименте данные
можно сделать обобщение: холодовая нагрузка уве-
личивает содержание триплетной формы кислорода в

ткани печени экспериментальных животных, увеличи-
вает способность продуцировать активные формы кис-
лорода, введение же неостигмина на фоне
кратковременной холодовой нагрузки уменьшает коли-
чество триплетного кислорода, но увеличивает способ-
ность гомогената печени продуцировать активные
формы кислорода.

Экзогенное введение в ткань печени ацетилхолина
in situ приводило к увеличению содержания трипле-
тной формы кислорода в гомогенате печени на 5%, при
сравнении с данными, полученными от животных
группы контроль2 (табл. 4 ).
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Таблица 4 
Содержание триплетной формы кислорода в гомогенате печени после введения ацетилхолина в ткань

печени in situ в концентрации 1,1×10–4 М

Показатель 1 группа – контроль1
(интактные)

2 группа – контроль2
(0,85% NaCl; 0,15M KCl;
0,05М р-р пирофосфата)

3 группа – опыт1 (0,85%
NaCl; 0,15M KCl; 0,05М

р-р пирофосфата; 
ацетилхолин 1,1×10-4 М)

Триплетная форма кислорода,
мкмоль O2/мл гомогената 329,5 [320,8; 336,8] 344,8 [337,9; 354,6]

р2-1=0,00216
362,2 [355,8; 371,9]

р3-1=0,00117; р3-2>0,05

Количество проб n=6 n=6 n=6

Необходимо напомнить: накопление эндогенного
ацетилхолина в ткани печени, вызываемое введением
неостигмина на фоне холодовой нагрузки у лаборатор-
ных животных приводило к противоположному эф-
фекту – снижению содержания триплетного кислорода.

Движение по сосудистому руслу печени экзоген-
ного вводимого ацетилхолина увеличивало способ-

ность гомогената печени продуцировать и активные
формы кислорода на 11% (табл. 5).

Эта же тенденция отмечалась и при измерении оп-
тической плотности инкубационного раствора, содер-
жащего гомогенат печени и 0,002% раствор ТНТС
(табл. 6.)

Таблица 5 
Активные формы кислорода в гомогенате печени после введении ацетилхолина в ткань печени in situ в

концентрации 1,1×10–4 М

1 группа – контроль1
(интактные)

2 группа – контроль2
(0,85% NaCl; 0,15M KCl; 0,05М р-р

пирофосфата)

3 группа – опыт1 (0,85% NaCl; 0,15M
KCl; 0,05М р-р пирофосфата; 

ацетилхолин 1,1×10-4 М)

0,0079 [0,0075; 0,0086] 0,0120 [0,0091; 0,0141]
р2-1=0,00394

0,0173 [0,0168; 0,0181]
р3-1=0,001; р3-2=0,00395

n=6 n=6 n=6

Показатель 1 группа – контроль1
(интактные)

2 группа – контроль2
(0,85% NaCl; 0,15M KCl;
0,05М р-р пирофосфата)

3 группа – опыт1 (0,85%
NaCl; 0,15M KCl; 0,05М р-р
пирофосфата; ацетилхолин

1,1×10-4 М)
Активные формы кислорода,
10-6 Амп/мл гомогената 6,71 [6,2; 7,1] 7,90 [7,48; 8,3]

р2-1=0,00394
8,80 [8,4; 9,2]

р3-1=0,000297; р3-2=0,00394

Количество проб n=6 n=6 n=6

Таблица 6 
Изменение оптической плотности тетранитротетразолиевого синего в инкубационной среде после 

введения ацетилхолина в ткань печени in situ в концентрации 1,1×10– 4 М, λ-560 нм 

Таким образом, эндогенное накопление ацетилхо-
лина в ткани печени антихолинэстеразными механиз-
мами, достигавшееся введением неостигмина,
приводит к уменьшению содержания триплетной
формы кислорода, но увеличивает способность гомо-
гената печени продуцировать активные формы кисло-
рода. Факт увеличения способности гомогената печени
продуцировать активные формы кислорода после вве-
дения неостигмина подтверждается увеличением оп-
тической плотности инкубационного раствора,

содержащего ТНСТ.
Экзогенное введение в ткань печени ацетилхолина

in situ сопровождалось не только увеличением способ-
ности гомогената печени продуцировать активные
формы кислорода, но и увеличением содержания три-
плетной формы кислорода.

Выводы

1. Кратковременная холодовая нагрузка увеличи-
вает содержание триплетной формы кислорода в ткани
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печени животных, увеличивает способность гомоге-
ната печени продуцировать активные формы кисло-
рода. Введение неостигмина (прозерин) увеличивает
только способность гомогената печени продуцировать
активные формы кислорода, подтверждение этому мы
находим и в изменении экстинкции раствора, содержа-
щего тетранитротетразолиевый синий инкубационной
среды.

2. Экзогенное введение ацетилхолина в ткань
печени в молярной концентрации 1,1×10-4 М увеличи-
вает содержание триплетной формы кислорода, уве-
личивает способность гомогената печени
продуцировать активные формы кислорода, что под-
тверждается увеличением восстановления тетранитро-
тетразолиевого синего в инкубационной среде
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