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Введение

Проблема гипоксии и вызываемых ею по-
следствий по-прежнему является одной из ак-
туальных проблем современной медицины. В 
последние годы интенсивно изучаются вопросы 
по вышения резистентности организма к состоя-
ниям гипок сии и ишемии, которые развиваются 
в результате воздействия на орга низм различных 
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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – изучение кардиопротекторных свойств отчественных антиоксидантов при гисто-
токсической гипоксии в условиях эксперимента.

Материал и методы. Исследование проводилось на 20 половозрелых самцах крыс линии Wistar, раз-
деленных на три опытные группы, которым на протяжении 7 дней внутрижелудочно вводился водный 
раствор CoCl2 в дозе 60 мг/кг.  Крысам первой опытной группы (n = 6) коррекция не проводилась, жи-
вотным второй группы (n = 7) после введения хлорида кобальта внутрижелудочно через зонд вводился 
водный раствор эноанта премиум в дозе 2,5 мл/ кг вместе с 0,05 мл воды. Крысам третьей опытной 
группы (n = 7) после введения хлорида кобальта проводилась коррекция цитофлавином и концентратом 
полифенолов винограда, вводимыми одномоментно. Исследование миокарда проводились с использова-
нием световой и электронной микроскопии.

Результаты. Результатом влияния кобальта на сердце животных в эксперименте является развитие 
кардиомиопатии, что обусловливает необходимость проведения своевременной кардиопротекции. Мор-
фологические изменения во второй группе крыс, несмотря на некоторое улучшение по сравнению с 
группой без коррекции, характеризовались неравномерным (от умеренного до выраженного) отеком 
миокарда. Структура миокарда, наблюдаемая в третьей группе самцов крыс после кобальтовой инток-
сикации, в целом отражала тенденцию к минимализации объемов повреждения, проявляющуюся в виде 
нормализации структур клеток и волокон мышечной ткани.

Заключение. Применение производных янтарной кислоты в сочетании с полифенолами винограда, 
продемонстрировавших цитопротекторные свойства, в большей степени способствовало сохранности 
структуры миокарда крыс в условиях гистотоксической гипоксии по сравнению с монотерапией расти-
тельными полифенолами.
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ýкстремальных факторов, в той или иной мере 
инициирующих развитие многих заболеваний [1]. 
Одна из частых форм гипоксии  тканевая (гисто-
токсическая) гипоксия, которая развивается при 
неспособности клеток утилизировать кислород в 
результате поражения ферментов тканевого ды-
хания или мембран клеток. В патогенезе данного 
вида гипоксии играют роль инактивация дыха-
тельных ферментов при отравлении химически-
ми веществами, нарушение синтеза дыхательных 
ферментов при дефиците витаминов, понижение * Сатаева Татьяна Павловна, e-mail: tanzcool@online.ua 
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сопряжения процессов окисления и фосфорили-
рования при действии разобщающих факторов 
(отравление нитритами, микробными токсинами, 
тиреоидными гормонами и др.), повреждение ми-
тохондрий ионизирующей радиацией, продукта-
ми перекисного окисления липидов, токсически 
действующими метаболитами при уремии, кахек-
сии, тяжелых инфекциях [1, 2,  3].

Известно, что хлорид кобальта CoCl
2
 в токси-

ческих дозах способен более прочно связывать-
ся с гемом, чем железо, и оказывать действие, 
аналогичное гистотоксической гипоксии, что по-
зволяет применять его для моделирования гипок-
сических состояний в ýксперименте [4].  В на-
стоящее время принято считать, что в условиях 
нормоксии соединения кобальта за счет вытес-
нения атома железа из гема способны активиро-
вать индуцируемый гипоксией фактор, hypoxia 
inducible factor (HIF), что вызывает активацию 
апоптоза, гликолиза, ангиогенеза и избыточного 
ýритропоýза, который приводит к полицитемии, 
дополнительно ухудшая реологию крови [5]. 

Кроме того, кобальт, проникая в клеточные 
структуры, непосредственно ведет к активации 
процессов перекисного окисления липидов, что 
усугубляет гипоксию и обусловливает необходи-
мость введения корректоров [3].  

Определенные успехи в терапии подобных 
гипоксических состояний связаны с внедрением 
в медицинскую практику группы лекарственных 
средств, объединенных в отечественной литерату-
ре названием «антигипоксанты» [6]. Среди лекар-
ственных средств с антигипоксической активно-
стью в последнее время широко распространено 
применение различных органических сукцинат-
содержащих соединений (ýтилметилгидроксипи-
ридина сукцинат, меглюмина натрия сукцинат и 
др.). Возможно, в механизме цитопротекторного 
действия антигипоксантов прямого ýнергизирую-
щего действия, к которым относятся сукцинатсо-
держащие соединения, имеет место влияние ýтих 
соединений на активность HIF-пролилгидрокси-
лаз. Особое место среди производных янтарной 
кислоты принадлежит отечественному препарату 
цитофлавину, представляющего собой комплекс 
янтарной кислоты, никотинамида, рибофлавина и 
инозина (рибоксина). Он обладает антигипокси-
ческим действием, оказывая положительный ýф-
фект на процессы ýнергообразования в клетке, 
а также уменьшает продукцию свободных ради-
калов и восстанавливает активность ферментов 
антиоксидантной защиты. Çа счет комплексного 
действия своих компонентов, являющихся ко-
ферментами анаýробного и аýробного гликолиза, 

препарат повышает синтез АТФ, предотвращая 
прогрессирование метаболического и окисли-
тельного дисбаланса [7, 8].

Представляет интерес  ýффективность при-
менения и других представителей группы анти-
гипоксантов, в частности ýноанта. В его состав 
входит весь спектр полифенолов винограда, су-
ществующих в красном вине, в то же время он 
не содержит алкоголя. Полифенолы винограда 
представлены в нем преимущественно антоци-
анами, лейкоантоцианами, катехинами. Общее 
содержание суммарных полифенолов винограда 
в концентрате составляет 18–20 г/дм3, тогда как 
в красном вине лишь 0,2 г/дм3. По результатам 
доклинических исследований известно, что анти-
оксидантная активность суммарных полифено-
лов винограда в концентрате ýноанта более чем 
в 3 000 раз превосходит антиоксидантную актив-
ность плазмы крови [6, 9].

 Целью данного исследования явилось изуче-
ние кардиопротекторных свойств отчественных 
антиоксидантов при гистотоксической гипоксии 
в условиях ýксперимента.

Материал и методы 
Исследование проводилось на 20 половозрелых 

самцах крыс линии Wistar, разделенных на три 
опытные группы, которым на протяжении 7 дней 
внутрижелудочно вводился водный раствор CoCl

2
 

в дозе 60 мг/кг.  Крысам первой опытной груп-
пы (n = 6) коррекция не проводилась, животным 
второй группы (n = 7) после введения хлорида ко-
бальта внутрижелудочно через зонд вводился во-
дный раствор ýноанта премиум в дозе 2,5 мл/кг  
вместе с 0,05 мл воды. Крысам третьей опытной 
группы (n = 7) после введения хлорида кобаль-
та проводилась коррекция  цитофлавином и кон-
центратом полифенолов винограда в вышеуказан-
ной дозе, вводимыми одномоментно. Цитофлавин 
(НПФ «Полисан», г. Санкт-Петербург) вводился 
внутрибрюшинно в дозе 1,5 мл/кг массы тела [8]. 

Животные содержались в виварии, уход за 
ними осуществлялся в соответствии с нормами и 
правилами обращения с лабораторными живот-
ными (Çападнюк И.П., 1983). Самцы крыс выво-
дились из ýксперимента путем декапитации под 
наркозом (ýфир с хлороформом)  в соответствии 
с Международными рекомендациями по про-
ведению медико-биологических исследований с 
использованием животных (1985), правилами ла-
бораторной практики в Российской Федерации 
(приказ МÇ РФ от 19.06.2003 № 267) и законом 
«О защите животных от жестокого обращения», 
гл. V, ст. 10, № 4679-ГД от 01.12.1999 [4] .
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Для изучения срезов сердца методом свето-
вой микроскопии миокард фиксировался в 10%-м 
растворе нейтрального формалина на фосфатном 
буфере (рН = 7,0) или в фиксаторе Карнуа с по-
следующей заливкой в парафин. Парафиновые 
срезы толщиной 5–7 мкм, сделанные с помощью 
роторного микротома, окрашивались гематокси-
лином и ýозином по стандартной методике (О.В. 
Волкова, Ю.К. Елецкий, 1982). Для выявления 
ишемически поврежденных участков выполнялось 
окрашивание по Рего, мазки крови окрашивались 
по Романовскому – Гимзе модифицированным 
красителем цитогем-ýкспресс [10]. Полученные 
микропрепараты исследовались с помощью ми-
кроскопа Olympus CX-31 (Япония).

Материал для ýлектронно-микроскопиче-
ского исследования подвергали префиксации в 
течение 2 ч в 2,5%-м растворе глютаральдеги-
да на 0,1 мМ фосфатном буфере с рН = 7,2–7,4 
(G. Millonig, 1961), а затем фиксировали в 1%-м 
растворе тетраокиси осмия на том же фосфат-
ном буфере при температуре 0–4 °С в течение 1 ч  
(G.E. Pallade, 1962). В последующем материал 
промывался в растворе 0,25%-го глютарового 
альдегида на фосфатном буфере при температу-
ре 0–4 °С, обезвоживался в спиртах восходящей 
концентрации и заливался в аралдит по методике 
A.M. Glauert, R.H. Glauert (1958). Для обеспече-
ния прицельного ýлектронно-микроскопического 
анализа серийные полутонкие срезы толщиной 1– 
2 мкм изготавливались из всех блоков, с последу-
ющим окрашиванием 1%-м раствором метилено-
вого синего. После идентификации необходимых 
объектов блоки затачивали и с помощью ультра-
микротома УМТП-4 изготавливали прицельные 
ультратонкие срезы толщиной 200–500 нм, кото-
рые помещали на сетки. После контрастирования 
срезов в 2,5%-м растворе уранилацетата на 50%-м 
ýтиловом спирте и 0,3%-м растворе цитрата свин-
ца по E.S. Reynolds (1963) просмотр срезов осу-
ществлялся в ýлектронном микроскопе Selmi-125 
при ускоряющем напряжении 125 кВ. 

Результаты и их обсуждение
Полученные в ходе исследования данные сви-

детельствуют о том, что ведение больших доз 
хлорида кобальта (СоCl

2
) оказывает выраженное 

патологическое воздействие на миокард поло-
возрелых самцов крыс первой группы. Так, при 
обзорном окрашивании гематоксилином и ýози-
ном отмечалось исчезновение поперечной исчер-
ченности кардиомиоцитов, появление признаков 
внутриклеточного отека, очаговый глыбчатый 
распад и лизис цитоплазмы части клеток, а также 

распад и фрагментация самих мышечных волокон 
(рис. 1, а). При окраске по Рего ишемические по-
вреждения в миокарде располагались диффузно 
и представляли собой интенсивно окрашенное в 
черный или темно-серый цвет мышечное волокно 
(все целиком или часть его – несколько саркоме-
ров), причем с резкой границей между поврежден-
ными и неповрежденными участками, имеющими 
бледно-серый цвет. Число и распространенность 
повреждений в разных отделах миокарда весьма 
варьировало. Чаще всего они встречались в ле-
вом желудочке и межжелудочковой перегородке, 
реже в стенке правого желудочка, еще реже в 
предсердиях. Повреждения преимущественно но-
сили характер мелкоочаговых, нередко рассеян-
ных и множественных (рис. 1, б). 

При проведении ýлектронной микроскопии 
сократительного миокарда крыс первой  группы  
основные морфологические признаки кобальто-
вого повреждения были представлены в виде яв-
лений смешанной дистрофии и отека, деструкции 
ýндотелиоцитов и сократительных кардиомио-
цитов, лизиса миофибрилл, появления ригорных 
комплексов. Отмечены митохондрии с поврежде-
нием крист разной степени, а также частично или 
полностью разрушенные клеточные органеллы. 
Наблюдавшиеся участки повреждения плазмо-
леммы явились причиной развития внутриклеточ-
ного отека с последующей деструкцией и других 
органелл. Çначительные повреждения оболочки 
клетки,  вероятно, были вызваны развитием ин-
терстициального отека (рис. 1, в).

Также повсеместно выявлялись признаки на-
рушения гемодинамики в виде периваскулярно-
го отека, капиллярного полнокровия, запусте-
вания и спазма артериол. В периваскулярном 
пространстве определялись тонкие прослойки 
соединительной ткани, что дополнительно за-
трудняло транспорт субстратов и кислорода из 
кровеносного русла к рабочим клеткам в услови-
ях гипоксии. Структурные изменения гемомикро-
циркуляторного русла за счет дополнительно раз-
вивающейся ишемии усугубляли патологические 
изменения сократительного аппарата кардиоми-
оцитов, поскольку атрофия и лизис миофибрилл 
были наиболее выражены вблизи поврежденных 
капилляров. 

Введение токсических доз кобальта крысам 
также способствовало развитию анемии (и, как 
следствие, анемической гипоксии), которая от-
мечалась в виде появления гипохромных ýритро-
цитов (стоматоцитов), образующих характерные 
«монетные столбики», а также  выраженного 
пойкилоцитоза и анизоцитоза (рис. 1, г).
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Таким образом, результатом влияния кобаль-
та на сердце животных в ýксперименте является 
развитие кардиомиопатии, что вызывает необ-
ходимость проведения своевременной кардио-
протекции, что и было сделано в двух других  
группах.

Проведенное исследование показало, что бо-
лее выраженную сохранность структуры миокард 
имеет при назначении сочетанного комплекса по-
лифенолов винограда и ýнергокорректора цито-
флавина в рамках коррекции гистотоксической 
гипоксии, чем при назначении только лишь одно-
го концентрата полифенолов винограда. Это объ-
ясняется разными механизмами воздействия на 
окислительный стресс. Полифенолы связывают 
свободные радикалы, цитофлавин же уменьшает 
их число за счет включения свободных радикалов 
в процессы аýробного гликолиза. Таким обра-
зом, удается достичь тройного ýффекта: умень-
шить количество свободных радикалов, получить 
большее количество АТФ даже в условиях не-
достаточности субстратов и предотвратить про-
грессирование окислительного стресса на ранних 
стадиях ишемического и гипоксического повреж-

дения миокарда, что нашло подтверждение в дан-
ном исследовании [7, 8]. 

Морфологические изменения во второй группе 
крыс, получавших только концентрат полифено-
лов винограда, несмотря на некоторое улучшение 
по сравнению с группой без коррекции, харак-
теризовались в первую очередь неравномерным 
от умеренного до выраженного отеком миокар-
да. Так, встречались участки тканей, которые 
находились в состоянии дистрофии и некроза, 
что проявлялось отсутствием поперечной исчер-
ченности, гомогенизацией цитоплазмы или появ-
лением в ней значительных размеров просветле-
ний, что, как известно, является свидетельством 
развития дистрофических и преднектротических 
процессов [1, 4].  

Структура миокарда, наблюдаемая в третьей 
группе самцов крыс с введением цитофлавина 
после кобальтовой интоксикации, в целом отра-
жала тенденцию к минимализации объемов по-
вреждения, проявляющуюся в виде нормализа-
ции структур клеток и волокон мышечной ткани  
(рис. 2, а). Основная масса структурных компо-
нентов миокарда при гистологическом исследова-

Рис. 1. Морфологические изменения миокарда самцов крыс в условиях гистоксической гипоксии: а – признаки отека миокарда, 
исчезновение поперечной исчерченности миофибрилл, их волнообразная структура. Окрашивание гематоксилином-ýозином. Ув. х 
1000; б – диффузные темно-серые, местами разволокненные саркомеры миокарда. Окрашивание по Рего. Ув. х 400; в – появление 
остроконечных инвагинатов ядра (Я), кардиомиоцитов (стрелки), отек перинуклеарного пространства, деструкция крист мелких 
гетерогенных митохондрий (М), накопление ýлектронно-плотных включений в миофибриллах (МФ). Ув. х 18 000; г – признаки 
анемии: гипохромия ýритроцитов, выраженный пойкило- и анизоцитоз. Образование «монетных столбиков». Окрашивание по 

Романовскому – Гимзе. Ув. х 1000

а б

в г
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нии выглядела достаточно сохранно: отмечалось 
снижение патологической проницаемости сар-
колеммы, что проявлялось уменьшением интер-
стициального отека (поперечная исчерченность 
присутствовала практически во всех кардиомио-
цитах). При окраске по Рего также выявлялись 
единичные темные ишемизированные саркомеры 
кардиомиоцитов (рис. 2, б). 

Согласно результатам ýлектронной микро-
скопии кардиомиоциты и ýндотелиоциты самцов 
крыс после 7-дневного введения цитофлавина в 
сочетании с концентратом полифенолов  имели 
повреждения преимущественно обратимого ха-
рактера. Эти изменения заключались в нерав-
номерном распределении нуклеарного хромати-
на, очаговом лизисе митохондриальных крист, 
при ýтом большинство митохондрий сохраняли 
свою нормальную структуру (рис. 2, в). Однако 
цитопротекторное влияние вышеуказанных ан-
тиоксидантов все же не смогло полностью ком-

пенсировать деструктивное влияние мощного  ги-
поксического стресса. Об ýтом свидетельствует 
обнаружение  кардиомиоцитов, в цитоплазме 
которых развивался отек и отмечались участки 
лизиса компонентов миофибрилл. Следует отме-
тить тот факт, что даже в таких клетках встреча-
лись довольно крупные митохондрии, которые не 
имели повреждений структуры. Это по-видимо-
му также объясняется положительным влиянием 
антиоксидантной коррекции. О неполном ком-
пенсировании действия стресса свидетельству-
ют и повреждения компонентов интерстиция, в 
частности капилляров, а также наблюдавшийся  
диффузный  фиброгенез в  интерстиции кардио- 
миоцитов.

При изучении мазков периферической крови 
выраженного анизоцитоза не наблюдалось, «мо-
нетные столбики» выявлялись редко, что сви-
детельствовало о нормализации реологических 
свойств крови (рис. 2, г).

Рис. 2. Морфологические изменения миокарда самцов крыс в условиях гистотоксической гипоксии с последующей коррекцией: 
а – признаки отека миокарда с сохранением  поперечной исчерченности миофибрилл и достаточно четким окрашиванием ядер 
кардиомиоцитов. Окрашивание гематоксилином-ýозином. Ув. х 1000; б – единичные темно-серые саркомеры миокарда на фоне 
светло-серых практически неизмененных миофибрилл. Окрашивание по Рего. Ув. х 400; в – просветление нуклеоплазмы ядра (Я), 
появление гигантских митохондрий с плотно упакованными кристами (М), сохранение структуры миофибрилл (МФ). Ув. х 19 000; 

г – умеренно выраженная гипохромия ýритроцитов. Окрашивание по Романовскому – Гимзе. Ув. х 1000

Заключение

Таким образом, ýкспериментальное введение 
хлорида кобальта половозрелым самцам крыс за 
счет развития гистотоксической гипоксии вызы-
вает комплекс реактивно-дистрофических изме-

нений в миокарде, проявляющихся в нарушении 
ультраструктуры ядер, сарколеммы и мембраны 
органелл, в частности митохондрий, миофибрил-
лярного аппарата, требующих проведения своев-
ременной кардиопротекции с целью профилакти-
ки развития кардиомиопатии.

а б

в г
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Применение производных янтарной кислоты 
в сочетании с полифенолами винограда, проде-
монстрировавших цитопротекторные свойства, 
в большей степени способствовало сохранности 
структуры миокарда крыс в условиях гистоток-
сической гипоксии по сравнению с введением 
только растительных полифенолов. 
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ABSTRACT

The aim of research – the study of cardioprotective properties of antioxidants in terms of  histotoxic hypoxia 
under experimental conditions.

Materials and methods. The study was conducted on 20 adult male Wistar rats divided into 3 experimental 
groups, which for 7 days were  intraperitoneally injected aqueous CoCl2 solution at a dose of 60 mg/kg. Rats 
of the first experimental group (n = 6) had no administered drug correction, a the second group of animals 
(n = 7) after the cobalt chloride daily injections was administered intragastrically Enoant Premium aqueous 
solution at a dose of 2.5 ml / kg, along with 0.05 ml of water, the rats the third test group (n = 7) after the 
administration of cobalt chloride were exposed to cytoflavin correction concentrate and grape polyphenols 
administered simultaneously. Studies of myocardium  were conducted using light and electron microscopy.

Results of the research. The result of the cobalt toxic effect on the heart of animals in experiments lead 
to  the development of cardiomyopathy, which required timely cardioprotection. Morphological changes in 
the second group of rats, despite a slight improvement compared with the group without correction,were 
characterized, above all, by uneven from mild to severe edema of the myocardium. Structure of myocardium 
observed in the third group of male rats after cobalt intoxication, generally reflected a tendency to minimization 
of the extent of the damage, which was manifested in the form of normalization of cell structures and muscle 
fibers.

Conclusion. The administration of succinic acid derivatives combined with the grape polyphenols  demonstrated 
vivid cytoprotective properties evidenced by mostly preserved myocardium structure  in rats exposed to  
histotoxic hypoxia in comparison to only administration of plant polyphenols group.

Keywords: myocardium, hypoxia, antihypoxants, cobalt, rats, experiment
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