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Изучено влияние производных глутаминовой кислоты (соединение РГПУ-238) и ГАМК (соединение РГПУ-260) на 
функцию эндотелия и состояние тромбоцитарного и коагуляционного гемостаза у крыс после хронической алкоголь-
ной интоксикации (ХАИ), которую моделировали в течение 24 недель посредством замены питьевой воды на 10  % 
раствор этанола с 5 % раствором сахарозы. После отмены этанола у крыс контрольной группы отмечалась эндоте-
лиальная дисфункция – они имели низкие линейную и объемную скорости кровотока после введения ацетилхолина 
и L-NAME по сравнению с интактными животными, большое число десквамированных эндотелиоцитов. После ХАИ 
у крыс выявлены низкий уровень фибриногена, невысокие показатели степени и скорости агрегации тромбоцитов.  
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Хронический алкоголизм  – тяжелое заболе-
вание, приводящее к серьезным медико-со-
циальным последствиям [1]. Негативные 

эффекты алкоголя многогранны, могут быть вы-
званы прямым токсическим действием этано-
ла и его метаболитов на клетки, окислительным 
стрессом, значительным нарушением энергети-
ческого обмена в тканях, увеличением скорости 
катаболизма белков со снижением их синтеза 
[2]. Структурные и функциональные изменения в 
эндотелии сосудов влияют на тромбоцитарный и 
плазменный гемостаз, наблюдаются гипокоагу-
ляция, тромбоцитопении, уменьшается чувстви-
тельность к индукторам агрегации [3]. 

Активные формы кислорода (АФК), особенно су-
пероксиданион, взаимодействуя с NO, быстро умень-
шают его количество, превращая в пероксинитрит, 
способствуют увеличению окисленных липопротеинов 
очень низкой плотности в интиме сосудов, развитию 
воспалительной реакции, изменению жесткости со-
судов и ухудшению перфузии тканей. Пониженная вы-
работка и биодоступность NO приводят к снижению 
вазодилатации [4], могут способствовать развитию 
синдрома хронически «оглушенного» миокарда, си-
столической и диастолической дисфункции [3]. 

В период отмены этанола возможно дальнейшее 
усугубление окислительного стресса и нарушений ге-
мостаза [5], функция эндотелия восстанавливается 
лишь частично. В связи с этим поиск препаратов, ока-
зывающих наряду с кардиопротекторным действием 
положительное влияние на функционирование эндо-
телия, является актуальным. 

В ранее проведенных исследованиях показано, 
что соединения РГПУ-238 и РГПУ-260 обладают кар-
диопротекторным действием у крыс после хрониче-
ской алкоголизации, улучшают сократимость мио-
карда [6, 7]. 

Цель исследования  – изучение влияния соеди-
нений РГПУ-238 и РГПУ-260 на вазодилатирующую и 
антитромботическую функции эндотелия у крыс по-
сле хронической алкогольной интоксикации (ХАИ) для 
оценки их терапевтического потенциала. 

Материал и методы. Экспериментальные про-
цедуры осуществляли на 10-месячных крысах-самках 
линии Wistar (n=76) массой 280–320 г, полученных из 
ФГУП «Питомник лабораторных животных «Рапполо-
во» (Россия). Моделирование ХАИ осуществляли за-
меной питьевой воды на 10 % раствор этанола с 5 % 
раствором сахарозы у животных в течение 24 недель 
[8]. 

Были сформированы группы: 1 – интактные самки 
(n=17), не употреблявшие алкоголь; 2 – алкоголизиро-
ванные самки (n=59). После завершения алкоголиза-
ции крысы, получавшие алкоголь, были разделены на 
контрольную и три опытные группы. Крысам интактной 
(n=17) и контрольной групп (n=16) на следующий день 
после прекращения ХАИ один раз в сутки в течение  
14 дней внутрибрюшинно вводили физиологический 
раствор (0,1 мл/100 г веса животного), животным 
опытных групп вводили соединения РГПУ-238 в дозе 
28,7 мг/кг (n=15), РГПУ-260 в дозе 25 мг/кг (n=13) и 
препарат сравнения милдронат в дозе 50 мг/кг (n=15) 
в аналогичном режиме. Милдронат был выбран в ка-
честве эталонного препарата для изучения кардио-

У крыс с ХАИ, получавших на следующий день после окончания алкоголизации соединения РГПУ-260 (25 мг/кг),  
РГПУ-238 (28,7 мг/кг) и милдронат (50 мг/кг) один раз в сутки внутрибрюшинно в течение 14 дней, наблюдались значи-
тельно более выраженная по сравнению с контрольной группой реакция эндотелия на введение анализаторов и мень-
шее количество десквамированных эндотелиоцитов, увеличение скорости и степени агрегации тромбоцитов, а также 
повышение концентрации фибриногена до уровня, близкого к значениям интактных животных. 

Ключевые слова: хроническая алкогольная интоксикация, эндотелиальная дисфункция, гемостаз, производные 
глутаминовой кислоты и ГАМК

The objective was to study the effect of the glutamic acid (compound RSPU-238) derivatives and GABA (compound RSPU-
260) on endothelial function and the state of platelet and coagulation hemostasis in rats after chronic alcohol intoxication (CAI). 
The CAI was modeled for 24 weeks by replacing drinking water by 10 % ethanol solution with a 5 % sucrose solution. Endothelial 
dysfunction was observed in rats after the abolition of ethanol  – they had low linear and volumetric blood flow rates after 
administration of acetylcholine and L-NAME compared to intact animals, a large number of desquamated endothelial cells. A low 
level of fibrinogen, low indicators of the degree and rate of platelet aggregation were revealed in rats after CAI. A significantly 
more pronounced reaction of the endothelium to the introduction of analyzers and a lower number of desquamated endothelial 
cells, an increase in the rate and degree of platelet aggregation, as well as the concentration of fibrinogen to a level close 
to the values of intact animals were observed in rats with CAI who received the next day after the end of alcoholization of the 
compounds RSPU-260 (25 mg/kg), RSPU-238 (28.7 mg/kg) and mildronate (50 mg/kg) intraperitoneally once a day for 14 days.

Keywords: chronic alcohol intoxication, endothelial dysfunction, hemostasis, derivatives of glutamic acid and GABA
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АДФ	 –	аденозиндифосфат
АФК	 –	активные формы кислорода
АцХ	 –	ацетилхолин
АЧТВ	–	активированное частичное тромбопластиновое время
ГАМК	–	гамма-аминомасляная кислота
ПОЛ	 –	перекисное окисление липидов
ХАИ	 –	хроническая алкогольная интоксикация

ADMA	 –	асимметричный диметиларгинин
eNOS	 –	эндотелиальная NO-синтаза
iNOS	 –	индуцибельная NO-синтаза
L–NAME	–	N-нитро-L-аргинин метиловый эфир
NADPH	 –	никотинамидадениндинуклеотидфосфат
NMDA	 –	N-метил-D-аспартат
NO	 –	оксид азота (II)
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протекторного действия соединений после ХАИ. Па-
раллельно с изучением влияния РГПУ-238, РГПУ-260 
и милдроната на инотропные резервы сердца было 
оценено их эндотелиопротекторное действие как до-
полнительная защитная функция после ХАИ. Соеди-
нения РГПУ-238 (диметиловый эфир гидрохлорида 
β-фенил-глутаминовой кислоты) и РГПУ-260 (компо-
зиция метилового эфира 4-амино-3-фенилбутановой 
кислоты с L-аргинином, соотношение 1:1) были син-
тезированы на кафедре органической химии Россий-
ского государственного педагогического университе-
та им. А. И. Герцена (г. Санкт-Петербург). Милдронат 
(мельдоний, «Grindex», Латвия) использовали в виде 
готового раствора для инъекций. 

Вазодилатирующую функцию эндотелия оценива-
ли с помощью допплерографа «Минимакс-Допплер-К» 
(Минимакс, Россия). В ответ на внутривенное введе-
ние ацетилхолина (АцХ) (0,01 мг/кг), нитроглицерина 
(0,007 мг/кг) и L-NAME (10 мг/кг) регистрировали из-
менение линейной (Vas, см/сек) и 
объёмной (Qas, мл/мин) скоростей 
кровотока в проекции правой сон-
ной артерии. Десквамированные 
эндотелиоциты определяли по ме-
тодике J. Hladovec в модификации 
Н. Н. Петрищева с соавт. (2001). 

Изучение агрегации тромбоци-
тов проводили по методу G. Born 
в модификации З. А. Габбасова 
(1989) на лазерном анализаторе 
агрегации тромбоцитов Биола 220 
LA (ООО НПФ «Биола», Россия) с 
использованием в качестве индук-
тора АДФ (1 мг/мл). 

Концентрацию фибриноге-
на, активированное частичное 
тромбопластиновое (АЧТВ) и про-
тромбиновое время определя-
ли с помощью коммерческих на-
боров НПО «Ренам» (Россия) на 
коагулометре «Минилаб 701м» 
(ООО «ЭМКО», Россия). Время 
кровотечения регистрировали по 
прекращению кровотечения из 
кончика хвоста крысы в воде при 
температуре 37 °С. Подсчет коли-
чества тромбоцитов в мазке крови 
производили по Фонио, результат 
выражали в промилле [9].

Статистическую обработку данных производили, 
используя программу «Statistica 12.5» (StatSoft Inc., 
США). Предварительно по критер ию Шапиро – Уилка 
определяли нормальность распределения. После это-
го для парного сравнения применяли t-тест Стьюден-
та и U-критерий Манна – Уитни, для множественного – 
критерий Ньюмана – Кейлса и тест Краскела – Уоллиса 
с пост-тестом Данна. Статистически значимыми счи-
тали различия при р<0,05.

Результаты и обсуждение. В группе интактных жи-
вотных после введения АцХ линейная и объемная скоро-
сти кровотока увеличились относительно исходных дан-
ных на 76,7 и 79 % соответственно, у животных группы 
негативного контроля прирост для обоих показателей 
составил 40,7 % (p<0,05). Введение L-NAME способство-
вало уменьшению скоростей кровотока относительно 
исходных значений у самок, не подвергавшихся ХАИ, на 
68,4 и 68,6 % по сравнению с крысами контрольной груп-
пы, у которых снижение кровотока составило 37,8 и 38 %.

В группе животных после ХАИ, получавших со-
единения РГПУ-238 и РГПУ-260, в ответ на АцХ по-

казатели обеих скоростей увеличились на 95 и 
124,8 % относительно исходных значений. У са-
мок после алкоголизации, получавших милдронат, 
приросты Vas и Qas составили 98,8 и 110,4 % со-
ответственно. Таким образом, эндотелийзависи-
мая вазодилатация была выше в 2,3 раза (p<0,05) 
у самок, получавших соединение РГПУ-238, в 3,2 
раза (p<0,05) у крыс, которым вводили соединение 
РГПУ-260, и в 2,6 раза (p<0,05) у животных, получав-
ших милдронат, по сравнению с контрольной груп-
пой (рис. А). 

Статистически значимых различий показателей 
кровотока при введении нитроглицерина между груп-
пами не отмечалось (рис. В). 

Введение L-NAME снижало линейную скорость 
кровотока у самок, получавших соединение РГПУ-238, 
соединение РГПУ-260 и милдронат на 59,7 %, 56,1 % и 
56,2 % соответственно относительно исходных значе-
ний (рис. С).

Для оценки состояния эндотелия определяли со-
держание десквамированных эндотелиальных клеток в 
периферической крови. Выявлено существенно боль-
шее их количество у крыс после ХАИ по сравнению с ин-
тактными животными. У самок, получавших соединения 
РГПУ-238, РГПУ-260 и милдронат, число эндотелиоци-
тов в периферической крови, напротив, было значитель-
но ниже, чем в группе негативного контроля (табл. 1). 

Таблица 1
Влияние соединений РГПУ-238 и РГПУ-260 

на количество десквамированных эндотелиоцитов 
(×104/л) у крыс после ХАИ (M±m)

Ин-
тактная	
группа

ХАИ+
физ.	р-р

ХАИ+
РГПУ-238

ХАИ+
РГПУ-260

ХАИ+
милдро-
нат

5,5±0,6 8,7±0,6* 3,9±0,7** 4,3±0,4** 4,7±0,8**

Примечание: * – р<0,05 относительно показателей ин-
тактной группы (U-критерий Манна – Уитни); ** – р<0,05 от-
носительно показателей контрольной группы (критерий Кра-
скела – Уоллиса с пост-тестом Данна).

Рис. Влияние соединений РГПУ-238 и РГПУ-260 на изменение линейной и 
объемной скоростей кровотока в сонной артерии крыс после ХАИ 

при внутривенном введении ацетилхолина (A), нитроглицерина (B) и L-NAME (C).
Примечание: * – р<0,05 относительно показателей интактной группы (t-критерий 

Стьюдента); # – р<0,05 относительно показателей контрольной группы 
(критерий Ньюмана – Кейлса)
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Скорость и степень АДФ-индуцированной агрега-
ции тромбоцитов у крыс после ХАИ были существенно 
ниже, чем у животных интактной группы. У алкоголи-
зированных крыс, получавших после отмены алкоголя 
соединения РГПУ-238, РГПУ-260 и милдронат, наблю-
дали большую скорость и степень агрегации по срав-
нению с контрольной группой. Достоверные различия 

коагуляционного гемостаза между исследуемыми 
группами наблюдались только для показателей фи-
бриногена. АЧТВ и протромбиновое время были прак-
тически одинаковы. Продолжительность кровотече-
ния также статистически значимо различалась между 
группами животных (табл. 2). 

Таблица 2
Влияние соединений РГПУ-238 и РГПУ-260 на показатели гемостаза у крыс после ХАИ (M±m)

Показатель Интактная 
группа

ХАИ+
физ. р-р

ХАИ+
РГПУ-238

ХАИ+
РГПУ-260

ХАИ+
милдронат

Фибриноген, г/л 2,5±0,1 1,6±0,1* 1,8±0,1# 1,8±0,1# 2,5±0,2#

АЧТВ, с 25,5±1,7 21,6±1,7 20,4±0,6 21,7±1,1 18,7±1,4
ПВ, с 18,4±0,5 17,0±0,6 17,6±0,6 15,2±0,4 17,2±0,7
Степень агрегации, % 20,8±1,2 8,9±0,8* 20,5±1,8# 21,6±0,8# 12,6±1,0#

Скорость агрегации, %/мин 24,4±1,7 8,5±1,0* 20,1±1,6# 22,4±0,8# 13,4±1,2#

Количество тромбоцитов, ‰ 47,9±3,8 54,0±7,0 55,8±2,0 61,4±2,5 41,4±2,6
Время кровотечения, с 73,7±7,7 224,3±28,7* 63,8±12,9# 70,3±17,6# 272,1±37,3

Примечание: * – р<0,05 относительно показателей интактной группы (t-критерий Стьюдента); # – р<0,05 относительно 
показателей контрольной группы (критерий Ньюмана – Кейлса).

ХАИ оказывает комплексное воздействие на ор-
ганизм в целом и сердечно-сосудистую систему в 
частности. Среди основных патофизиологических эф-
фектов этилового спирта рассматривают митохондри-
альную дисфункцию, окислительный стресс, апоптоз 
кардиомиоцитов, воспалительные реакции, прямые 
повреждения клеточных структур сердца и эндотелия 
сосудов, приводящие к нарушению регуляции сосуди-
стого тонуса и гемостаза [10]. 

Одним из основных скрининговых тестов для оцен-
ки состояния сосудисто-тромбоцитарного гемостаза 
служит определение времени кровотечения. У крыс 
после ХАИ наблюдалось увеличение продолжительно-
сти кровотечения более чем в 3 раза, причиной этому 
может явиться снижение числа тромбоцитов и их агре-
гационной способности [11, 12]. Решающее значение 
для активации тромбоцитов имеет повышение внутри-
клеточной концентрации Ca2+. Вход Ca2+ в тромбоциты 
и последующая их агрегация ослаблялись в присут-
ствии этанола [11].

Не менее важным механизмом уменьшения агре-
гационной способности тромбоцитов считается ин-
гибирование этанолом фосфолипазы А2 также из-за 
уменьшения концентрации внутриклеточного кальция, 
приводящего к снижению активности усиливающего 
агрегацию тромбоцитов тромбоксана А2 [13] и актив-
ности протеинкиназы С. 

Еще одним механизмом удлинения времени кро-
вотечения при ХАИ можно рассматривать снижение 
синтеза факторов свертывания, в частности фибрино-
гена: его концентрация у крыс после отмены этанола 
была значительно ниже, чем у интактных животных, что 
соответствует данным литературы [14]. 

Длительное употребление алкоголя провоцирует 
развитие эндотелиальной дисфункции, о чем свиде-
тельствуют более низкий прирост скоростей крово-
тока в ответ на введение ацетилхолина и L-NAME, а 
также увеличение количества десквамированных эн-
дотелиоцитов, в основе чего лежат сниженная актив-
ность eNOS, дефицит NO и провоцируемый этанолом 
окислительный стресс, усиливающий формирование 
АФК [15]. 

Соединения РГПУ-238 и РГПУ-260 уменьшали 
время кровотечения за счет увеличения агрегации 
тромбоцитов у крыс после ХАИ до уровня, близкого к 

значениям интактных животных. Будучи производным 
глутаминовой кислоты, РГПУ-238 выполняет свои 
функции через ионотропные и метаботропные рецеп-
торы, которые локализуются на многих типах клеток, 
в том числе тромбоцитах, мегакариоцитах. Связы-
вание глутамата с AMPA-рецепторами тромбоцитов 
увеличивает внутриклеточную концентрацию натрия 
и деполяризует тромбоциты, что является важным 
этапом их активации [16]. Однако в предыдущих на-
ших исследованиях РГПУ-238 приводило к снижению 
стресс-индуцированной гиперагрегации тромбоци-
тов, вероятно, в результате способности глутамата 
активировать NMDA-рецепторы и посредством повы-
шения концентрации внутриклеточного Ca2+ стиму-
лировать eNOS, увеличивая синтез оксида азота, об-
ладающего антиагрегантным действием. Увеличение 
активности eNOS способствовало улучшению функ-
ционирования сосудистого эндотелия под действием 
соединения РГПУ-238. 

Механизм эндотелиопротекторного действия 
РГПУ-260, вероятно, связан с наличием L-аргинина, 
который может использоваться в качестве субстрата 
для синтеза оксида азота eNOS сосудов. Повышение 
продукции NO улучшает системную гемодинами-
ку, корригируя метаболические нарушения в клет-
ках. Содержащийся в составе композиции мефебут 
может ограничивать нарушения синтеза и высво-
бождения ГАМК после отмены алкоголя. РГПУ-260 
обладает антиоксидантным действием, улучшает 
функционирование митохондрий в клетках сердца, 
головного мозга на фоне длительного употребления 
алкоголя [17]. 

Заключение. ХАИ приводит к развитию эндоте-
лиальной дисфункции у крыс, о чем свидетельствуют 
низкие линейная и объемная скорости кровотока по-
сле введения ацетилхолина и L-NAME по сравнению 
с интактными животными, большое число десквами-
рованных эндотелиоцитов, пониженный уровень фи-
бриногена и невысокие показатели скорости и сте-
пени агрегации тромбоцитов. Соединения РГПУ-238 
и РГПУ-260 ограничивают проявления абстинентного 
синдрома, оказывая эндотелиопротекторное дей-
ствие. 

Информированное согласие: Экспериментальное 
исследование проведено в полном соответствии с 
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требованиями надлежащей лабораторной практики, 
изложенными в национальном стандарте «Принципы 
надлежащей лабораторной практики» (ГОСТ Р 53434– 
2009), с соблюдением принципов Европейской кон-
венции о защите позвоночных животных, исполь-
зуемых для экспериментов и других научных целей 
(Страсбург, 1986), в соответствии с международны-
ми рекомендациями по проведению медико-биоло-

гических исследований с использованием животных 
(1985), Общими этическими принципами экспери-
ментов на животных (Россия, 2011), правилами лабо-
раторной практики в Российской Федерации (приказ 
МЗ РФ № 267 от 19.06.2003) и положительным заклю-
чением этического комитета.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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