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Цель исследования – провести сравнительную оценку состояния окислительного метаболизма и кристаллоген-
ных свойств плазмы крови крыс с контактным термическим ожогом при экспериментальной терапии различными 
источниками монооксида азота. Доклиническое экспериментальное рандомизированное исследование проведено 
на 50 половозрелых крысах-самцах линии Wistar массой от 200 до 250 г. По методу «конвертов» животные были 
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БХЛ-06	–	биохемилюминометр (модель 06)
ДНКЖ	 –	динитрозильные комплексы железа
МДА	 –	малоновый диальдегид
ТТ	 –	 термическая травма
ARRIVE	 –	Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments 	

	 	 (исследования на животных: отчеты об экспери-	
	 	 ментах in vivo)

NO	 –	монооксид азота (оксид азота (II))
NOинг	–	ингаляции монооксида азота

разделены на 5 групп, состоящих из 10 особей. Группа 1 – интактные животные (без воздействий), группы 2, 3, 4 
и 5  – крысы с термической травмой в форме контактного термического ожога. Для исследования баланса про- и 
антиоксидантных систем в плазме крови изучали интенсивность перекисного окисления липидов, общую активность 
антиоксидантных систем, определяли уровень содержания малонового диальдегида, а также оценивали кристалло-
генные свойства биологической жидкости и оценивали активность супероксиддисмутазы и каталазы в эритроцитах. 
Применение монооксида азота вне зависимости от формы введения в условиях экспериментальной модели обе-
спечивает ускоренное и более полное купирование явлений окислительного стресса и ингибирования кристалло-
генной активности крови. Каждый изученный вариант NO-терапии имеет характерные особенности: ингаляционный 
вариант оказывает наиболее оптимальное влияние на протеом биосреды, применение физиологического донора 
соединения в максимальной степени нормализует органо-минеральный гомеостаз, а их комбинация позволяет до-
стичь наиболее существенной стимуляции антиоксидантных систем плазмы крови животных.

Ключевые слова: монооксид азота, термическая травма, ожоговая болезнь, патогенез, оксидативный стресс, 
биокристалломика

The objective of the study is a comparative assessment of the state of oxidative metabolism and crystallogenic prop-
erties of rat blood plasma with contact thermal burns under experimental therapy with various sources of nitric oxide (II).  
A preclinical experimental randomized study was conducted on 50 sexually mature male Wistar rats weighing between 200 
and 250 grams. The animals were divided into 5 groups of 10 individuals each using the «envelope» method. Group 1 was 
intact (without any manipulation), while groups 2, 3, 4, and 5 had a simulated thermal injury in the form of a contact thermal 
burn. To study the balance of pro- and antioxidant systems in blood plasma, the intensity of lipid peroxidation and the total  
activity of antioxidant systems were investigated, the level of malondialdehyde was determined, and the crystallogenic  
properties of the biological fluid were assessed. In erythrocytes, the activity of superoxide dismutase and catalase was eva- 
luated. It was demonstrated that the application of nitric oxide, regardless of its administration form, creates conditions for  
accelerated and more complete resolution of oxidative stress phenomena and inhibition of blood crystallogenic activity  
induced by the formation of burn disease in an experimental model. At the same time, each of the studied NO therapy regi- 
mens has its own characteristic features: the inhalation variant has the most optimal effect on the proteome of the biological 
environment, the application of a physiological donor of the compound maximally normalizes organo-mineral homeostasis, 
and their combination allows for the most significant stimulation of the antioxidant systems of animal blood plasma.

Keywords: nitrogen monoxide, thermal injury, burn disease, pathogenesis, oxidative stress, biocrystallomics
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Термическое поражение инициирует каскад 
системных функционально-метаболических 
нарушений, масштаб которых коррелирует 

с характеристиками ожога (глубиной, площа-
дью, наличием сопутствующих повреждений  
и/или термоингаляционной травмы) [1–4]. Это 
обусловливает сложность алгоритмов их пато-
генетической коррекции и необходимость учета 
многочисленных структурно-функциональных 
нарушений.

Одним из наиболее значимых компонентов пато-
генеза ожоговой болезни является развитие окис-
лительного стресса  – выраженной интенсификации 
свободнорадикальных процессов в крови и тканях, 
в том числе области ожога, протекающий на фоне 
существенного угнетения возможностей антиок-
сидантной системы [5, 6]. Убедительные данные о 
формировании индуцированного термической трав-
мой оксидантного стресса были получены ранее как 
в экспериментальных, так и в клинических услови-
ях [6–11]. Важными информативными индикатора-
ми изменений баланса про- и антиоксидантных си-

стем плазмы и сыворотки крови служили результаты 
оценки биохемилюминесцентного анализа и уровня 
стабильного метаболита процесса липопероксида-
ции – малонового диальдегида [6, 9, 12, 13].

Наличие выраженного окислительного стрес-
са, выступающего в качестве признака первичной и 
вторичной деструкции клеточных элементов, предо-
пределяет целесообразность направленной кор-
рекции сдвигов свободнорадикальных процессов 
[14, 15]. В настоящее время единственным спосо-
бом купирования нарушений окислительного мета-
болизма является применение синтетических со-
единений с антиоксидантной активностью [14, 15], 
тогда как возможности использования экзогенного 
монооксида азота (NO), обладающего при неболь-
ших концентрациях антиоксидантными свойствами, 
раскрыты недостаточно [16, 17]. Установлено на-
личие саногенетических эффектов динитрозильных 
комплексов железа с глутатионовыми лигандами при 
экспериментальной термической травме [18–20], 
однако другие варианты NO-терапии практически не  
изучались.
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Цель исследования  – провести сравнительную 
оценку состояния окислительного метаболизма и 
кристаллогенных свойств плазмы крови крыс с кон-
тактным термическим ожогом при эксперименталь-
ной терапии различными источниками монооксида 
азота.

Материал и методы. Исследование выполне-
но на 50 половозрелых самцах крыс линии Wistar 
(возраст 90–100 дней, масса 200–250 г), получен-
ных в осенне-зимний период из питомника «Стол-
бовая» (филиал Научного центра биомедицинских 
технологий федерального медико-биологического  
агентства).

Содержание животных осуществлялось в услови-
ях вивария Нижегородского государственного агро-
технологического университета им. Л. Я. Флорен-
тьева с соблюдением правил ARRIVE, Хельсинкской 
декларации, директивы ЕС 86/609/ECC и Конвенции 
Совета Европы. Животные получали стандартный 
рацион и воду без ограничений, содержались по 
2  особи в клетке с 12-часовым световым режимом. 
Хирургические манипуляции, введение препаратов 
и забор материалов выполнялись в виварии. Ла-
бораторный этап реализован на базе Лаборатории 
медицинской биофизики Университетской клиники 
Приволжского исследовательского медицинского 
университета.

Методом «конвертов» было сформировано 5 групп 
животных (n=10):

группа 1 – интактная (без воздействий);
группы 2, 3, 4, 5 (опытные группы)  – животные с 

моделью контактного термического ожога;
группа 2 (ТТ) – терапия не проводилась;
группа 3 (NOинг)  – животным проводили еже-

дневные ингаляции NO (20 ppm) длительностью 
1  минута в течение 10 дней (начиная со дня после 
ожога);

группа 4 (ДНКЖ) – крысам проводили внутрибрю-
шинные инъекции глутатион-содержащих динитро-
зильных комплексов железа (ДНКЖ) (в 0,9 % раство-
ре хлорида натрия; концентрация 0,45 мМ; разовая 
доза 2,86 мкг/г массы) в течение 10 дней (начиная со 
дня после ожога);

группа 5 (NOинг+ДНКЖ)  – сочетанное примене-
ние ингаляций NO и инъекций ДНКЖ.

Забор образцов крови из подъязычной вены у 
интактных крыс производился однократно, у живот-
ных опытных групп  – на 3-и, 7-е и 14-е сутки. Кровь 
стабилизировали цитратом натрия (1:9). В плазме и 
отмытых эритроцитах (разведение 1:4) оценивали 
активность про-/антиоксидантных систем методом 
Fe-индуцированной биохемилюминесценции (при-
бор БХЛ-06, Нижний Новгород, Россия). Регистри-
ровали светосумму за 30 секунд (усл. ед.), отражаю-
щую интенсивность перекисного окисления липидов 
и общую антиоксидантную активность по тангенсу 
угла наклона кривой tg 2α (усл. ед.). Уровень малоно-
вого диальдегида (МДА) (мМоль/л) в плазме опреде-
ляли по методу M. Uchiyama и M. Mihara [21].

Для кристаллоскопического анализа из каждого 
образца плазмы готовили фации (капли по 100 мкл с 
последующей естественной сушкой). Микроскопию 
проводили при увеличении х60 с полуколичествен-
ной оценкой кристаллизуемости, индекса структур-
ности, степени деструкции фации и выраженности 
краевой зоны [22].

Статистическая обработка данных выполнена 
методами вариационной статистики. Нормальность 
распределения проверяли критериями Колмого-
рова – Смирнова. Для нормально распределенных 

данных рассчитывали среднее (M) и стандартное 
отклонение (SD). Для распределений, отличных от 
нормального, определяли медиану (Me), первый и 
третий квартили (Q1–Q3). Сравнение независимых 
выборок с нормальным распределением проводили 
по t-критерию Стьюдента, зависимых  – по парно-
му t-критерию. Для непараметрических данных ис-
пользовали U-критерий Манна  – Уитни (независи-
мые выборки) и критерий Вилкоксона (зависимые). 
Множественные сравнения выполняли с помощью 
однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA, 
критерий Фишера) для параметрических данных 
или рангового анализа по Краскелу  – Уоллису для 
непараметрических. Уровень статистической зна-
чимости р≤0,05. Расчеты проводились при исполь-
зовании программых комплексов MS Office 2013 (Mi-
crosoft Corporation, США), «Statistica», v. 10 (StatSoft,  
США).

Результаты и обсуждение. В ходе исследо-
вания выявлено, что моделирование контактного 
термического ожога у крыс приводит к резкой акти-
вации свободнорадикальных процессов в плазме 
крови. Об этом свидетельствует рост показателя 
Fe-индуцированной биохемилюминесценции: в кон-
трольной группе он оказался выше на 67,5  %, чем у 
интактных особей (p<0,01). Все протестированные 
схемы терапии позволили добиться значимого сни-
жения интенсивности липопероксидации по сравне-
нию с животными 2 группы (p<0,05). Интересно, что 
лишь при использовании внутрибрюшинных инъек-
ций глутатион-содержащего динитрозильного ком-
плекса железа (донора оксида азота) изучаемый 
параметр сохранялся несколько выше, чем у здоро-
вых крыс, однако это различие было статистически 
незначимым и регистрировалось лишь на уровне 
тенденции (p<0,1). Данные результаты подтвержда-
ют протективный эффект применения оксида азота 
в физиологических дозировках по отношению к ин-
тенсификации свободнорадикальных процессов в 
плазме крови вне зависимости от формы введения 
соединения.

Проведен анализ общей антиоксидантной актив-
ности плазмы крови животных (рис. 1). Установлено, 
что у особей из контрольной группы данный показа-
тель был на 47,3 % ниже по сравнению с интактными 
животными (p<0,05). Данный факт, наряду с усиле-
нием процессов перекисного окисления липидов у 
прооперированных крыс, подтверждает развитие у 
них окислительного стресса, требующего терапев-
тической коррекции. Проведена оценка эффектив-
ности трех различных схем экспериментального ле-
чения. Все исследуемые методы приводили к росту 
антиоксидантной активности, однако степень выра-
женности эффекта различалась. Применение моно-
терапии у животных 3 и 4 групп позволило нормали-
зовать уровень общей антиоксидантной активности, 
доведя её до значений у здоровых крыс, при этом 
повышение относительно контроля составило 1,61  
и 1,64  раза соответственно (p<0,05). Наибольший 
эффект достигнут в 5 группе крыс, где зафиксирова-
но потенцирование действия, выразившееся в уве-
личении антиоксидантной активности относительно 
показателей 1 и 2 групп соответственно на 23,0 и 
133,2  % (p<0,05). Сохранение интенсивности липо-
пероксидации на уровне физиологических значений 
в сочетании с нарастанием антиоксидантного по-
тенциала плазмы крови свидетельствует о способ-
ности оксида азота в минимальных количествах к ку-
пированию лабораторных признаков окислительного  
стресса.
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Рис. 1. Общая антиоксидантная активность плазмы 
крови крыс исследуемых групп при различных вариантах 

экспериментальной терапии.
Примечание: ТТ – моделирование термической травмы, 
NOинг – ингаляции монооксида азота, ДНКЖ – внутрибрю-
шинное введение раствора динитрозильного комплекса 
железа; NOинг+ДНКЖ – сочетание ингаляций NO и внутри-
брюшинного введения ДНКЖ; * – p<0,05 в сравнении с 
интактными животными

Исследование концентрации малонового диаль-
дегида (МДА) в сыворотке крови крыс показало 
следующее распределение результатов (рис. 2). На 
фоне термического поражения в отсутствии терапии 
(2 группа) наблюдалась гиперпродукция МДА, при 
этом его уровень возрастал относительно показа-
телей здоровых животных на 103,1 % (p<0,05). В 3 и 
5 группах содержание МДА было значимо ниже кон-
трольных значений (p<0,05). В 4 группе особей со-
держание МДА на 49,0 % превышало значения, харак-
терные для интактных крыс (p<0,05). Следовательно, 
все тестируемые варианты NO-терапии снижают 
интенсивность свободнорадикальных процессов в 
плазме крови животных, что подтверждает антиокси-
дантные свойства рассматриваемого воздействия. 
По нашему мнению, более существенный эффект ин-
галяционного применения монооксида азота связан 
с дополнительным непосредственным вазодилятиру-
ющим влиянием на легочное сосудистое русло [23–
25] и, как следствие, антигипоксантным потенциалом 
данного лечебного подхода.

Рис. 2. Концентрация малонового диальдегида в плазме 
крови крыс исследуемых групп при различных вариантах 

экспериментальной терапии.
Примечание: ТТ – моделирование термической травмы, 
NOинг – ингаляции монооксида азота, ДНКЖ – внутрибрю-
шинное введение раствора динитрозильного комплекса 
железа; NOинг+ДНКЖ – сочетание ингаляций NO и внутри-
брюшинного введения ДНКЖ; * – p<0,05 в сравнении с 
интактными животными

Для оценки кристаллогенной активности плаз-
мы крови крыс у животных всех групп исследова-
ли особенности дегидратационной структуризации 
биологической жидкости с последующим изучени-
ем кристаллоскопических картин – фаций. Установ-
лено, что у представителей сформированных групп 
кристаллизуемость имеет существенные вариации 
(рис. 3). У 2 группы животных зафиксировано вы-
раженное угнетение кристаллогенеза, о чем свиде-
тельствует снижение уровня кристаллизуемости в 
2,0 раза относительно крыс 1 группы (p<0,05). Это 
обусловлено ингибирующими свойствами субстра-
тов эндогенной интоксикации, попадающих в кровь 
при термической травме и имеющими преимуще-
ственно альдегидную природу (например, малоно-
вый диальдегид). Это полностью согласуется с 
данными, полученными в предшествующих ис-
следованиях [22].

Рис. 3. Кристаллизуемость в фациях плазмы крови 
крыс исследуемых групп при различных вариантах 

экспериментальной терапии.
Примечание: ТТ – моделирование термической травмы, 
NOинг – ингаляции монооксида азота, ДНКЖ – внутрибрю-
шинное введение раствора динитрозильного комплекса 
железа; NOинг+ДНКЖ – сочетание ингаляций NO и внутри-
брюшинного введения ДНКЖ; * – p<0,05 в сравнении с 
интактными животными

Применение экспериментальной терапии значимо 
уменьшает выраженность данной тенденции, лишь 
в 3 группе животных кристаллизуемость остается на 
уровне особей 1 группы. У особей 4 и 5 групп отме-
чено увеличение плотности кристаллических элемен-
тов в фациях биологической жидкости относитель-
но крыс 1 группы соответственно в 2,42 и 2,02 раза 
(p<0,05). Вероятно, распад динитрозильных ком-
плексов железа, приводящий к высвобождению ио-
низированного металла-комплексообразователя, 
сдвигает кристаллостаз в сторону гиперструктури-
зации за счет увеличения количества центров кри-
сталлизации. Этому дополнительно может способ-
ствовать ресинтез ДНКЖ с белковыми лигандами 
in vivo [18–20].

Основным качественным показателем, указыва-
ющим на сложность структуропостроения кристал-
лических элементов в фациях, служит индекс струк-
турности (рис. 4). Анализ уровня данного индекса 
выявил его снижение в 1,81 раза у крыс 2 группы по 
сравнению с особями 1 группы (p<0,05). Это под-
тверждает ингибирование кристаллогенных свойств 
плазмы крови в условиях развития ожоговой токсе-
мии. Антиоксидантное действие всех рассматривае-
мых вариантов NO-терапии способствует купирова-
нию выявленных сдвигов, однако их выраженность 
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варьирует. Наименьшее нарастание индекса струк-
турности – в 1,94 раза – наблюдали у крыс 3 группы по 
сравнению с животными 2 группы (p<0,05). При этом 
его величина соответствует уровню в 1 группе крыс. 
Напротив, применение физиологического донора 
монооксида азота у животных 4 и 5 групп обеспечива-
ет увеличение показателя по сравнению с особями 1 
и 2 групп (p<0,01). Считаем, что приведенные данные 
связаны с собственной прокристаллогенной активно-
стью ДНКЖ и его метаболитов.

Рис. 4. Индекс структурности в фациях плазмы крови 
крыс исследуемых групп при различных вариантах 

экспериментальной терапии.
Примечание: ТТ – моделирование термической травмы, 
NOинг – ингаляции монооксида азота, ДНКЖ – внутрибрю-
шинное введение раствора динитрозильного комплекса 
железа; NOинг+ДНКЖ – сочетание ингаляций NO и внутри-
брюшинного введения ДНКЖ; * – p<0,05 в сравнении с 
интактными животными

В рамках исследования проведена оценка са- 
ногенетических эффектов определенной концен-
трации монооксида азота для каждого варианта 
NO-терапии. Эти режимы были выбраны с учетом 
собственного опыта биологических и лечебных 
исследований данных соединений на различных 
моделях in vitro и in vivo. При этом специфичность 
воздействия, а также нелинейный и дозозависимый 
характер ответа метаболизма организма на экзо-
генное введение монооксида азота предопреде-
ляют необходимость предварительной оценки со-
стояния про- и антиоксидантных систем плазмы 
крови для индивидуализации схемы лечения и пра-
вильного выбора оптимальной дозировки соеди-
нения.

Заключение. Таким образом, применение моно-
оксида азота вне зависимости от формы его введе-
ния обеспечивает условия для ускоренного и бо-
лее полного купирования явлений окислительного 
стресса и ингибирования кристаллогенной актив-
ности крови, индуцированных формированием ожо-
говой болезни в условиях экспериментальной моде-
ли. Каждый изученный вариант NO-терапии имеет 
характерные особенности: ингаляционный вариант 
оказывает наиболее оптимальное влияние на проте-
ом биосреды, применение физиологического доно-
ра соединения в максимальной степени нормализу-
ет органо-минеральный гомеостаз, а их комбинация 
позволяет достичь наиболее существенной стимуля-
ции антиоксидантных систем плазмы крови живот-
ных. Это следует учитывать при разработке персо-
нализированных алгоритмов ведения пациентов с 
ожоговой болезнью.

Авторы заявляют об отсутствии конфликта ин-
тересов.
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