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ВВЕДЕНИЕ 

 

Актуальность проблемы.  

Заболевания сердечно-сосудистой системы остаются одной 

из главных причин общей смертности в развитых странах 

[234]. В настоящее время накоплены доказательства того, что 

важным патогенетическим фактором развития многих  

заболеваний сердца и сосудов является гиперпродукция 

свободных радикалов, например, супероксида и 

гидропероксида, а также индукция свободнорадикальных 

процессов в липидных  структурах клетки [117, 155, 180, 

200, 205, 227, 230]. Общеизвестным является и тот факт, что 

тромболитическая терапия острого инфаркта миокарда и такие 

кардиохирургические вмешательства как аортокоронарное 

шунтирование и трансплантация сердца, в процессе которых 

миокард подвергается ишемии-реперфузии, неизбежно ведут к 

активации свободнорадикальных процессов в сердечной мышце 

[6, 12, 28, 52, 90]. Интенсивное образование оксирадикалов 
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может сопровождаться повреждением мембран и ядерных 

структур клеток, что, в свою очередь, может служить 

патогенетическим фактором развития сердечно-сосудистых 

заболеваний [21, 32, 148]. Кроме того,  в литературе 

приводятся данные о наличии обратной корреляции между 

содержанием антиоксидантов в плазме крови и риском развития 

сердечно-сосудистой патологии [21, 146, 147]. Установлено, 

что предварительное введение фармакологических агентов, 

обладающих антирадикальной активностью, способствует 

повышению резистентности миокарда к патогенному действию 

реоксигенации [4, 6, 15, 51, 59, 104]. Многочисленные 

экспериментальные и клинические наблюдения свидетельствуют 

о снижении активности основных ферментативных 

антиоксидантов в результате ишемии сердца [11, 48, 161, 

165, 198, 205]. Эти факты позволили исследователям 

предположить, что защищать миокард от воздействия 

окислительного стресса можно не только с помощью 

соединений, обладающих прямой антирадикальной активностью, 

но и с помощью ферментов, способных нейтрализовать активные 

формы кислорода.   

Так, в настоящее время установлено, что внутривенное 

введение антиокислительного фермента – супероксиддисмутазы 

(СОД) способствует повышению устойчивости миокарда к 

ишемии-реперфузии [213, 236].  Эффективность 

терапевтического действия СОД увеличивается при ее 

совместном введении с каталазой [170, 177].  

Однако, по  данным литературы, применение известных 

ингибиторов перекисного окисления не всегда оказывает 

выраженное кардиопротекторное действие [103, 113, 139, 211, 

229]. Это связано с тем, что неферментативные 

антиоксиданты, будучи активными донорами электронов, в 

процессе нейтрализации радикалов жирных кислот и кислорода 

могут сами трансформироваться в свободные радикалы 
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прооксидантного типа [18, 193, 214, 215, 245], а защитный 

эффект экзогенных СОД и каталазы ограничен низкой 

проницаемостью сарколеммы кардиомиоцитов для этих энзимов 

[34, 170, 177].  

Таким образом, актуальность поиска новых кардиотропных 

препаратов, способных эффективно защищать миокард от 

свободнорадикального повреждения при минимальных побочных 

эффектах, не вызывает сомнения. Логично предположить, что 

достичь повышения резистентности миокарда к повреждающему 

действию активных форм кислорода можно путем активации 

ферментов антиоксидантной защиты клетки. В этом случае 

исчезнет проблема трансмембранного переноса экзогенных 

энзимов, неизбежно возникающая при их использовании. Однако 

при этом остается открытым вопрос о том, с помощью каких 

фармакологических воздействий  можно добиться повышения 

активности ферментов, нейтрализующих активные формы 

кислорода. 

Анализ данных, полученных в нашей лаборатории,  

позволяет сделать предположение  о том, что одним из 

подходов к решению указанной проблемы может явиться 

использование опиоидных пептидов, способных модулировать 

процессы  пероксидации липидов [68, 69, 70, 93, 94]. Так, 

показано, что введение агонистов опиатных рецепторов 

способствует повышению резистентности сердца к различным 

повреждающим воздействиям [68, 69, 70, 93, 94], в 

патогенезе которых важную роль играет активация 

свободнорадикальных реакций. В частности установлено, что 

стимуляция опиатных рецепторов, предшествующая 

кратковременной коронароокклюзии и реперфузии, обеспечивает 

ограничение размеров зоны некроза [143, 223], а также 

эффективно предупреждает реперфузионное повреждение 

изолированного сердца [69, 94]. Предварительное 

использование опиоидов повышает толерантность миокарда к 
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влиянию интенсивной стресс-реакции [69, 66, 71, 78, 93], 

важным компонентом патогенеза которой является активация 

свободнорадикальных процессов в липидных структурах клеток 

[71, 81]. Сопоставляя эти факты можно предположить, что 

опиоидные пептиды могут повышать активность 

антиокислительных ферментов и, тем самым, позитивно влиять 

на устойчивость сердца к неблагоприятным факторам, в генезе 

которых важную роль играет окислительный стресс.  

Цель работы: исследовать вклад µ- и δ-опиатных 

рецепторов в регуляцию процессов перекисного окисления 

липидов и обеспечение устойчивости миокарда к 

свободнорадикальному повреждению.  

ЗАДАЧИ: 

1. Исследовать возможность опиатергической коррекции 

повреждений сарколеммы кардиомиоцитов и нарушений 

сократимости изолированного  перфузируемого сердца, 

вызванных окислительным стрессом.  

2. Оценить влияние сочетанной стимуляции периферических µ- 

и δ-опиатных рецепторов на уровень накопления продуктов 

перекисного окисления липидов и активность 

супероксиддисмутазы и каталазы в миокарде при 

моделировании его свободнорадикального повреждения.  

3. Изучить участие простаноидов в реализации 

кардиопротекторного эффекта активации µ- и δ-опиатных 

рецепторов в условиях стимуляции липоперекисных 

процессов. 

4. Исследовать вклад µ-рецепторов в регуляцию 

резистентности сарколеммы кардиомиоцитов, уровня 

малонового диальдегида, диеновых конъюгатов, активности 

каталазы и супероксиддисмутазы, а также сократимости 

миокарда при окислительном стрессе. 

5. Изучить эффекты in vivo- и in vitro-стимуляции δ-
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опиатных рецепторов на устойчивость кардиомиоцитов, 

динамику накопления липоперекисей, активность 

антиокислительных ферментов и контрактильность миокарда 

в условиях стимуляции перекисного окисления липидов.  

6. Выяснить роль NO-синтазы в реализации 

кардиопротекторного эффекта, обусловленного селективной 

активацией δ-опиатных рецепторов в условиях 

интенсификации свободнорадикальных процессов. 

7. Оценить участие эндогенных опиоидов в процессах 

обеспечения резистентности миокарда к действию 

окислительного стресса. 

 

Научная новизна и практическая значимость.  

В работе предложены новые принципы предупреждения 

свободнорадикальных повреждений изолированного сердца, 

связанные с воздействием на опиатные рецепторы. В процессе 

исследования было впервые установлено, что предварительная 

in vivo-стимуляция периферических δ-опиатных рецепторов, в 

значительной степени, повышает устойчивость миокарда к 

повреждающему действию активных форм кислорода. 

Принципиально новым является выдвинутое в работе положение 

о том, что данный кардиопротекторный эффект δ-агонистов 

связан с повышением активности супероксиддисмутазы и 

угнетением процессов пероксидации липидов в ткани миокарда. 

Показано, что активация δ-рецепторов, расположенных на 

мембранах кардиомиоцитов, не влияет на резистентность 

сердца к окислительному стрессу. Установлено, что 

стимуляция опиатных рецепторов в условиях интенсивного 

образования продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) 

обеспечивает увеличение индекса “простациклин/тромбоксан”.  
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Впервые получены данные о том, что активация µ-

рецепторов не защищает миокард от патогенного действия 

свободных радикалов. 

Настоящая работа вносит вклад в развитие 

фундаментальных представлений о роли опиоидной системы в 

механизмах повышения толерантности кардиомиоцитов к 

свободнорадикальному повреждению. 

Основные положения работы могут быть использованы в 

качестве теоретической основы для прикладных исследований, 

направленных на  создание принципиально новых 

фармакологических препаратов, способных  активировать 

ферментативные системы антиоксидантной защиты сердца.  

По результатам выполненных исследований получен патент 

№ 2163817 на использование опиоидного пептида в качестве 

препарата, обладающего кардиопротекторной активностью.  

Работа выполнена в соответствии с темой № 095 “Роль 

мю- и дельта-опиатных рецепторов в патогенезе 

реперфузионного нарушения ритма и сократимости 

изолированного сердца” (№ Госрегистрации 01.9.90 001639) 

основного плана научных исследований НИИ кардиологии ТНЦ СО 

РАМН.   

Основные положения, выносимые на защиту: 

1. Предварительная  in vivo-активация δ-опиатных 

рецепторов способствует повышению резистентности 

кардиомиоцитов к действию свободных радикалов. В реализации 

данного кардиопротекторного эффекта важную роль играют NO-

синтаза, супероксиддисмутаза и угнетение процессов 

пероксидации липидов.  

2. Стимуляция µ-рецепторов снижает устойчивость сердца 

к патогенному действию активных форм кислорода. 
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3. Эндогенные агонисты µ- и δ- рецепторов не играют 

существенной роли в регуляции толерантности миокарда к 

окислительному стрессу. 

Апробация диссертации. 

Материалы диссертации обсуждались на конференции НИИ 

кардиологии ТНЦ СО РАМН "Актуальные проблемы кардиологии" 

(Томск, 9-10 сентября 1997 г.); второй ежегодной научной 

сессии Кемеровского кардиологического центра СО РАМН 

"Актуальные проблемы кардиологии и сердечно-сосудистой 

хирургии" (Кемерово, 16 октября 1998 г.); межрегиональной 

научной конференции Сибири и Дальнего Востока, посвященной 

150-летию со дня рождения академика И.П. Павлова. (Томск, 

25 - 26 ноября 1999 г.); региональной научной конференции 

"Актуальные проблемы кардиологии", посвященной 20-летию НИИ 

кардиологии ТНЦ СО РАМН (Томск, 14-15 сентября 2000 г.); 

региональной научной конференции "Актуальные проблемы 

кардиологии" (Тюмень, 22-23 ноября 2000 г.) 

 

Публикации.  

По материалам диссертации опубликовано 13 печатных 

работ, из них 6 статей в центральных журналах, 8 публикаций 

- в материалах региональных конференций. 

Объем и структура работы. Диссертация изложена на 179 

страницах машинописного текста и состоит из введения, трех 

глав, заключения, выводов и списка литературы, включающего 

251 источник, из которых 114 отечественных и 137 

иностранных. Диссертация иллюстрирована 8 таблицами и 25 

рисунками. 
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Глава 1. ОБЗОР ЛИТЕРАТУРЫ  
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1.1.Патогенетическая роль свободных радикалов при 

повреждениях сердца 

 

В настоящее время сердечно-сосудистые заболевания 

являются основной причиной смертности трудоспособного 

населения в развитых и развивающихся странах [234]. В 

многочисленных экспериментальных и клинических 

исследованиях показан вклад процессов перекисного окисления 

липидов (ПОЛ) в патогенез инфаркта миокарда [14, 20, 48, 

83, 88, 135, 161], атеросклероза [18, 45, 99, 230], 

ишемической болезни сердца (ИБС) [1, 8, 44, 148, 150], 

стенокардии [47, 97]. Как известно, ПОЛ протекает по 

механизму свободнорадикальных цепных реакций, в результате 

которых образуются активные кислородные метаболиты (АКМ), 

радикалы жирных кислот и их перекисей [11, 18]. Повышение 

тканевого уровня реактивных оксирадикалов в процессе 

развития патологических процессов или в результате 

воздействия неблагоприятных факторов окружающей среды на 

организм характеризуется как состояние оксидативного (или 

окислительного) стресса [34]. Активные формы кислорода, 

благодаря своей высокой химической реактивности,  способны 

вызывать свободнорадикальную оксидацию и повреждение 

мембранных липидов [18, 34], ядерных нуклеиновых кислот 

[167], мембраносвязанных и цитозольных белков, выполняющих 

в клетке многочисленные функции: сохранение ионного 

гомеостаза внутриклеточной среды, синтез белков, жиров, 

углеводов, макроэргов;  обеспечение сократительной 

активности кардиомиоцитов и т.д. [74, 179, 231, 246]. 

Избыточное образование активных форм кислорода приводит к 

нарушению функции отдельных клеток, а затем уже и органа в 

целом. 

В настоящее время установлено, что перекисное окисление 

липидов является одним из наиболее сильных модификаторов 
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липидов биологических  мембран [11, 18, 97  113]. Так, 

активация ПОЛ способствует увеличению проницаемости 

клеточных мембран для различных ионов, следствием чего 

может явиться нарушение ионного гомеостаза внутриклеточной 

среды [242]. Эффект потери клеточными мембранами барьерных 

свойств может быть обусловлен ионофороподобным действием 

продуктов ПОЛ или снижением мембранного потенциала клетки 

[18]. Активация процессов ПОЛ в митохондриальных мембранах 

сопровождается нарушением синтеза макроэргов [156, 185, 

212], вследствие чего снижается интенсивность 

энергозависимой аккумуляции Са2+ в саркоплазматическом 

ретикулуме (СПР) и увеличивается концентрация кальция в 

цитоплазме [18]. В СПР наблюдается три основных эффекта 

перекисного окисления липидов [107]: (1) увеличение 

пассивной утечки Са2+, (2) выраженное уменьшение скорости 

активного накопления Са2+, (3) умеренное изменение 

активности АТФаз. Нарушение процессов элиминации Ca2+ из 

саркоплазмы и его транспорта в СПР способствует 

возникновению Са2+-перегрузки кардиомиоцитов [179, 231]. 

Перегрузка кардиомиоцитов ионами кальция, как известно, 

вызывает нарушение насосной функции миокарда [96], а также 

обеспечивает активацию Са2+-зависимой фосфолипазы А2  и, как 

следствие, повреждение сарколеммы клеток миокарда  [11]. 

Активация Са2+-зависимых протеаз может способствовать 

разрушению сарколеммального аппарата кардиомиоцитов, в 

частности, тропонина миофибрилл, вставочных дисков, 

связывающих кардиомиоциты между собой [133]. Возникающая в 

результате перегрузки Са2+ кардиомиоцитов контрактура может 

сопровождаться разрывом вставочных дисков и сарколеммы, то 

есть стать причиной механического нарушения клеток миокарда 

и миокардиального синцития в целом [81]. 

Нарушение целостности сарколеммы и изменение 

функциональной активности СПР кардиомиоцитов приводит к 
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дополнительному поступлению Са2+ в цитоплазму, в результате 

замыкается круг патологических реакций, приводящих к 

нарушениям липидного бислоя мембран. 

Важную роль в активации свободнорадикальных реакций в 

липидных структурах клеток играет наличие следующих 

факторов:  

1. Наличие субстратов окисления, для процессов ПОЛ 

таковыми служат полиненасыщенные жирные кислоты (ПНЖК). 

2. Присутствие в органах и тканях молекулярного 

кислорода, необходимого для образования его активных форм 

на стадии инициации свободных радикалов. В настоящее время 

имеется достаточное количество данных, согласно которым 

свободнорадикальные реакции могут протекать при очень 

низких значениях  рО2 в тканях. Так установлено, что в 

системе  при концентрации О2, равной всего 10-6 М, все 

липидные радикалы  превращаются в перекисные, а скорость 

свободнорадикальной реакции не зависит от концентрации О2 и 

практически не меняется вплоть до полного исчезновения О2 из 

системы [11, 19]. 

В литературе рассматривается ряд систем, играющих 

важную роль в генерировании активных форм кислорода как в 

физиологических, так и в патологических условиях. Так О• 

может образовываться в незначительных количествах в 

физиологических условиях в результате “утечки” электронов в 

дыхательной цепи митохондрий, а скорость его образования 

находится в прямой зависимости от степени сопряженности 

дыхательной цепи и резко возрастает при блокаде дыхательной 

цепи [56]. Увеличение скорости образования О• по такому пути 

возможно как в результате применения специфических 

блокаторов дыхательной цепи, так и при ишемии органа [11, 

61]. 

Образование активных форм кислорода отмечено также в 

электронно-транспортной цепи микросом в НАДФН-цитохром Р450-
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зависимой системе гидроксилирования ксенобиотиков [3, 89]. 

НАДФН-цитохром Р450-зависимая система гидроксилирования 

ксенобиотиков содержится главным образом в 

эндоплазматическом ретикулуме печени, однако аналогичные 

системы имеются и в других органах, за исключением 

саркоплазматического ретикулума миокарда и скелетных мышц 

[57].  

Возможно образование активных форм кислорода, в 

частности О•, в процессе метаболизма пуринов и пиримидинов 

по ксантиноксидазному пути [114]. Представление об участии 

системы гипоксантин-ксантиноксидаза в образовании активных 

форм кислорода в процессе ишемии органов базируется, по 

крайней мере, на основании двух наблюдений, касающихся, во-

первых, конверсии ксантиндегидрогеназы в ксантиноксидазу в 

зоне ишемии и, во-вторых, повышения уровня субстратов 

реакции в ишемизированном органе [11, 18].  

Кроме этого, образование активных кислородных форм 

происходит при синтезе простагландина-Н из простагландина-G2 

на начальных этапах метаболизма арахидоновой кислоты. 

Наконец, циклооксигеназа и липоксигеназа являются 

ферментами образующими гидроперекиси и МДА, т.е. сами могут 

приводить к индукции ферментативного ПОЛ [11].  

Образующиеся АКМ быстро реагируют с жирными кислотами 

мембранных фосфолипидов и ПНЖК с образованием первичных 

продуктов ПОЛ – гидроперекисей липидов [19, 48]. Дальнейшее 

протекание процессов ПОЛ предполагает наличие 

восстановленных комплексов металлов переменной валентности 

[18]. При участи этих комплексов за счет радикального 

распада гидроперекисей липидов возникают радикалы перекисей 

жирных кислот, способные атаковать непредельные липиды 

мембран. Этот процесс способствует дальнейшей активации 

реакций свободнорадикального окисления  липидов. При 

выраженной активации ПОЛ, когда окислительной деградации 
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подвергается значительное количество мембранных 

фосфолипидов, изменения в липидном микроокружении 

интегральных белков ограничивают конформационную 

подвижность полипептидной цепи, необходимую для нормального 

функционирования ферментов, рецепторов [9] и 

каналообразующих белков [49]. 

3. Для инициации и протекания реакций 

свободнорадикального окисления в биологических системах 

необходимо присутствие как кислородных радикалов, так и 

ионов металлов переменной валентности, наиболее 

распространенным представителем которых в организме 

является железо, присутствующее в составе гемоглобина, 

ферритина и трансферрина [18].  

Вклад эффектов, возникающих при действии свободных 

радикалов на липидный бислой мембраны, в патогенез 

заболеваний человека можно представить в виде единой  схемы 

(рис. 1).  

Важным объектом воздействия свободных радикалов в 

клетках, в том числе и в кардиомиоцитах, являются белки. 

Окислительное действие АКМ приводит к трем вариантам 

изменения физико-химических свойств белков: фрагментации, 

агрегации и подверженности протеолизу [246]. В результате 

усиления процессов свободнорадикального окисления 

происходит изменение свойств таких мембранных белков, как 

транспортные Са2+-АТФаза [179, 231] и  К+/Na+-АТФаза [108] , 

цитохромы b5, с, Р450 [19, 74]. В основе указанного 

модифицирующего воздействия может также лежать обеднение 

микроокружения белков полиеновыми фосфолипидами, 

образование межмолекулярных сшивок за счет взаимодействия 

со вторичными продуктами ПОЛ, окисление сульфгидрильных 

групп (SH-групп) аминокислотных остатков [106]. Критическим 

элементом кардиомиоцитов, содержащим SH-группы и 

подверженным  токсическому дей- 
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Рис.1. Вклад эффектов, возникающих при действии 

свободных радикалов на липидный бислой мембраны, в 

патогенез заболеваний человека. Цитировано по Владимирову 

Ю.А. [18] 

 

ствию АКМ, является Са2+-АТФаза [179, 231]. Повреждение этой 

ионной помпы приводит к нарушению транспорта ионов Са2+ 

через мембрану, увеличению концентрации [Са2+]i, что 
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сопровождается проявлениями повреждающих эффектов избытка 

Са2+, о которых говорилось выше.  

Интенсификация свободнорадикальных процессов приводит к 

снижению активности ферментативных антиоксидантов. Так, 

показано, что ишемия сопровождается снижением активности 

супероксиддисмутазы, каталазы, глутатионпероксидазы, что 

ограничивает способность клеток метаболизировать активные 

формы кислорода [11, 34] и контролировать интенсивность 

протекания свободнорадикальных реакций. Причиной такого 

снижения ферментативной активности может быть как нарушение 

энергетического обеспечения и снижение вследствие этого 

синтеза ферментов de novo, так и прямое повреждение 

активного центра ферментов избытком свободных радикалов 

[25, 30, 58]. Одновременно с инактивацией ферментативного 

звена антиоксидантной системы отмечается снижение общей 

антиокислительной активности [11], что свидетельствует в 

пользу истощения запасов неферментативных антиоксидантов в 

очаге повреждения. Такое снижение антиоксидантной защиты 

клетки способно потенциировать повреждающее действие 

свободнорадикальных процессов. 

Из всего вышесказанного следует, что повреждающее 

действие свободнорадикальных процессов ведет к увеличению 

проницаемости липидного бислоя мембраны, нарушению 

функционирования белков (мембраносвязанных АТФаз, 

цитохромов, рецепторного аппарата клетки и цитозольных 

ферментов), что приводит, в конечном итоге, к грубому 

нарушению структуры и функций клеточных органелл и гибели 

клетки. 
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1.2. Антиоксидантные механизмы защиты миокарда при 

свободнорадикальных повреждениях 

 

Основными факторами, контролирующими интенсивность 

образования и формирование патологических эффектов активных 

форм кислорода и реактивных гидроперекисей липидов в 

тканях, являются антиоксиданты. Система антиоксидантов 

представлена в организме ферментативными и 

неферментативными антиоксидантами. 

К числу неферментативных  антиоксидантов относят: 

аскорбиновую кислоту, токоферолы, каротиноиды, ретинол, 

цистеин, мочевую кислоту, растительные флавоноиды, 

ненасыщенные жирные кислоты и др. [14, 41, 86]. В основе 

механизма действия неферментативных антиоксидантов лежит их 

способность легко отдавать электрон свободным радикалам, 

превращая их, тем самым, в химически инертные соединения. 

Однако неферментативные антиоксиданты выполняют в организме 

лишь буферную функцию по отношению к свободнорадикальным 

метаболитам, так как будучи активными донорами электронов 

они при нейтрализации радикалов жирных кислот и кислорода 

сами трансформируются в свободные радикалы прооксидантного 

типа - аскорбил, токоферил, ретинил и др., правда с намного 

меньшей радикальной активностью по сравнению с АКМ и 

перекисными радикалами жирных кислот [18, 193, 214, 215, 
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245]. За счет указанного феномена неферментативные 

антиоксиданты создают временной лаг-период, позволяющий 

организму активировать синтез основных "тушителей" 

оксирадикалов - антиоксидантных ферментов [240].  

Важно отметить и то, что при переходе в 

свободнорадикальную форму неферментативные антиоксиданты 

способны восстанавливать и, как следствие, высвобождать 

ионы металлов с переменной валентностью (Fe3+, Cu2+ Zn+, Mn3+ 

и др.) из трансферрина, ферритина, церулоплазмина и металл-

содержащих энзимов, которые благодаря своим 

электроннодонорным свойствам могут поддерживать и даже 

отягощать свободнорадикальное окисление липидов [140, 151, 

159, 203, 214]. Помимо сказанного выше, недостатком 

большинства неферментативных антиоксидантов является их 

адаптивная инертность, обусловленная ограниченным 

депонированием в организме и большой зависимостью от 

поступления с пищевыми продуктами, что имеет 

неблагоприятное прогностическое значение в условиях 

длительного воздействия на организм оксидативных стресс-

факторов [154].  

С этой позиции принципиально важным преимуществом 

ферментативных антиоксидантов является возможность их 

синтеза в организме [171, 184, 186, 209]. При этом 

индукторами синтеза энзимов, реализующими свой эффект на 

генетическом уровне, могут выступать соответствующие 

активные формы кислорода [100, 233]. Преимуществом 

ферментативной инактивации активных форм кислорода является 

и меньшая токсичность продуктов нейтрализации. Следует 

отметить, что молекулы антиокислительных ферментов 

многократно участвуют в реакции нейтрализации активных форм 

кислорода или гидроперекисей липидов, поскольку их 

функционирование происходит циклически с восстановлением 

активности фермента. 
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Система ферментов, ответственных за удаление активных 

форм кислорода и стабильных радикалов, а также разложение 

перекисей липидов нерадикальным путем представлена в клетке 

четырьмя основными энзимами: супероксиддисмутаза (СОД, КФ 

1.15.1.1.), каталаза (КФ 1.11.1.6),  глутатионпероксидаза 

(КФ 1.11.1.9) и глутатионредуктаза (КФ 1.6.4.2.). 

Последовательное взаимодействие между собой двух 

координированных энзимов - СОД и каталаза - ингибирует 

образование гидроксильных радикалов, тем самым регулируя 

ПОЛ на стадии инициации цепи, когда идет взаимодействие 

активных форм кислорода с ненасыщенными жирными кислотами. 

Заключительные этапы процесса ПОЛ находятся под контролем 

глутатионзависимых ферментов - глутатионпероксидазы и 

глутатионредуктазы. Глутатионпероксидаза востанавливает 

гидроперекиси и перекиси ненасыщенных жирных кислот в 

оксидопроизводные с окислением восстановленного глутатиона, 

а глутатионредуктаза катализирует восстановление 

окисленного глутатиона за счет окисления НАДФН.  Помимо 

гидроперекисей липидов глутатионпероксидаза может разлагать 

Н2О2, и обладает к ней более высоким сродством по сравнению 

с каталазой, поэтому первая работает при низких 

концентрациях перекиси водорода, а каталаза играет ведущую 

роль в защите клеток от окислительного стресса, вызванного 

высокими концентрациями Н2О2  [138, 224].  

Супероксиддисмутаза является единственным среди 

известных антиоксидантных ферментов, непосредственно 

обеспечивающим обрыв цепей кислород-зависимых 

свободнорадикальных реакций в клетках аэробных организмов. 

Она осуществляет рекомбинацию радикалов O2
• с образованием 

Н2О2 и триплетного кислорода [101]. Супероксиддисмутаза, 

представлена в живых организмах несколькими изоферментными 

формами, отличающимися строением активного центра [34]. 

Изоэнзим, содержащий медь и цинк (Cu, Zn-СОД) чувствителен 
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к цианиду и локализован в ядрах, цитоплазме, пероксисомах, 

межмембранном пространстве митохондрий [174, 176]. 

Цианидрезистентная марганцевая изоформа (Mn-СОД) 

локализована в митохондриях [101, 244]. Основным изоэнзимом 

плазмы, лимфы и синовиальной жидкости является 

экстрацеллюлярная высокомолекулярная форма СОД [188]. Таким 

образом, наличие нескольких изоферментных форм СОД, а также 

широкий диапазон действая рН фермента - от 4,8 до 10 [34] - 

свидетельствуют о ее важной биологической роли в живых 

организмах.  

 Регуляция активности СОД осуществляется всей 

многокомпонентной редокс-системой клетки. Интермедиаты 

окислительно-восстановительного метаболизма, являясь 

генераторами O2
•, могут выполнять триггерную роль: 

индуцировать синтез фермента при увеличении концентрации 

доноров электронов [100]. Снижение активности СОД может 

быть обусловлено увеличением как концентрации Н2О2 [163], так 

и токсических продуктов пероксидации липидов (перекисей 

жирных кислот, альдегидов, кетонов), которые способствуют 

подавлению активности СОД и других  антиокислительных 

ферментов [30, 58, 126]. Следовательно, активность СОД 

находится в прямой зависимости от интенсивности процессов 

ПОЛ, а снижение ее активности, в свою очередь, способствует 

увеличению содержания перекисей липидов. 

Регулирующее действие на активность СОД оказывают 

глутатион, цистеин и другие SH-содержащие соединения [101]. 

Так, значительное увеличение активности Cu,Zn-СОД в печени 

крыс обнаружено в опытах in vitro при введении глутатиона, 

цистеина и других сульфгидрильных соединений [162]. 

Активация  СОД в данном случае связывается авторами с 

восстановлением Cu2+ в активном центре фермента SH-

соединениями, вызывающими ускорение окислительно-
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восстановительного цикла Cu2+ - Cu+ и, следовательно, 

увеличение скорости ферментативной дисмутации.  

В настоящее время  показано участие оксида азота (NO) 

в регуляции активности СОД [136, 251]. Возможно, что данное 

регуляторное влияние осуществляется за счет контроля 

активности процессов ПОЛ, поскольку во многих исследованиях 

NO рассматривается как антиоксидант, который тормозит 

развитие радикальных окислительных реакций [172, 191, 201].  

Как отмечалось выше, синергистом СОД в регуляции 

процессов инициации свободнорадикальных реакций является 

каталаза - гемсодержащий фермент, способствующий разложению 

перекиси водорода в реакции [11, 244]: 

Кат-Fe3+ + H2O2 = Кат-Fe3+ + Н2О + О2 

В клетках до 80%  каталазы локализовано в 

пероксисомах, где её концентрация составляет 10-6М,  и 20% - 

в цитозоле  [11]. Каталаза относится к ферментам, которые 

наиболее длительно сохраняют свою высокую активность, и 

почти не требуют энергии активации. Скорость реакции, 

катализируемой этим энзимом, лимитируется лишь скоростью 

диффузии субстрата к активному центру. Каталаза, так же как 

и СОД, подвержена регуляторному влиянию со стороны NO [121, 

196], поскольку в ее активном центре содержится атом 

железа, способный взаимодействовать с молекулой оксида 

азота.   

В экспериментальных исследованиях in vivo показана 

возможность эффективной защиты миокарда от повреждающего 

действия пероксидации липидов путем введения экзогенных 

антиоксидантных ферментов [127, 213, 236], что делает 

возможным их применение в терапии инфаркта миокарда и 

других патологических процессов в организме, 

сопровождающихся активацией свободно-радикальных процессов. 

Однако, из-за большой молекулярной массы (250 кД) каталаза 

плохо проникает внутрь клеток [170, 177], а во внеклеточных 



 30

жидкостях быстро теряет свою активность в результате 

действия протеолитических ферментов, что может служить 

ограничением фармакологического применения фермента. Вместе 

с тем, показано, что совместное применение СОД и каталазы 

значительно эффективнее защищает клетки от окислительного 

стресса, чем использование ферментов по отдельности  [170, 

177]. 

Литературные сведения о ключевом значении пероксидации 

липидов, а, следовательно, и активности ферментативных 

представителей антиоксидантной системы в патогенезе 

различных видов сердечно-сосудистой патологии служат 

основанием для поиска новых способов эффективной защиты 

миокарда от патологического влияния окислительного стресса. 

В этом плане заслуживают внимания данные литературы о 

кардиопротекторных и антиаритмических эффектах опиоидных 

пептидов [27, 63, 64, 65, 66, 67, 93, 94, 143, 222, 223]. 

Эти данные дают возможность предполагать влияние опиоидов 

на интенсивность протекания свободнорадикальных реакций в 

ткани миокарда и активность СОД и каталазы.  
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1.3. Эндогенная опиоидная система и устойчивость миокарда к 

действию повреждающих факторов 

Опиаты – одни из самых древних средств, известных 

медицине. Они применяются в качестве обезболивающих или 

наркотических веществ уже около 18 веков. В настоящее 

время показано участие опиоидной системы в формировании 

устойчивости организма, в целом, и миокарда, в 

частности, к патогенному влиянию стрессорных [65, 66, 

93, 76, 78] и аритмогенных факторов [75, 77, 91, 92], а 

также к повреждениям, вызванным ишемией и последующей 

реперфузией [67, 94, 143, 222, 223]. Тем не менее, 

остается еще много вопросов о механизмах реализации 

защитных эффектов опиатов в процессе развития 

патологических процессов.  

Известные на сегодняшний день литературные данные 

свидетельствуют о позитивном влиянии агонистов ОР в 

отношении сократимости сердца и скорости репаративных 

процессов в сердечной мышце при моделировании у 

животных острого инфаркта миокарда [7, 23, 24, 33, 36, 

98]. В работе Афонской Н.А. с соавт. (1986 г.) было 

показано, что введение одного из энкефалинов - 

даларгина - кроликам на фоне острой ишемии миокарда 

стимулировало рост капилляров, пролиферацию клеточных 
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элементов, образование коллагена и миофибробластов, а 

также способствовало более полноценному рубцеванию и 

ускорению заживления [7]. Приведённые данные о 

стимуляции даларгином репаративных процессов в сердце 

при экспериментальном инфаркте миокарда согласуются с 

результатами исследований, проведенных Л.В. Масловой и 

соавт. (1991 г.), показавших способность этого опиоида 

стимулировать биосинтез белка в миокарде в условиях 

стресса [79]. 

Особый интерес вызывают работы, посвященные влиянию 

опиоидных пептидов на сократимость сердечной мышцы при 

экспериментальном инфаркте миокарда. Так, в ряде 

исследований было показано, что введение крысам бета-

эндорфина предупреждает наблюдаемое при инфаркте 

нарушение сократимости условно интактных отделов сердца 

[33, 82]. На модели тотальной ишемии изолированного 

перфузируемого сердца также показано, что селективные 

агонисты µ-ОР DAМGO и DALDA при внутривенном введении 

крысам в дозе 0,1 мг/кг препятствуют   падению 

давления, развиваемого левым желудочком, и ограничивают 

выход КФК в оттекающий от миокарда перфузат в 

реперфузионном периоде[67]. В то же время блокада µ-

рецепторов предупреждает возникновение нарушений 

диастолической релаксации миокарда в постишемическом 

периоде [67, 69]. Таким образом, предварительное 

введение ОП позволяет предупредить снижение ударного и 

минутного объема сердца при ишемии-реперфузии. Наряду с 

этим, имеются данные, что внесение в перфузионный 

раствор блокатора ОР - налоксона, также способствует 

повышению резистентности миокарда к повреждающему 

действию гипоксии изолированного перфузируемого сердца 

крысы [181].  
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В нашей лаборатории было показано, что энкефалины 

способны оказывать кардиопротекторное действие в ходе 

развития интенсивной стресс-реакции, что выражалось 

уменьшением аккумуляции меченного пирофосфатом технеция 

в миокарде и снижением концентрации креатинфосфокиназы 

(КФК) в плазме крови [65]. Однако, было обнаружено и 

то, что кардиопротекторный эффект у стрессированных 

животных развивается и в ответ на введение 

неселективного блокатора ОР - налоксона [65, 66]. Все 

эти факты свидетельствуют о противоречивости 

литературных данных о роли опиоидных пептидов и их 

рецепторов в регуляции целостности мембран 

кардиомиоцитов.  

Исследования, выполненные группой ученых под 

руководством проф. G.J.Gross, свидетельствуют о 

повышении толерантности миокарда к патогенному влиянию 

ишемии в результате предварительной стимуляции ОР. Так, 

ими было показано, что предварительное введение 

агониста δ1-ОР  TAN-67 способствует ограничению размера 

зоны некроза при экспериментальной коронароокклюзии 

[143, 223]. Согласно рабочей гипотезе этих авторов 

реализация протекторного эффекта лигандов ОР 

осуществляется в результате активациии G-белок-

сопряженных АТФ-зависимых калиевых каналов (К+АТР-

каналы), поскольку показано, что предварительное 

ведение животным блокатора митохондриальных К+АТР-каналов 

- 5-hydroxydecanoic acid препятствует реализации 

защитного эффекта TAN-67 [143]. Аналогичные результаты 

были получены и на культуре кардиомиоцитов желудочков 

эмбрионов цыплят, предобработка которых блокатором 

сарколеммальных КАТР-каналов - глибенкламидом или 

блокатором митохондриальных КАТР-каналов - 5-

hydroxydecanoic acid нивелировала проявление защитного 
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эффекта морфина при моделировании 90 минутной  ишемии 

[183]. Это выражалось повышением процента гибели 

кардиомиоцитов и увеличением выхода креатинфосфокиназы 

в инкубационную среду по сравнению с культурой 

кардиомиоцитов, подвергшейся ишемическому воздействию 

на фоне предварительного воздействия µ-агонистом - 

морфином. В настоящее время показано, что активация 

митохондриальных К+АТР-каналов способствует повышению 

устойчивости кардиомиоцитов к ишемическим и 

реперфузионным повреждениям [116, 145], что 

обеспечивает быстрое восстановление нормального уровня 

АТФ в клетках миокарда в реоксигенационном периоде 

[116, 145]. В свою очередь, высокое содержание АТФ в 

кардиомиоцитах создает условия для эффективной работы 

энергозависимых Са2+-насосов и, как следствие, 

предупреждает возникновение реоксигенационной Са2+-

перегрузки миокарда и улучшает насосную функцию сердца 

в реперфузионном периоде [116, 145].  

Согласно публикациям Downey J.M. et.al. [194], 

внутриклеточным посредником, участвующим в реализации 

протекторного эффекта морфина при ишемическом 

повреждении миокарда, оцениваемого по ограничению зоны 

некроза, можно считать протеинкиназу С. Ее активация, 

наблюдаемая при введении морфина, носит рецептор-

опосредованный характер, доказательством чего служит 

то, что предварительное введение блокатора 

протеинкиназы С или налоксона устраняло 

кардиопротекторный эффект морфина [194]. 

Как было отмечено выше, энкефалины способны 

повышать толерантность миокарда к стресс-индуцированным 

повреждениям. Так, введение крысам даларгина, 

предшествующее 6-часовому эмоционально-болевому 

стрессу, существенно ограничивало накопление сердечной 
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мышцей меченного технецием пирофосфата [63, 71], и 

снижало уровень креатинфосфокиназы в сыворотке крови 

экспериментальных животных [63, 71]. Аналогичный 

протекторный  эффект синтетических энкефалинов 

наблюдался и при моделировании у животных 24-часового 

иммобилизационного стресса [65, 66, 93]. В механизме 

защитного действия опиоидных пептидов при стрессорных 

повреждениях сердца главную роль отводят ограничению 

адренергического звена стресс-реакции [93]. 

Установлено, что в процессе развития стресс-реакции 

происходит сопряженный выход АКТГ и бета-эндорфина из 

гипофиза [141], а так же катехоламинов и энкефалинов из 

хромофинных клеток надпочечников [110, 118]. 

Высвобождение ОП из мест локализации происходит не 

тонически, а лишь при высокой и длительной импульсной 

активности нерва и значительном выделении медиатора, в 

ситуации типичной для стресс-реакции. При этом 

опиоидные пептиды ингибируют дальнейшее высвобождение 

катехоламинов из надпочечников, симпатических 

терминалей  и тем самым предупреждают его чрезмерный 

выход из нервных терминалей [157,  164].   

В механизме кардиопротекторного действия ОП при 

стрессорных повреждениях существенное место занимает, 

скорее всего, не только ограничение выброса 

катехоламинов в кровь, но и способность опиоидов 

ингибировать активность аденилатциклазы с последующим 

снижением уровня циклического аденозинмонофосфата 

(цАМФ) [128, 175]. Как известно, цАМФ модулирует работу 

Са2+-каналов в сердце через активацию протеинкиназы А, 

которая, в свою очередь, фосфорилирует белки Са2+-

каналов, что ведет к увеличению ионного тока по этим 

каналам и Са2+-перегрузке кардиомиоцитов [16]. В 

результате активации ОР происходит уменьшение цАМФ-
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зависимого поступления Са2+ в миоплазму, и, 

следовательно, ограничение повреждающего действия 

избытка [Са2+]i [81]. Согласно нашим данным, энкефалины 

предупреждают изадриновое повреждение сердца и 

способствуют снижению уровня цАМФ в мокарде [65]. 

Аналогичный эффект даларгина в отношении уровня 

циклических нуклеотидов наблюдался и при моделировании 

острого инфаркта миокарда. Внутривенная инъекция 

данного пептида, выполненная за 10 мин до 

коронароокклюзии, способствовала достоверному 

уменьшению уровня цАМФ в ткани сердца по сравнению с 

контролем (экспериментальный инфаркт миокарда) [65]. 

Содержание цГМФ в миокарде при этом изменялось 

противоположным образом [65]. Логично предположить, что 

более низкое содержание цАМФ в неишемизированной зоне 

сердца крыс, получавших даларгин, можно рассматривать в 

качестве механизма, опосредующего кардиопротекторное и 

антиаритмическое действие опиоидных пептидов. Можно 

говорить о функциональном антагонизме опиоидов и 

катехоламинов на клеточном уровне, так как обнаружена 

способность даларгина препятствовать формированию 

повреждений миокарда и подъему содержания цАМФ в 

сердечной мышце при введении высоких доз изадрина [65]. 

Однако в литературе отсутствуют данные о прямой 

опиатергической регуляции синтеза и гидролиза цАМФ или 

цГМФ в  периферических органах и тканях, и выдвигаются 

лишь предположения о взаимодействии эндорфинов и 

энкефалинов с системой внутриклеточных мессенджеров по 

принципу пептидергической модуляции гормональных, 

симпатических и парасимпатических влияний на 

эффекторные органы [65].  

Опиатергическое повышение толерантности миокарда к 

стрессорным и ишемическим воздействиям, в определенной 
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степени, опосредовано изменениями интенсивности синтеза 

простагландинов. Так, синтетические аналоги лей-энкефалина 

- даларгин и энкефалинамид - способствуют нормализации 

уровня тромбоксана А2 (ТхА2) и простациклина (Пц), а 

следовательно и Пц/ТхА2 индекса, в миокарде и плазме крови 

экспериментальных животных при стрессе и изадриновом 

некрозе миокарда [63, 68, 71]. Синтезируемый тромбоцитами 

ТхА2 известен как сильнейший вазоконстриктор и агент, 

потенциирующий агрегацию тромбоцитов [142, 241]. В норме 

физиологические эффекты тромбоксана сбалансированы 

простациклином, который синтезируется клетками эндотелия 

сосудов и является мощным вазодилататором и дезагрегантом 

[131]. Исходя из этого, есть все основания считать, что 

увеличение индекса Пц/ТхА2 у экспериментальных животных 

отражает активацию одного из важнейших  механизмов 

кардиопротекторного действия опиоидов, опосредованного 

через систему простагландинов. Об опосредовании защитных 

эффектов даларгина через систему простагландинов 

свидетельствует также тот факт, что предварительная 

инъекция этого пептида модулирует изменение уровня 

простагландинов Е и F2α при эмоционально-болевом стрессе 

[68, 71]. 

Процессы синтеза простагландинов в организме тесно 

взаимосвязаны с реакциями свободнорадикального окисления 

липидов. Известно, что метаболизм арахидоновой кислоты 

может протекать как по циклооксигеназному пути с 

образованием простагландинов (ПГЕ2, ПГF2α, ПГI2, ПГА2), так  

и по липооксигеназному с образованием эндоперекисей [113]. 

Метаболизм арахидоновой кислоты сопровождается образованием 

активных форм кислорода, которые могут инициировать запуск 

процессов пероксидации липидов в тканях. Вместе с тем, 

циклооксигеназа и липоксигеназа являются ферментами, 

образующими гидроперекиси липидов и малоновый диальдегид 
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[11]. Иными словами, повышение активности этих ферментов 

может индуцировать ПОЛ. В свою очередь, эндоперекиси жирных 

кислот ингибируют простациклин-синтетазу [197], снижая 

образование ПЦ и смещая баланс ПЦ/ТхА2 в пользу последнего. 

Согласно литературным данным, простагландины могут 

оказывать ингибирующее влияние на интенсивное течение 

процессов ПОЛ через торможение выброса катехоламинов из 

надпочечников и симпатических терминалей, локализованных в 

миокарде [95]. Катехоламины, как мы уже говорили выше, 

являются эндогенными индукторами свободнорадикальных 

процессов в клетке.   Кроме того, показано  участие 

простациклина в процессах антиоксидантной защиты клеточных 

структур от повреждающего действия ПОЛ, опосредованное 

через активацию жирорастворимых антиоксидантов [26, 31].   

Тесная взаимосвязь между каскадом синтеза простаноидов 

и процессами пероксидации липидов, а также показанная выше 

способность энкефалинов оказывать модулирующее воздействие 

на уровень  ПГ в условиях стресса [71], позволила нам 

сделать предположение о возможности регуляторного 

воздействия опиоидных пептидов на интенсивность 

свободнорадикальных процессов в мембранных структурах 

кардиомиоцитов. Исследованиями нашей лаборатории была 

показана способность энкефалинов подавлять активность 

процессов ПОЛ в кардиомиоцитах при моделировании 

эмоционально-болевого [65, 71], иммобилизационного [93] и 

окислительного [70] видов стресса. По мнению Ф.З. Меерсона 

[81], система антиоксидантов является одним из звеньев 

периферических стресс-лимитирующих систем организма [81]. 

Следовательно, одним из механизмов реализации защитных 

свойств энкефалинов может являться именно повышение 

активности системы неферментативных и ферментативных 

антиоксидантов. Обзор литературных данных, посвященных 

изучению механизмов опиатергической регуляции 
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свободнорадикальных процессов, представлен в следующей 

главе диссертационной работы.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4. Опиатергическая регуляция свободнорадикальных 

процессов  

 

В настоящее время широко известен и не вызывает 

сомнения тот факт, что одной из составляющих патогенеза 

большинства сердечно-сосудистых заболеваний является 

чрезмерная активация процессов свободнорадикального 

окисления липидов [8, 47, 88, 97, 99, 135, 161, 230], 
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которая сопровождается повреждением мембран кардиомиоцитов 

[11, 18, 49]. В связи с этим, идет постоянный поиск новых 

классов веществ, способных регулировать интенсивность 

свободнорадикальных процессов и, тем самым влиять, на  

клиническое течение заболевания [41,  86,  204, 235]. В 

предыдущем разделе литературного обзора, посвященного 

рассмотрению механизмов опиатергического повышения 

устойчивости миокарда к действию повреждающих факторов, 

было сделано предположение, что одним из механизмов 

реализации кардиопротекторного эффекта ОП является их  

способность снижать интенсивность процессов пероксидации 

липидов. Литература,  посвященная проблеме опиатергической 

регуляции скорости протекания свободнорадикальных процессов 

и активности антиокислительных ферментов, носит 

разрозненный и противоречивый характер. Встречаются лишь 

отдельные сообщения о влиянии опиоидной системы на процессы 

ПОЛ, протекающие в различных тканях. Причем в большинстве 

работ рассматривается влияние ОП на уровень накопления 

продуктов пероксидации липидов, и не исследуется состояние 

системы антиоксидантов.  

Исследования, проведенные в нашей лаборатории, 

показали, что важным звеном кардиопротекторного действия 

экзогенных агонистов опиатных рецепторов в условиях ишемии-

реперфузии [94] и стресса [65, 71, 94] является угнетение 

процессов липопероксидации в ткани миокарда. Изучение 

рецепторной специфичности "антиперекисного" эффекта 

опиоидных пептидов показало то, что его реализация  

наблюдается при активации опиатных рецепторов µ-типа [66, 

93, 94]. Так, предварительное внутривенное введение 

экзогенных агонистов µ-опиатных рецепторов способствовало 

повышению толерантности кардиомиоцитов к повреждению и 

уменьшению образования продуктов  ПОЛ в процессе реперфузии 

ишемизированного миокарда [94], или моделировании 
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иммобилизационного стресса [93]. Следует отметить, что 

блокада µ-ОР изолированного миокарда при помощи селективного 

антагониста СТАР сопровождалась увеличением степени 

реперфузионного повреждения сарколеммы и накоплением 

диеновых конъюгатов в ткани сердца [94]. Эти данные также 

свидетельствуют в пользу участия опиоидной системы, в 

частности, ее эндогенных лигандов, в регуляции процессов 

свободнорадикального окисления липидов в миокарде. В то же 

время, целью проведенных исследований не являлось изучение 

состояния ферментативного и неферментативного звена системы 

антиоксидантов в ткани миокарда при вышеозначенных 

условиях, сопровождающихся интенсификацией пероксидации 

липидов. Поэтому вопрос о возможности опиатергической 

регуляции активности антиокислительных ферментов в ткани 

миокарда до настоящего времени остается открытым. 

Современными исследованиями показано, что к снижению 

интенсивности свободнорадикальных процессов приводит и 

активация δ-ОР. Вызывают несомненный интерес данные о 

способности агониста δ-ОР - DADLE - подавлять индуцированную 

метамфитамином пероксидацию липидов в синаптосомах 

головного мозга [237]. Авторы работы отмечают, что по 

способности ингибировать супероксиданион, генерируемый 

ксантиноксидазой, и гидроксильный радикал, генерируемый 

Fe2+-цитратом, DADLE приближается к глутатиону, а по 

способности ингибировать пероксидацию липидов, 

индуцированную Fe2+-аскорбатом, лишь незначительно слабее 

глутатиона.  Таким образом, вклад в механизмы 

нейропротекторного эффекта DADLE подавления процессов ПОЛ 

очевиден. 

В литературе отмечается наличие антиоксидантных свойств 

и у неселективного антагониста ОР – налоксона [178], 

который, например,  ослабляет Fe2+-индуцированную 
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пероксидацию в липосомах. Эффект ингибирования ПОЛ в этом 

случае носит дозозависимый характер и проявляется тем 

сильнее, чем выше используемая концентрация налоксона. 

Подавление пероксидации в липосомах позволило авторам 

предположить, что налоксон наряду со свойствами антагониста 

ОР, обладает и свойствами прямого антиоксиданта в условиях 

активации ПОЛ. Согласно мнению авторов статьи, 

антиоксидантный эффект налоксона связан с образованием 

комплекса Fe2+-налоксон [178]. Высказывается и 

предположение, что налоксон аналогично кортикостероидам 

обладает мембраностабилизирующими свойствами, что является 

более вероятным механизмом реализации его антиоксидантного 

эффекта [178]. 

Однако, в нашей лаборатории были получены данные, 

свидетельствующие в пользу того, что реализация 

протекторных свойств налоксона обусловлена не только его 

прямым действием на мембрану, но и опосредована 

взаимодействием с кардиальными опиатными рецепторами. Так, 

на модели изолированного перфузируемого сердца показано, 

что предварительное внутривенное введение L-налоксона в 

дозе 0,5 мг/кг способствовало повышению резистентности 

мембран кардиомиоцитов к влиянию ишемии-реперфузии, о чем 

можно было судить по уменьшению активности КФК в оттекающем 

перфузате как в начале, так и в конце реперфузионного 

периода [94]. Параллельно происходило снижение 

интенсивности ПОЛ  в ткани изолированного миокарда на 5-ой 

минуте реперфузии. Использованный в этой работе 

правовращающий изомер – D-налоксон, не взаимодействущий с 

опиатными рецепторами, также проявлял антиоксидантное и 

кардиопротекторное действие, но уступал в этом отношении L-

налоксону [94]. На этом основании авторы предполагают, что 

кардиопротекторные и "антиперекисные" свойства L-налоксона 

проявляются как за счет его прямого стабилизирующего 
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действия на мембраны кардиомиоцитов, так и через блокаду 

кардиальных опиатных рецепторов δ-типа, поскольку 

селективный антагонист µ-ОР СТАР усиливал реоксигенационные 

повреждения сарколеммы и интенсификацию свободнорадикальных 

процессов. 

Наряду с исследованиями, свидетельствующими о наличии у 

экзогенных и эндогенных лигандов ОР способности подавлять 

активацию пероксидации липидов, встречаются и работы, в 

которых получен прямо противоположный результат. Так, в 

исследованиях Sharp B.M. et al. [225]  установлено, что β-

эндорфин и динорфин в концентрации 10–14 – 10-12 М стимулируют 

продукцию О2
• полиморфноядерными лейкоцитами и 

перитониальными макрофагами человека. Вероятно, что в 

данном случае интенсификация образования О2
• в ответ на 

стимуляцию ОР обусловлена специфичностью выбранного объекта 

исследования. Поскольку известно, что активные формы 

кислорода участвуют в реализации антибактериальной и 

цитотоксической активности клеток иммунной системы [17, 

50]. Поэтому повышение продукции О2
•, в данном случае, 

скорее всего, следует рассматривать как  положительный 

эффект опиатопосредованного усиления неспецифического 

иммунного ответа, а не как процесс, приводящий к 

патологической  активации пероксидации липидов. 

К сожалению, в современной литературе мы не встретили 

работ, посвященных изучению опиатергической регуляции 

активности антиокислительных ферментов в ткани миокарда. 

Однако анализ литературы, позволяет предполагать наличие 

опиатергических эффектов со стороны опиоидной системы в 

отношении ферментативных антиоксидантов. Так, 

экспериментально показано, что активация ОР приводит к 

повышению активности  NO-синтазы и увеличению продукции 

эндогенного NO в организме крысы [124]. Также показано 
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участие NO в регуляции активности СОД [136, 251] и каталазы 

[121, 196]. Регуляция оксидом азота ферментативной 

активности может осуществляьтся либо за счет подавления 

интенсивности процессов ПОЛ, поскольку во многих 

исследованиях NO рассматривается как антиоксидант [172, 

191,  201], либо в результате прямого взаимодействия NO c 

активным центром фермента [121]. 

Таким образом, приведенные литературные данные 

позволяют говорить о возможной регуляторной роли в 

отношении реакций свободнорадикального окисления липидов. В 

то же время, имеющиеся на сегодняшний день публикации не 

позволяют однозначно ответить на вопрос о внутриклеточных  

механизмах реализации этих эффектов. Изучению регуляции 

антиокислительных ферментов СОД и каталазы со стороны 

агонистов µ- и δ-опиатных рецепторов в условиях 

окислительного стресса и будет посвящена часть данной 

диссертационной работы. Использование селективных 

антагонистов µ- и δ-рецепторов позволит конкретизировать 

участие эндогенных опиоидов в тонической регуляции 

процессов пероксидации липидов и активности изучаемых 

ферментов.  

 

 

 

 

Глава 2. Материалы и методы исследования 

 

2.1. Препараты и животные 

Экспериментальные исследования выполняли на модели 

изолированного перфузируемого сердца крысы. Преимущество 

подобных исследований по сравнению с работами, выполняемыми 

in vivo, состоит в том, что миокард в такой модели выведен 

из-под влияния целого ряда регуляторных систем целого 
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организма, что дает возможность обнаружить нарушения 

биохимических процессов и сократительной функции, зависящие 

только от нарушений структуры и метаболизма миокарда. При 

проведении экспериментальных исследований мы использовали 

модель окислительного стресса, которая позволяет оценить 

влияние активных форм кислорода, и в частности, 

супероксиданионрадикала на структурное и функциональное 

состояние миокарда. Несмотря на то, что в эксперименте мы 

не можем полностью воспроизвести условия, приводящие к 

развитию сердечно-сосудистых заболеваний человека, ценность 

такого подхода состоит в том, что он позволяет изучить 

механизмы повреждения и защитного действия кардиотропных 

веществ. В опытах на изолированных сердцах можно оценить 

именно кардиальные механизмы развития повреждений сердца 

при интенсификации свободнорадикальных реакций и 

возможность их коррекции с помощью исследуемых препаратов.  

Исследования выполнены на изолированных сердцах крыс 

линии Вистар массой 250-300 г. Для моделирования 

окислительного стресса проводили перфузию миокарда 

раствором Кребса-Хензелайта, содержащим систему Fe2+ - 

аскорбиновая кислота. 

В отдельных сериях экспериментов введение лигандов 

опиатных рецепторов крысам осуществляли внутривенно за 15 

мин до выделения сердца. После выделения и помещения в 

условия искусственной перфузии, сердца подвергали 

воздействию окислительного стресса. В других сериях 

непосредственно перед моделированием окислительного стресса 

проводили перфузию изолированного сердца в течение 5 или 15 

минут раствором, содержащим агонисты δ-опиатных рецепторов. 

В качестве контроля для оценки базального уровня 

биохимических показателей использовали сердца интактных 

крыс, перфузированные раствором Кребса-Хензелайта в течение 

40 мин без добавления FeSO4 и аскорбата. Группу, в которой 
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сердца подвергались воздействию активных форм кислорода, 

использовали в качестве контроля для оценки защитного 

действия исследуемых лигандов опиатных рецепторов. 

В работе были использованы следующие селективные и 

неселективные лиганды µ- и δ-ОР: 

- смешанный агонист µ- и δ-ОР – даларгин ([D-Ala2-, 

Leu5,Arg6]-enkephalin) [54], синтезирован в КНЦ PАМН;  

 - высокоселективный агонист µ-ОР –DAMGO ([D-Ala2,N-Me-

Phe4,Gly-ol5]-enkephalin) [153]; 

- высокоселективный агонист µ-ОР –DALDA ([D-Arg2,Lys4]-

dermorphin-(1-4)-amide) [218, 219]; 

- селективный агонист δ-ОР DSLET ([D-Ser2,Leu5,Thr6]-

enkephalin) [144]; 

- селективный агонист δ-ОР DTLET ([D-Thr2,Leu5]-

enkephalyl-Thr6) [134]; 

- высокоселективный антагонист µ-ОР СТАР (NH2-D-Phe-

Cys-Tyr-D-Trp-Arg-Thr-L-Pen-Thr-NH2) [206]; 

- высокоселективный антагонист δ-ОР ICI 174,864 (N, N-

dial-Аlyl-Tyr-Aib-Aib-Phe-LeuOH, где Aib – alpha – 

aminoisobutiric acid) [129, 132].  

При выборе дозы введения используемых препаратов 

руководствовались литературными данными о кардиотропных 

эффектах опиоидных пептидов при введении in vivo [64, 

65, 66, 129, 130,132, 144, 153, 192, 218, 219].  

Использованные в работе селективные лиганды 

опиатных рецепторов были синтезированы в компании 

Chiron Mimotopes Peptide Systems, (San Diego, США) и 

любезно предоставлены нам Dr. K.Gormley (NIDA, США). 

В работе также был использован блокатор NO-синтазы 

L-NAME [124]. Инъекцию L-NAME осуществляли в дозе 50 

мг/кг за 30 мин до начала эксперимента, либо за 15 мин 

до внутривенного введения DSLET. Препарат был закуплен в 



 47

компании ICN Biomedicals (Aurora, Ohio, США). 

 

Характеристика проведенных экспериментов дана в  

таблице 1. 

Таблица 1 

Распределение животных по сериям экспериментов 

№ Серии экспериментов Число 

наблюдений 

в группе 

1 Интактный контроль: нормоксическая перфузия 
в течение 40 мин. 

n=31 

2 Контроль: in vitro активация процессов ПОЛ 

в течение 20 мин (в дальнейшем - 20 мин 

активация ПОЛ). 

n=50 

3 Внутривенное введение неселективного 

агониста µ- и δ-ОР даларгина (0,1 мг/кг) + 

20 мин активация ПОЛ 

n=15 

4 Внутривенное введение селективного агониста 

µ-ОР DAMGO (0,1 мг/кг) + 20 мин активация 
ПОЛ 

n=16 

5 Внутривенное введение селективного агониста 

µ-ОР DALDA (0,1 мг/кг) + 20 мин активация 

ПОЛ 

n=19 
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6 Внутривенное введение селективного агониста 

δ-ОР DSLET (0,1 мг/кг) + 20 мин активация 

ПОЛ 

n=12 

7 Внутривенное введение селективного агониста 

δ-ОР DTLET (0,1 мг/кг) + 20 мин активация 

ПОЛ 

n=18 

8 Внутривенное введение селективного 

блокатора µ-ОР CTAP (0,1 мг/кг) + 20 мин 

активация ПОЛ 

n=12 

9 Внутривенное введение селективного 

блокатора δ-ОР ICI 174,864 (0,1 мг/кг) + 20 
мин активация ПОЛ 

n=14 

10 Введение в перфузионную среду агониста δ-ОР 

DSLET (0,1 мг/л, 15 мин перфузии) + 20 мин 

активация ПОЛ 

n=8 

11 Введение в перфузионную среду агониста µ- и 

δ-ОР даларгина (2 мг/л, 5 мин перфузии) + 

20 мин активация ПОЛ 

n=10 

12 Внутривенное введение селективного 

блокатора δ-ОР ICI 174,864 (0,1 мг/кг) + 

внутривенное введение агониста δ-ОР DTLET  

(0,1 мг/кг) + 20 мин активация ПОЛ 

n=13 

13 Внутривенное введение блокатора NO-синтазы 

L-NAME (50 мг/кг) + 20 мин активация ПОЛ 
n=12 

14  Внутривенное введение блокатора NO-синтазы 

L-NAME (50 мг/кг) +внутривенное введение 

агониста δ-ОР DTLET (0,1 мг/кг) + 20 мин 

активация ПОЛ 

n=12 

 



 49

При проведении экспериментов руководствовались 

рекомендациями, изложенными в Приказе N 755 МЗ СССР от 12 

августа 1977г.  

Используемые для работы экзогенные лиганды опиатных 

рецепторов растворяли ex tempore в изотоническом растворе 

NaCl и вводили в бедренную вену крысы за 15 минут до 

выделения сердца, а также непосредственно в перфузионный 

раствор перед моделированием свободнорадикального 

повреждения.  

 

2.2. Экспериментальные модели  

2.2.1. Перфузия изолированного миокарда по 

Лангендорфу  

Эвтаназию животных производили методом цервикальной 

дислокации, после чего быстро удаляли кожный покров с 

грудной клетки и вскрывали ее ножницами, делая три разреза: 

один - поперек грудины и два продольных. Пинцетом с 

резиновыми наконечниками на браншах захватывали подходящие 

к сердцу сосуды, после чего их отсекали выше места захвата. 

Выделенное сердце с целью остановки спонтанных сокращений 

переносили в охлажденный до +4°С раствор Кребса-Хензелайта, 

после чего помещали в термостабилизированную увлажненную 

камеру (рац. предложение № 112/10-85) и вводили канюлю в 

восходящую дугу аорты, через которую поступал 

физиологический раствор [137]. В работе использовали 

физиологический раствор Кребса-Хензелайта следующего 

состава (в ммоль/л): NaCl - 120; KCl - 4.8;  CaCl2  - 2.0; 

MgSO4 - 1.2; KH2PO4 - 1.2; NaHCO3 - 20.0; глюкоза - 10. 

Перфузионный раствор насыщали газовой смесью, содержащей 

95% О2 и 5% СО2 [5]. Для приготовления физиологического 

раствора использовали реактивы квалификации "ХЧ" и "ЧДА". 

Перфузию сердца проводили по методу Лангендорфа по 
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открытому контуру [137]. Температура раствора была 37±0,5°С, 

давление - 60 мм рт.ст., рН=7,6. 

Сократительную функцию сердца регистрировали в 

изоволюмическом режиме с помощью введенного в полость 

левого желудочка латексного баллончика, соединенного с 

датчиком артериального давления полиграфа “Салют”. Сигнал 

от датчика через усилитель УБФ4-03 подавался на индикатор 

ИМ-789 для визуального контроля. Одновременно проводили 

запись кривой внутрижелудочкового давления и ее первой 

производной для последующего расчета параметров 

сократимости изолированного сердца с помощью оригинальной 

прикладной программы "ANNA", разработанной для регистрации 

и обработки выходного сигнала с установки изолированного 

сердца совместно с научным сотрудником Института оптики 

атмосферы ТНЦ СО РАН И.А. Розенковым. Блок-схема 

экспериментальной установки изолированного сердца 

представлена на рис. 2. 

Продолжительность периода адаптации изолированного 

сердца к условиям перфузии составляла 20 мин [120]. После 

регистрации исходных параметров сократимости сердца, 

проводили активацию свободнорадикальных процессов в ткани 

миокарда (раздел 2.2.2.). Параметры сократительной 

активности изолированного сердца в каждой серии 

экспериментов регистрировали перед моделированием 

окислительного стресса и на 5,10,15 и 20 мин воздействия 

активных форм кислорода.  

Для характеристики сократительной активности 

изолированного миокарда в условиях стандартной перфузии и 

при моделировании окислительного стресса мы использовали 

следующие показатели: 

FS - давление, развиваемое левым желудочком 

изолированного сердца (мм.рт.ст.) – расчитывается как 

разница между систолическим и диастолическим давлением 
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[217]. Уменьшение данного показателя при моделировании 

окислительного стресса является одним из показателей 

тяжести повреждения сердечной мышцы; 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

  

 

 

 

Рис. 2. Блок-схема экспериментальной установки 

изолированного сердца. 
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FN -конечное диастолическое давление (выражали в % от 

исходного) служит для оценки степени расслабления миокарда. 

Удаление Са2+ из миоплазмы – энергозависимый процесс, 

поэтому в условиях дефицита АТФ происходит неполное 

удаление Са2+ от миофибрилл и развивается контрактура сердца 

[39, 40]; 

ЧСС - частота сердечных сокращений (уд/мин) – число 

сокращений сердца в течение одной минуты; 

dT – длительность кардиоцикла (мсек) – отрезок времени 

от начала одного сокращения сердца до начала другого; 

MCC - максимальная скорость сокращения (мм.рт.ст./сек) 

– рассчитывается как максимум производной первого порядка 

от кривой развития давления в левом желудочке. Этот 

параметр свидетельствует о скорости образования 

актомиозиновых мостиков в кардиомиоцитах и определяется 

скоростью поступления Са2+ к миофибриллам в начале 

сокращения из внутри- и внеклеточных депо [84]; 

MCP - максимальная скорость расслабления 

(мм.рт.ст./сек) – характеризует состояние процесса 

расслабления миокарда и определяется скоростью удаления Са2+ 

в СПР и рассчитывается как минимум производной первого 

порядка от кривой развития давления в левом желудочке [84]. 

В конце периода адаптации миокарда к условиям перфузии 

и на 20 минуте оксидативного воздействия на миокард 

получали аликвоты оттекающего от изолированного сердца 

перфузата для определения в нем активности 

креатинфосфокиназы (КФК), являющейся маркером повреждения 

сарколеммы кардиомиоцитов [11, 62, 181]. По окончании 

эксперимента сердца замораживали в жидком азоте для 

последующего определения продуктов ПОЛ и активности 

антиокислительных ферментов СОД и каталазы. 
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2.2.2. Моделирование свободнорадикального повреждения 

сердца  

При проведении экспериментов с целью активации 

перекисного окисления липидов в кардиомиоцитах 

изолированного сердца мы использовали систему: Fe2+ - 

аскорбиновая кислота. Изолированные сердца перфузировали в 

течении 20 минут раствором Кребса-Хензелайта, содержащим 

FeSO4 (0,2 мМ) и аскорбат (0,5 мМ). Данный выбор был 

обусловлен тем, что в этой системе образуется   

супероксиданионрадикал, который является одним из 

сильнейших модификатором ненасыщенных жирных кислот, 

входящих в состав мембран кардиомиоцитов [18]. Для того 

чтобы сравнивать  процессы, развивающиеся при активации 

свободнорадикальных реакций, в целом организме и на уровне 

отдельно взятого органа использование этой системы, на наш 

взгляд, вполне адекватно. Поскольку известно, что в 

процессах активации свободнорадикальных реакций в организме 

принимают участие ионы металлов переменной валентности 

[18], однако лишь ионы железа присутствуют в биологических 

жидкостях и внутри клеток в значительных количествах. В 

биологических объектах существует ряд систем, способных 

восстанавливать окисленные в процессе взаимодействия с 

кислородом ионы железа. К ним относятся низкомолекулярные 

восстановители: аскорбат, восстановленная форма 

никотинамиддинуклеотида, восстановленный глутатион, которые 

присутствуют в каждой клетке. Следовательно, нам 

представляется возможным использование данной системы для 

моделирования окислительного стресса в изолированном 

миокарде. 

 

2.3. Биохимические методы исследования 

2.3.1. Оценка интенсивности процессов перекисного 

окисления липидов и активности антиокислительных ферментов 
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Для оценки состояния ПОЛ в ткани миокарда определяли 

содержание первичных продуктов ПОЛ - диеновых конъюгатов 

(ДК), а также содержание одного из конечных продуктов - 

малонового диальдегида (МДА). О состоянии системы 

антиокислительных ферментов в образцах миокарда различных 

экспериментальных групп судили по активности 

супероксиддисмутазы и каталазы. 

 

Определение содержания малонового диальдегида 

Определение содержания малонового диальдегида в ткани 

миокарда проводили методом [250].  Принцип метода: при 

нагревании в кислой среде часть продуктов ПОЛ, относящихся 

к классу эндоперекисей, разлагается с образованием 

малонового диальдегида, взаимодействие которого с двумя 

молекулами тиобарбитуровой кислоты приводит к формированию 

окрашенного в розовый цвет комплекса [250].  

Навески ткани миокарда гомогенизировали в 1 мл 50 мМ 

трис-буфера рН=7,4. Гомогенат переносили в стеклянные 

пробирки, ступку ополаскивали 1 мл буфера. В пробирки с 

гомогенатом вносили 2 мл 30% трихлоруксусной кислоты и 1 мл 

0,75% тиобарбитуровой кислоты. Затем пробы инкубировали 15 

минут на водяной бане при температуре +99oC - +100°С, 

охлаждали и центрифугировали 15 мин при 3000 об./мин. 

Оптическую плотность супернатанта  регистрировали на 

спектрофотометре SPECORD M-40 (Германия) при длине волны 

535 нм. Контроль на реактивы проходил все вышеперечисленные 

этапы. Расчет концентрации МДА производили с учетом 

коэффициента молярной экстинкции, равного 1,56 х 105 ммоль-1 

см-1 в нмоль /г ткани [53]. 

 

Определение содержания диеновых конъюгатов 

Определение содержания диеновых конъюгатов осуществляли 

по методу [60]. Принцип метода основан на интенсивном 
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поглощении светового излучения конъюгированными диенами в 

области 232 - 234 нм [119]. Последние образуются благодаря 

миграции двойных связей в жирно-кислотных ациллах, 

содержащих 3 и более двойных связей. 

В стеклянные пробирку, содержащую 1 мл этанола, вносили 

растертую в жидком азоте навеску ткани миокарда и добавляли 

4 мл н-гексана. Пробирки закрывали и встряхивали на шейкере 

для пробирок. Затем пробы выдерживали 15 - 20 мин для 

самопроизвольного расслоения фаз. В чистые пробирки 

отбирали по 3,5 мл верхнего гексанового слоя. К остаткам 

образцов добавляли 4 мл н-гексана и повторно 

гомогенизировали. После самопроизвольного расслоения фаз 

отбирали по 4 мл гексанового слоя и объединяли первый и 

второй экстракты. Для оценки содержания ДК проводится 

спектрофотометрическое измерение оптической плотности 

гексановых экстрактов против исходного н-гексана при длине 

волны 233 нм. Содержание ДК в образцах миокарда выражали в 

∆ D 233/ гр ткани.  

 

Активность каталазы 

Активность каталазы определяли по методу [55]. Принцип 

метода основан на способности Н2О2 образовывать с солями 

молибдена стойкий окрашенный комплекс. Реакцию запускали 

добавлением 0,1 мл гомогената миокарда (100 мг ткани на 1 

мл 0,05 М трис-HCl-буфера, рН=7,8) к 2 мл 0,03% раствора 

Н2О2.. В "холостую" пробу вместо гомогената вносили 0,1 мл 

дистилированной воды. Реакцию останавливали через 10 минут 

добавлением 1 мл 4% молибдата аммония. Интенсивность 

развившейся окраски измеряли  спектрофотометрически при 

λ=410 нм против контрольной пробы, в которую вместо перекиси 

водорода вносили 2 мл дистилированной воды. Активность 

каталазы рассчитывали по формуле: 

где 
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 Ахол и Аопыт - экстинции холостой и опытной проб, V - 

объем вносимой пробы, t - время инкубации в секундах, K - 

коэффициент молярной экстинции Н2О2 , равный 22,2 .103 мМоль-1 

см-1, С - количество белка в пробе в граммах. 

 

Определение активности супероксиддисмутазы 

Метод оценки активности супероксиддисмутазы (СОД) в 

гомогенатах миокарда животных различных групп [13] основан 

на способности данного фермента ингибировать автоокисление 

адреналина [195]. Адреналин в сильно щелочной среде 

подвергается автоокислению [195], в результате которого 

образуется О2
• , опосредующий процесс автоокисления. 

Супероксиддисмутаза дисмутируя О2
• до перекиси и 

молекулярного кислорода ингибирует, тем самым, процесс 

образования адренохрома из адреналина. Таким образом, 

степень ингибирования автоокисления адреналина прямо 

пропорциональна активности СОД в исследуемом образце. 

Автоокисление адреналина изучали при рН=10,2 и 

регистрировали по образованию адренохрома при λ=480 нм. 

Стандартные определения выполняли в 3 мл 0,05 М Na-

карбонатного буфера рН 10,2, содержащего 10-4 М ЭДТА, в 

сантиметровой кювете, термостатируемой при 25°С. Реакционная 

смесь содержала 3 х 10 -4 М L-адреналина. Реакцию запускали 

добавлением в кювету 0,4 мл раствора адреналина (рН 2,5). 

Гомогенат исследуемых образцов вносили в объеме 0,02 мл. В 

качестве стандарта использовали очищенный фермент 

супероксиддисмутазы (ICN Biomedicals, Ohio, США). 

Активность фермента в гомогенатах пересчитывали на мг 

белка.  

 

Определение общего белка 

,)()//(
C

KtVАопытАхолгбелкаминммольКАТ ⋅⋅⋅−
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Общий белок определяли биуретовым методом [29]. В 

основе реакции лежит способность пептидных связей 

образовывать с сульфатом меди в щелочной среде окрашенные 

комплексные соединения, интенсивность окраски при этом 

зависит от количества пептидных связей в цепи.  

 

2.3.2. Определение активности креатинфосфокиназы  

Активность кратинфосфокиназы (КФК) в оттекающем от 

сердца перфузате определяли с использованием коммерческих 

энзиматических наборов фирмы "Sigma" (St.Louis, США). Метод 

основан на увеличении поглощения при 340 нм, которое строго 

пропорционально активности КФК в образце, вносимом в кювету 

с инкубационной смесью. Это, так называемый, 

трехступенчатый метод: 

 

КФ + АДФ           креатин + АТФ 

 

АТФ + глюкоза            АДФ + клюкоза-6-фосфат 

 
клюкоза-6-фосфат + НАД           6-фосфоглюконат + НАДН 

 

В состав инкубационной среды  входит глюкоза, 

гексокиназа (ГК), глюкозо-6-фосфатдегидрогеназа (ГФДГ) и 

никотинамиддинуклеотид (НАД+). Полученная на первом этапе 

АТФ включается в реакцию фосфорилирования глюкозы. 

Образующийся при этом глюкозо-6-фосфат на третьем этапе 

участвует в восстановлении НАД+ до НАДН. Таким образом, 

скорость образования НАДН, измеряемая  спектрофотометрически 

при длине волны λ=340нм, пропорциональна активности КФК. 

В термостатируемую кювету вносили 1 мл реакционной 

смеси и прогревали в течение 2 минут. Затем добавляли 0,2 

мл перфузата и инкубировали при 30°С, измеряя оптическую 

 ГК 

КФК 

ГФДГ 
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плотность на 3-й и 5-й минуте от начала инкубации. 

Активность КФК вычисляли по формуле: 

 

Анач - оптическая плотность на 3 минуте инкубации 

пробы, Аконеч - оптическая плотность на 5 минуте инкубации 

пробы, V - общий объем (мл), P – объем пробы (мл), 6,22 – 

коэффициент молярной экстинции НАДН при 340 нм, 1000 - 

коэффициент пересчета на литр. 

 

2.4. Радиоиммунное определение содержания 

простагландинов в экстрактах ткани миокарда 

Общей основой радиоиммунных исследований in vitro 

является конкуренция немеченых (“холодных”) молекул 

определяемого вещества и молекул этого же вещества, 

соединенных с радиоактивной меткой (125I, 3Н и др.), за 

связывание со специфическими биндинг-системами. В качестве 

биндинг-систем могут выступать: имунная сыворотка (РИА), 

специфические тканевые рецепторы (радиорецепторный анализ), 

белки различных тканей (метод конкурентно-белкового 

связывания) [111]. 

РИА-анализ подразумевает следующие основные этапы: 1) 

внесение в пробирку исследуемой пробы или раствора 

стандарта, меченного антигена, антисыворотки или другого 

специфически связывающего компонента в присутствии буфера; 

2) инкубация проб в оптимальных для каждого набора 

условиях, что необходимо для установления динамического 

равновесия между процессами образования и распада иммунных 

комплексов; 3) сепарация связанной и свободной фракций 

меченного лиганда методами: фракционного осаждения 

полиэтиленгликолем, сульфатом аммония, этанолом, адсорбции 

,
222,6

10000)()(
××

××−
=
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на активированном угле, силикатах и др. с последующим 

центрифугированием и аспирацией или декантированием 

супернатанта; 4) радиометрия проб и математическая 

обработка результатов. 

Методические детали проведения радиоконкурентного 

анализа описаны в инструкциях фирм-изготовителей для 

каждого РИА-комплекта. В своей работе мы использовали 

следующие наборы для проведения РИА-исследований: фирмы 

“Amersham” (Англия) - для определения 6-кето-

простагландина-F1α (RPA 515) и тромбоксана В2 (RPA 516). 

Радиоиммунному определению содержания простагландинов 

предшествовала процедура экстракции анализируемого лиганда 

из опытного образца миокарда. Экстракцию простагландинов из 

ткани миокарда проводили модифицированным методом Jaffe и 

соавт. [169]. Использованный нами метод отличался от 

оригинала тем, что петролейный эфир был заменен на пентан. 

Навески замороженного в жидком азоте миокарда, 

гомогенизировали в смеси из 1 мл 0,01 М фосфатного буфера, 

приготовленного на 0,15 М NaCl (рН 7,4) и 3 мл 

экстрагирующего раствора (этилацетат : изопропанол : 0,2 М 

HСl в соотношении 3:3:1 по объему). После гомогенизации к 

образцам добавляли 2 мл этилацетата, 3 мл воды, 

перемешивали. Пробы подвергали центрифугированию при 2000g 

в течение 20 мин. Вехнюю фазу переносили количественно в 

чистые пробирки и упаривали под вакуумом при t=+85°С. 

Содержание простациклина и тромбоксана определяли по 

уровню их стабильных метаболитов 6-кето-простагландина F1a и 

тромбоксана типа В2. 

2.4.4. Статистическая обработка результатов 

Статистическую обработку результатов исследования 

проводили на персональном компьютере с использованием 

пакета прикладных программ STATGRAPHICS 3.0. В случае 
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распределения близкого к нормальному для проверки гипотезы 

о равенстве групповых средних использовали t-критерий 

Стьюдента. Для каждого анализируемого показателя вычисляли 

среднее (Х), ошибку среднего (m), среднеквадратичное 

отклонение (σ) и критерий значимости Стьюдента (t). 

Статистически значимыми считались различия при р<0,05. 

Результаты всех экспериментов приведены в таблицах в виде Х 

± m. Параметры сократительной функции миокарда выражали как 

в абсолютных значениях (мм рт.ст., мм рт.ст./сек, уд/мин), 

так и в процентах относительно исходного уровня в группе. 

 

 

 

 

 

 

 

Глава 3. Результаты собственных исследований и их 

обсуждение 

3.1. Вклад опиатных рецепторов в обеспечение 

устойчивости сердца к свободнорадикальному повреждению 

 Процессы перекисного окисления липидов, протекающие по 

свободнорадикальному механизму, чрезвычайно широко 

распространены в биологических мембранах и принимают 

участие в физиологических процессах, протекающих в клетке. 

Увеличение интенсивности процессов ПОЛ вносит определенный 

вклад в патогенез заболеваний практически всех систем 

организма, в том числе и сердечно-сосудистой [11, 18, 44, 

47, 48,           228, 161]. Интенсификация процессов 

пероксидации липидов сопровождается нарушением целостности 

мембранных структур кардиомиоцитов [11, 16, 46], нарушением 

активности Са2+-АТФазы [231], что приводит к развитию 

сократительной дисфункции миокарда [168, 190, 199], и 
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нарушению энергетического обеспечения миокарда [125].  

Используемые в современной клинической практике 

антиоксиданты остаются недостаточно эффективными средствами 

защиты клеток миокарда от повреждающего действия активных 

форм кислорода и свободных радикалов жирных кислот. 

Единичные работы посвящены применению антиоксидантов для 

профилактики сократительной дисфункции сердца при 

патологических состояниях миокарда, в патогенезе которых 

играют роль активация свободнорадикальных процессов  [15, 

104, 139, 229]. Несмотря на пристальное внимание ученых к 

этому вопросу, до сих пор продолжается поиск наиболее 

эффективных препаратов  для фармакологической защиты 

миокарда от повреждающего действия реактивных оксирадикалов 

и продуктов пероксидации липидов.  

В настоящее время является доказанным фактом участие 

процессов ПОЛ в развитии стрессорных [81], ишемических и 

реперфузионных [11, 18]повреждений миокарда. В то же время 

показано участие опиоидной системы в формировании 

устойчивости миокарда к повреждающему действию стресса [93,  

66,  71] и ишемии-реперфузии [67, 223]. Сопоставление этих 

двух фактов позволило нам предположить в качестве одного из 

путей реализации кардиопротекторного действия лигандов 

опиатных рецепторов их влияние на скорость протекания 

процессов ПОЛ. В предыдущих работах, направленных на 

исследование протекторного и "антиоксидантного" эффектов 

смешанного µ- и δ- агониста ОР - даларгина при эмоционально-

болевом стрессе, нами было обнаружено снижение 

интенсивности аккумуляции сердечной мышцей меченного 

радиоактивным технецием пирофосфата (используемого для 

диагностики повреждения кардиомиоцитов) и уменьшение 

накопления продуктов ПОЛ в ткани миокарда [71]. Перед нами 

встал вопрос: реализуется ли ингибирующий эффект опиоидов 

на процессы ПОЛ через активацию антиокислительных 
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ферментов, или является следствием опиатергического 

снижения выброса катехоламинов, способных активировать 

свободнорадикальные процессы.  

Исходя из вышесказанного, мы провели исследования по 

оценке кардиопротекторного и "антиокислительного" эффектов 

даларгина при направленной активации перекисного окисления 

липидов в изолированном перфузируемом миокарде крыс. Это 

позволило нам максимально исключить адренергический 

компонент активации процессов пероксидации липидов, а также 

оценить динамику сократительной активности миокарда при 

окислительном стрессе и возможность коррекции 

сократительной дисфункции путем введения лигандов опиатных 

рецепторов. 

 

 

 

 

3.1.1. Влияние смешанного агониста µ- и δ-опиатных 

рецепторов – даларгина - на резистентность миокарда к 

повреждающему действию окислительного стресса 

 

В наших экспериментах моделирование окислительного 

стресса in vitro в изолированном миокарде крыс 

сопровождалось интенсификацией процессов ПОЛ, что 

подтверждается увеличением содержания МДА в миокарде на 71% 

и ДК на 23% (табл. 2). Одновременно в перфузионном 

растворе, оттекающем от сердца, мы наблюдали повышение 

уровня активности КФК в 4,5 раза относительно исходных 

значений (рис. 3), что свидетельствует о повреждении 

сарколеммы кардиомиоцитов. Одной из причин нарушения 

целостности липидного бислоя мембраны при моделировании 

окислительного стресса является  интенсификация процессов 

ПОЛ, что подтверждается  в наших экспериментах фактом 
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усиленного накопления МДА и ДК в образцах миокарда 

контрольной группы (табл. 2). В результате протекания 

свободнорадикальных реакций развиваются повреждения не 

только наружной клеточной мембраны, но и мембранных 

структур клеточных органелл, в том числе и лизосом, что 

приводит к лабилизации лизосомальных ферментов, 

значительную часть которых составляют протеазы и 

фосфолипазы [Меерсон Ф.З. 1984]. Активация этих ферментов 

завершается необратимой деструкцией кардиомиоцитов и 

выходом КФК в перфузат, что и отмечалось в наших 

экспериментах.  

0
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35
40
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Даларгин + активация ПОЛ

###

 *** 
###
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Рис. 3. Влияние предварительного введения лигандов опиатных 

рецепторов на активность КФК (мкмоль NADH/мин.л.) в 

оттекающем от изолированного сердца перфузате при активации 

перекисного окисления липидов. Примечание: # - 

достоверность различий относительно интактных сердец - 

р<0,05, ### - p<0,001; *** - достоверность различий 

относительно сердец, подвергшихся окислительному стрессу - 

р<0,001 
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Защита клеток живых организмов от воздействия активных 

форм кислорода и гидроперекисей липидов осуществляется 

системой антиоксидантов, включающей в себя представителей 

ферментативной и неферментативной природы [11, 86]. 

Определение активности ферментативных антиоксидантов в 

образцах миокарда контрольной группы показало, что 

стимуляция ПОЛ сопровождается достоверным увеличением 

активности каталазы и снижением СОД относительно 

аналогичных значений в интактной группе (табл. 2).  

Таблица 2 

Влияние предварительного введения даларгина на уровень 

продуктов ПОЛ, активность антиокислительных ферментов и 

синтез простагландинов в изолированном миокарде при 

окислительном стрессе  

Группа 

 животных 

 

Исследуемый 

 показатель 

интактные 

сердца  

n=16 

ктивация ПОЛ 

=22 

аларгин (0,1 

мг/кг, в/в)+ 

активация ПОЛ 

=12 

ДК 

 ∆Е232/г ткани   

0,363+0,021 

 

0,514+0,028 

p1< 0,001 

0,254 + 0,017  

p1 < 0,001 

p2 < 0,001 

МДА  

нмоль/г ткани 

1,19 + 0,06 2,04 + 0,14  

р1 < 0,001  

1,34 + 0,07  

p1  > 0,05 

p2 < 0,001 

Каталаза 

(ммоль/мин/ 1г 

белка) 

15,2 ± 0,75 21,9 ± 1,41  

р1 < 0,001 

19,7 ± 0,53  

p1 < 0,001 

p2 > 0,05 

СОД  

(ммоль/мин/мг 

белка) 

7,81 ± 0,15 2,23 ± 0,26 

p1 < 0,001 

4,46 ± 0,29 

p1 < 0,05  

p2<0,01 
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Простациклин  

(нг/г ткани) 

994,6 ±

120,6 

355,7 ± 57,9 

p1 < 0,001 

565,5 ± 35,4 

p1 < 0,01  

p2<0,01 

Тромбоксан А2 

 (нг/г ткани) 

61,7 ± 5,5 54,3 ± 10,4 

p1 > 0,05 

33,3 ± 2,4 

p1 < 0,001  

p2<0,001 

ПЦ/ТХА2 

(усл.ед.) 

16,1 ± 1,8 

 

6,56 ± 0,92 

p1 < 0,001 

16,1 ± 1,3 

p1 > 0,05  

p2<0,001 

Примечание : р1 - достоверность различий относительно 

группы интактных сердец, р2 – достоверность различий по 

отношению к группе сердец, перфузированных Fe2+ + аскорбат; 

n- количество животных в группе. 

 

 

 

 

Отмеченное нами ингибирование СОД в условиях активации 

ПОЛ можно объяснить способностью перекисей жирных кислот 

вызывать подавление активности СОД [30, 58] в результате их 

взаимодействия с активным центром энзима [25]. С другой 

стороны, снижение активности СОД, обусловленное действием 

различных факторов, может по принципу обратной связи 

привести к увеличению образования перекисей липидов. 

Повышение активности каталазы в условиях окислительного 

стресса, на наш взгляд, может представлять собой элемент 

компенсаторной реакции в ответ на повышение уровня активных 

форм кислорода в клетке. Природа обнаруженного нами 

феномена повышения активности каталазы в ответ на активацию 

ПОЛ остается не известной.  

Процессы пероксидации липидов в клеточных мембранах 

взаимосвязаны с каскадом синтеза простагландинов [158], что 



 66

подробно изложено в обзоре литературы. При проведении 

экспериментов на изолированных перфузируемых сердцах крыс 

мы установили, что в условиях индукции ПОЛ в ткани миокарда 

содержание простациклина (ПЦ) снижалось на 60% относительно 

показателей в интактном миокарде. В то же время уровень 

тромбоксана А2 (Тх А2) достоверно не изменялся (табл.2), а 

соотношение ПЦ/ТХА2 досноверно уменьшалось по сравнению с 

группой интактных сердец (табл.2). При активации процессов 

ПОЛ в миокарде, согласно литературным данным [197], 

происходит ингибирование простациклинсинтетазы и, 

следовательно, снижается синтез ПЦ в образцах миокарда, что 

и было отмечено в наших экспериментах. Снижение 

интенсивности синтеза ПЦ под влиянием окислительного 

стресса приводит к уменьшению соотношения ПЦ/ТХА2, что может 

косвенно свидетельствовать о превалировании эффектов ТХА2 

над эффектами ПЦ. Известно, что ТХА2 обладает 

вазоконстрикторными свойствами и способствует повреждению 

кардиомиоцитов в процессе развития ОИМ [232, 241]. 

Простациклин, являющийся физиологическим антагонистом 

тромбоксана, оказывает кардиопротекторный эффект при ишемии 

миокарда [131]. Таким образом, смещение соотношения ПЦ/ТХА2 

в сторону тромбоксана при окислительном стреcсе, на наш 

взгляд, является неблагоприятным фактором в плане 

устойчивости мембранных структур кардиомиоцитов к 

окислительному стрессу. 

Системное введение смешанного µ- и δ-агониста 

даларгина, предшествующее оксидативному воздействию, 

способствовало увеличению резистентности сарколеммы к 

повреждающему действию активных форм кислорода, о чем 

свидетельствует достоверное, по сравнению с группой 

контроля, снижение КФК в оттекающем от сердца перфузате 

(рис. 3). Реализация кардиопротекторного эффекта даларгина 

возможна на наш взгляд двумя путями. С одной стороны, 
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инъекция даларгина способствовала ограничению интенсивности 

накопления продуктов пероксидации липидов и увеличению 

активности ферментов антиокислительной защиты в ткани 

миокарда, при окислительном воздействии. Так, содержание 

МДА было снижено относительно значений в контрольной группе 

на 34%,  а ДК на 51%. При этом активность СОД возрастала в 

2 раза, а значения каталазной активности достоверно не 

отличались от контрольных показателей. С другой стороны, 

предварительная инъекция даларгина сопровождается 

изменениями в направленности синтеза простагландинов. 

Наблюдается достоверное увеличение содержания ПЦ, и 

снижение ТХА2 в ткани миокарда. При этом происходит 

восстановление соотношения ПЦ/ТХА2  до значений интактного 

контроля (табл. 2). Представленные данные позволяют думать, 

что в основе обнаруженного нами свойства даларгина 

активировать биосинтез простациклина лежит его способность 

предупреждать образование продуктов ПОЛ, являющихся, как 

отмечалось выше, ингибиторами простациклинсинтетазы [197]. 

Вместе с тем, остаются не ясными механизмы 

энкефалинергического ингибирования синтеза тромбоксана. 

Суммируя полученые факты, можно предположить, что модуляция 

процессов биосинтеза простагландинов вносит определенный 

вклад в реализацию кардиопротекторных свойств даларгина при 

окислительном стрессе.  

Таким образом, представленные результаты 

свидетельствуют о том, что системное введение даларгина 

защищает кардиомиоциты от повреждающего действия 

окислительного стресса. Реализация этого протекторного 

эффекта возможна за счет стимулирующего действия пептида на 

активность ключевого фермента защиты клеток от активных 

форм кислорода - СОД, снижения интенсивности пероксидации 

липидов в ткани миокарда, с одной стороны, и модулирующего 

влияния на синтез простагландинов, с другой стороны.  
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Полученные результаты поставили вопрос о том какие типы 

опиатных рецепторов принимают участие в реализации 

кардиопротекторного и "антиоксидантного" эффектов, 

обнаруженных у агониста ОР в условиях окислительного 

стресса. В литературе отсутствуют сведения о 

внутриклеточных механизмах повышения  ферментативной 

активности СОД в ответ на введение даларгина при активации 

ПОЛ. В то же время, нас интересовал вопрос каким образом 

влияет интенсификация свободнорадикальных процессов на 

сократительную функцию миокарда, и будут ли препараты, 

обладающие кардиопротекторными свойствами, влиять на 

сократительную активность миокарда при окислительном 

стрессе. Решению этих вопросов будут посвящены следующие 

разделы диссертационной работы.  

 

 

3.1.2. Изменения инотропной функции изолированного миокарда 

в условиях индукции свободнорадикальных процессов на фоне 

предварительной стимуляции µ- и δ-опиатных рецепторов   

 

Окислительный стресс сопровождался развитием 

сократительной дисфункции изолированного миокарда, что 

выражалось снижением давления, развиваемого левым 

желудочком (ДРЛЖ), в течение всего периода активации 

свободнорадикальных процессов (рис. 4а). В конце 

экспериментального воздействия этот показатель был в 2,7 

раза ниже исходных значений в группе. Одновременно 

наблюдалось увеличение конечного диастолического давления 

(КДД) (рис. 4б). На 20 минуте перфузии сердечно-мышечного 

препарата раствором Кребса-Хензеляйта, содержащим Fe2+-

аскорбат, этот показатель увеличивался в 1,6 раза по 

сравнению с исходными значениями, что свидетельствует о 

формировании  контрактуры сердца. Общеизвестно, что главной 
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причиной контрактуры является перегрузка кардиомиоцитов 

ионами кальция. В связи с этим, представляется уместным 

предположить, что и в нашем случае имеет место Са2+-

перегрузка клеток сердца. Так, согласно данным литературы, 

активные формы кислорода оказывают ингибирующее влияние на 

активность Са2+–АТФазы [231], что в свою очередь 

сопровождается  нарушением удаления Са2+ из саркоплазмы, и 

возникновением Са2+-перегрузки кардиомиоцитов. С другой 

стороны, процессы ПОЛ вызывают нарушение целостности 

клеточных мембран, что ведет к массивному неконтролируемому 

входу ионов кальция в саркоплазму [96].  Возникает 

перегрузка клеток миокарда ионами кальция, что ведет к 

увеличению количества Са2+, депонированного в СПР и 

митохондриях [96].  

В то же время известно, что избыток Са2+ обладает 

самостоятельным повреждающим действием – вызывает внутри 

клеток развитие комплекса патологических процессов, 

называемых “кальциевой триадой” [96]. Кальциевая триада 

слагается из контрактуры миофибрилл, активации фосфолипаз и 

протеаз, разрушающих диски миофибрилл, и нарушения 

окисления и фосфорилирования в перегруженных кальцием 

митохондриях [125]. В результате замыкается круг 

внутриклеточных патологических процессов, приводящих к 

развитию контрактуры и нарушению процессов сокращения и  

расслабления миокарда.  

Предварительная активация µ- и δ-ОР при помощи их 

смешанного агониста даларгина не сопровождалась изменениями 

показателей ДРЛЖ и КДД (рис 4 а,б). Несмотря на наличие у 

даларгина кардиопротекторного и “антиоксидантного” 

эффектов, он не оказывал влияния на вызываемые 

окисидативным воздействием изменения активности Са2+–АТФазы 

и ионной проницаемости сарколеммы. Следовательно, можно 

предположить, что отсутствие положительной динамики 
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показателей ДРЛЖ и КДД связано с отсутствием у даларгина  

механизмов защиты структуры и функции Са2+-АТФазы от 

повреждающего действия активных форм кислорода.  

Важной характеристикой функционального состояния сердца 

является динамика максимальных скоростей сокращения (МСС) и 

расслабления (МСР) сердечной мышци. Максимальная скорость 

сокращения характеризует скорость образования 

актомиозиновых мостиков в систолу миокарда и определяется 

темпом поступления Са2+ к миофибриллам в начале сокращения 

из СПР и внеклеточной среды [84, 216].  

В процессе сокращения, как известно, принимают участие 

Са2+-каналы сарколеммы и СПР, а так же Na+/Ca2+-обменник [72, 

109]. Максимальная скорость расслабления определяется ско-
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Рис. 4. Влияние предварительного введения даларгина на 

динамику изменения давления, развиваемого левым желудочком, 

(А) и конечного диастолического давления (Б) изолированного 

сердца крыс в процессе активации ПОЛ. Примечания:  ## - 

достоверные отличия от исходных значений в группе(p<0,01), 

### - p<0,001.  
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Рис. 5. Динамика изменения максимальной скорости 

сокращения (А) и максимальной скорости расслабления (Б) в 

процессе моделирования окислительного стресса на фоне 

предварительного введения крысам даларгина. 

Примечания: ### - достоверность различий относительно 

исходных значений в группе (p<0,001).  
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Рис. 6. Изменение частоты сердечных сокращений (А) и 

времени длительности кардиоцикла (Б) при моделировании 

окислительного стресса на фоне стимуляции даларгином µ и δ-

опиатных рецепторов.  

Примечания: ## - достоверность различий от исходных 

значений (p<0,01), ### - p<0,001.  
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ростью удаления Са2+ из саркоплазмы в СПР и во внеклеточную 

жидкость [82, 84]. Процессы расслабления миокарда носят 

энергозависимый характер, в них принимают участие Са2+-

АТФазы мембран кардиомиоцитов и СПР, а так же Na+/Ca2+ -

обменник [72, 109]. 

Активация свободнорадикальных процессов в препаратах 

изолированного миокарда сопровождалась снижением 

показателей МСС и МСР кардиомиоцитов (рис. 5 а,б), что 

свидетельствует о нарушении транспорта Ca2+ в динамике 

сердечного цикла. Из представленных на рис. 5 данных видно, 

что в процессе активации ПОЛ скорость расслабления 

сердечной мышцы снижается более интенсивно по сравнению со 

скоростью сокращения. Это дает возможность косвенно 

предположить, что при активации свободнорадикальных 

процессов в наибольшей степени повреждаются субклеточные 

структуры, отвечающие за процессы удаления Ca2+ из 

саркоплазмы. Следовательно, избыток [Ca2+]i в процессе 

кардиоцикла, скорее всего, обусловлен преобладанием 

процессов поступления Ca2+ в саркоплазму над процессами его 

элиминации во внеклеточное пространство и СПР. 

Предварительное внутривенное введение даларгина не оказало 

положительного эффекта на динамику показателей МСС и МСР 

как в условиях стандартной перфузии (до окислительного 

стресса), так и в процессе активации ПОЛ. 

Обнаруженные нами угнетение сократительной функции 

миокарда и развитие контрактуры являются не единственными 

проявлениями повреждающего воздействия окислительного 

стресса на сердце. При индукции свободнорадикальных 

процессов в изолированном миокарде мы наблюдали развитие 

брадикардии (рис. 6а). К 20 минуте экспериментального 

воздействия ЧСС снижалось в 4,5 раза, а длительность 

кардиоцикла в 5 раз превышала исходные значения (рис. 6б.).  
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Согласно литературным данным, в возникновении 

брадикардии принимают участие следующие основные механизмы 

[43]: уменьшение скорости диастолической деполяризации в 

клетках синусового узла, увеличение абсолютного значения 

потенциала покоя и повышение порогового потенциала.  

Большое значение в формировании трансмембранного 

потенциала играют ионы Са2+ [2]. Окислительный стресс, 

сопровождается перегрузкой кардиомиоцитов ионами кальция и 

нарушением процессов окислительного фосфорилирования, что 

приводит к угнетению всех энергозависимых процессов в 

кардиомиоцитах [160, 125]. Результатом описанных процессов 

и является, видимо, замедление релаксации и угнетение 

автоматизма синусового узла.  

Системное введение даларгина не влияло на падение 

частоты сердечных сокращений при моделировании 

окислительного стресса. Очевидно, отсутствие достоверных 

различий значений ЧСС и длительности кардиоцикла между 

контрольной и экспериментальной группами обусловлено 

отсутствием регуляторного влияния опиоидных пептидов на 

механизмы ионного гомеостаза клетки в условиях 

окислительного стресса.  

Суммируя полученные данные, можно заключить, что 

активация свободнорадикальных процессов сопровождается 

развитием стойкого угнетения хронотропной и инотропной 

функции изолированного миокарда и снижением показателей 

максимальной скорости сокращения и расслабления. Совместная 

активация µ- и δ-ОР не отражается на насосной функции сердца 

как в условиях стандартной перфузии, так и в процессе 

окислительного стресса. Это свидетельствует об отсутствии у 

даларгина защитных механизмов  в отношении ионных каналов и 

Са2+-АТФазы. 
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3.2. Участие µ-опиатных рецепторов в реализации 

кардиопротекторного эффекта опиоидов  

 

Как было показано в предыдущем разделе работы, 

системная активация µ- и δ-рецепторов вносит существенный 

вклад в формирование устойчивости клеток миокарда к 

повреждающему действию окислительного стресса, но не 

предупреждает развития их сократительной дисфункции. Для 

решения вопроса об участии µ-опиатных рецепторов в регуляции 

интенсивности процессов ПОЛ и устойчивости мембранных 

структур кардиомиоцитов к окислительному стрессу были 

проведены эксперименты с предварительным внутривенным 

введением высокоселективных агонистов рецепторов данного 

типа. Серия опытов с системным введением антагониста µ-ОР 

позволила оценить участие эндогенной опиоидной системы в 

регуляции резистентности миокарда в условиях активации 

процессов пероксидации липидов. Параллельно при проведении 

экспериментов мы оценивали влияние системного введения 

лигандов µ-рецепторов на показатели сократительной 

активности миокарда как до окислительного стресса, так и в 

процессе его моделирования. 

  

3.2.1. Влияние системного введения лигандов µ-опиатных 

рецепторов на процессы липопероксидации и активность 

антиокислительных ферментов в миокарде при активации 

свободнорадикальных процессов  

 

Предварительное системное введение селективного µ-

агониста DAМGO в дозе 0,1 мг/ кг не приводило к изменению 

интенсивности выхода КФК в перфузат, оттекающий от сердец, 

в которых были активированы свободнорадикальные процессы 

(рис.7). Это свидетельствует об отсутствии 
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кардиопротекторного эффекта у данного лиганда µ-ОР в 

указанных условиях. Активация µ-ОР при помощи другого 

агониста этого типа рецепторов DALDA также не 

сопровождалась повышением резистентности миокарда к 

повреждающему воздействию окислительного стресса, о чем 

свидетельствует отсутствие достоверных различий по уровню 

КФК в перфузате между контрольной и опытной группами (рис. 

7).  

Стимуляция µ-рецепторов с помощью DAМGO способствовала 

снижению уровня малонового диальдегида в ткани миокарда на 

40% относительно контрольной группы, но не влияла на 

уровень диеновых конъюгатов (табл. 3). Аналогичные 

изменения уровня продуктов ПОЛ были обнаружены и в 

препаратах миокарда, подвергшихся окислительному стрессу на 

фоне активации µ-ОР с помощью DALDA. Так, уровень МДА при 

этом снижался на 37%, а показатель ДК достоверно не 

изменялся относительно группы контроля (табл. 3). 

Как известно, МДА образуется не только в результате 

деградации диеновых конъюгатов жирных кислот, но и в 

процессе образования простагландинов [242], поэтому 

снижение продукции МДА в ответ на стимуляцию µ-ОР могло 

явиться следствием угнетения биосинтеза некоторых 

простагландинов. Так, ранее нами было установлено, что 

агонисты µ- и δ-ОР способны угнетать биосинтез тромбоксана в 

миокарде [65, 70, 71, 78].  

Стимуляция µ-рецепторов с помощью DAMGO ограничивала 

стресс-индуцированное снижение активности СОД и полностью 

устраняла вызванные активацией ПОЛ изменения активности 

каталазы (табл. 3). Сходные изменения активности СОД были 

обнаружены нами и в группе с предварительным введением 

DALDA. 
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Рис. 7. Влияние лигандов µ-опиатных рецепторов на 

активность КФК в оттекающем от сердца перфузате при 

активации свободнорадикальных процессов. 

Серии экспериментов: 

1. Интактные сердца (n = 14) 

2. Окислительный стресс (n = 14) 

3. DAMGO + oкислительный стресс (n = 12) 

4. DALDA + oкислительный стресс (n = 13) 

5. CTAP + oкислительный стресс (n = 14) 

Примечания: ### p< 0,001 - достоверность различий по 

отношению к группе интактных животных; n – количество 

животных в группе. 
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Таблица 3 

Влияние лигандов µ-опиатных рецепторов на уровень продуктов 

ПОЛ и активность антиокислительных ферментов в миокарде 

крыс при окислительном стрессе  

 

Исследуемый 

показатель 

 

Группа 

животных 

МДА  

нмоль/г 

ткани 

ДК  

∆Е232/г ткани

 

Каталаза 

(ммоль/мин 

/1г белка) 

СОД  

(ммоль/мин

/мг белка) 

Интактные 

n=15 

1,19 +

0,06 

0,363 +

0,021 

 

15,2 ± 

0,75  

7,81 ±

0,15 

Активация 

ПОЛ 

n=15 

2,04 + 

0,14  

р1 < 0,001  

0,445 +

0,014 

p1 < 0,01 

 

21,9 ± 

1,41 

p1 < 0,001  

2,23 ±

0,26 

p1 < 0,001 

DAMGO (0,1 

мг/кг, в/в) 

+ активация 

ПОЛ  n = 13 

1,22 +

0,04  

P1 > 0,05 

p2 < 0,001 

0,437 +

0,029 

p1< 0,05 

p2 > 0,05 

14,9 ± 

0,61 

p1 > 0,05 

p2 < 0,001  

4,27 ±

0,13 

P1 < 0,001 

p2 <0,05 

DALDА 

(0,1 мг/кг, 

в/в) + 

активация 

ПОЛ  

n = 13 

1,29 +

0,06  

P1 > 0,05 

p2 < 0,001 

0,408 +

0,060 

p1 < 0,05 

p2 > 0,05 

21,5 ± 

0,78 

p1 < 0,001 

p2 > 0,05  

4,80 ±

0,28 

P1 < 0,05 

p2 <0,01 

CTAP  (0,1 

мг/кг, в/в) 

+ активация 

ПОЛ  n = 13 

2,01 +

0,06  

P1 < 0,001 

p2 > 0,05 

 

0,432 +

0,017  

P1 < 0,05 

p2 > 0,05 

 

18,4 ± 

1,08 

p1 < 0,05 

p2 < 0,05  

3,01 ±

0,18 

P1 < 0,001 

p2  >0,05 



 80

Примечание : p1 - достоверность различий относительно 

группы интактных сердец, p2 - достоверность различий 

относительно группы сердец, подвергшихся окислительному 

стрессу; n –количество животных в группе. 

Однако активность каталазы при этом не изменялась 

относительно контроля (табл.3).  

Из полученных данных видно, что предварительная 

стимуляция µ-ОР предупреждает снижение активности СОД в 

ткани миокарда, вызванное индукцией свободнорадикальных 

процессов. Однако подобная µ-опиатергическая активация СОД, 

видимо, оказывается недостаточной для того, чтобы в полной 

мере защитить миокард от повреждающего действия активных 

форм кислорода. Свидетельством того может служить то, что в 

перфузате, оттекающем от сердец крыс, получавших агонисты µ-

ОР, сохранялась такая же высокая активность КФК, как и в 

контрольной группе.  

Сложно трактовать разнонаправленные изменения 

каталазной активности под влиянием агонистов µ-ОР в условиях 

окислительного стресса. Исходя из литературных данных 

снижение активности каталазы в группе с предварительным 

введением  DAMGO,  может проявляться в результате 

ингибирования этого фермента под влиянием NO [121, 196], 

увеличение синтеза которого показано при стимуляции µ-

рецепторов эндоморфином [124]. С другой стороны остается 

открытым вопрос почему использование другого µ-агониста - 

DALDA - не сопровождалось изменением активности каталазы. 

Введение антагониста µ-ОР CТAP, предшествующее 

окислительному стрессу, не приводило к достоверным 

изменениям выхода КФК в оттекающий перфузат (рис. 7) Нами 

не было также отмечено снижения интенсивности накопления 

МДА и ДК в ткани изолированного миокарда относительно 

контрольной группы (табл. 3). Исследование показателей 
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антиокислительной защиты миокарда в рассматриваемой группе 

показало, что фармакологическое "выключение" µ-ОР не 

сопровождалось какими-либо изменениями активности СОД. В то 

же время интенсивность энзиматического расщепления H2O2 

превышала значения у интактных крыс, но была ниже, чем в 

группе контроля. Следовательно, устранение влияния 

эндогенной опиоидной системы на рецепторы µ-типа не 

сказывалось на резистентности миокарда к окислительному 

стрессу, и интенсивности протекания ПОЛ. 

Суммируя результаты, представленные в этой главе, можно 

заключить, что как активация, так и блокада µ-ОР не вносила 

значимого вклада в формирование устойчивости миокарда к 

повреждающему действию окислительного стресса. При этом 

наблюдалось слабовыраженная способность агонистов µ-ОР 

контролировать процессы  ПОЛ, что выражалось, в частности, 

в снижении  уровня МДА, и стимулирующем эффекте на 

активность СОД. Регуляторное влияние µ-агонистов, 

оказываемое в отношении каталазной активности, неоднозначно 

и требует дальнейшего изучения. Блокада данного типа 

рецепторов не влила на интенсивность протекания процессов 

пероксидации липидов и показатели СОД, но способствовала 

снижению активности каталазы. Исходя из полученных данных, 

можно сделать вывод, что активация µ-ОР не играет ключевой 

роли в реализации кардиопротекторного и "антиоксидантного" 

эффектов опиоидов, отмеченных нами при влиянии 

окислительного стресса на миокард.  

3.2.2. Изменение сократимости изолированного миокарда 

при окислительном стрессе, индуцированном на фоне in vivo-

стимуляции µ-опиатных рецепторов 

Как мы уже отмечали выше (глава 3.1.2.) моделирование 

окислительного стресса значительно нарушает сократительную 

активность изолированного миокарда, что проявлялось 
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снижением давления, развиваемого левым желудочком (ДРЛЖ), 

на 44 % относительно исходного уровня (рис. 4а). Это в свою 

очередь, сопровождалось снижением  показателей максимальной  

скорости сокращения (МСС) и максимальной скорости 

расслабления (МСР) миокарда. Одновременно со снижением ДРЛЖ 

изолированного сердца мы отмечали увеличение на 42% 

конечного диастолического давления (КДД) по сравнению с 

показателем в конце периода адаптации (рис. 4б). Данный 

факт свидетельствует о формировании выраженной контрактуры 

сердца. Так же следует отметить, что оксидативное 

воздействие отрицательно сказывается на хронотропной 

функции миокарда. 

Системное введение µ-агониста DAMGO способствовало 

увеличению ДРЛЖ. Так в условиях стандартной перфузии 

изолированного миокарда (рис. 8а) на фоне стимуляции µ-ОР 

этот показатель на 30% превышал аналогичные значения в 

интактном контроле. К сожалению, данный положительный 

инотропный эффект DAMGO не сохранялся при  последующей 

стимуляции ПОЛ, когда значения ДРЛЖ не отличались от 

таковых в группе контрольных сердец. Активация µ-рецепторов 

путем системного введения DALDA также сопровождалась 

усилением насосной функции миокарда. Так, исходные значения 

ДРЛЖ в этой серии, зарегистрированные перед моделированием 

окислительного стресса, превышали контрольные показатели в 

на 26% (рис. 8а). 

Динамика увеличения конечного диастолического давления 

в процессе стимуляции ПОЛ в группах с использованием µ-

агонистов отличалась от таковой в контроле. Так в группе с 

предварительной инъекцией DAMGO наблюдалось достоверное 

относительно контрольной группы увеличение данного 

показателя в течение всего периода активации 

свободнорадикальных процессов (рис. 8б). Сходное по своей 
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динамике повышение КДД наблюдалось и в группе с 

предварительным введением DALDA. Так в первые 5 мин периода 

активации ПОЛ было зафиксировано увеличение КДД выше 

контрольных величин (р<0,001) (рис. 8б). В дальнейшем этот 

показатель оставался на достигнутом уровне и в конце 

периода активации ПОЛ не превышал значений в группе 

контроля. 

Предварительная блокада µ-ОР с помощью CTAP не повлияла 

на исходное значение ДРЛЖ, а дальнейшая интенсификация 

пероксидации липидов способствовала более интенсивному, чем 

в группе контроля, снижению данного показателя (рис. 8а). В 

то же время, на протяжении всего эксперимента не было 

отмечено достоверных отличий по величине КДД (рис. 8б) 

между опытной и контрольной группами.  

Обнаруженный нами положительный инотропный эффект in 

vivo-активации µ-ОР, по-видимому, связан с увеличением 

систолической концентрации Са2+  в цитоплазме клетки. Так 

группой исследователей, возглавляемой проф. Т.М. Wong, было 

показано, что активация µ-ОР изолированного сердца приводит 

к увеличению [Ca2+]i за счет мобилизации последнего из СПР 

[166].  В то же время известно, что активные формы 

кислорода ингибируют Na+/Ca2+-обменник [173] и Са2+-АТФазы 

[179, 231]. Обнаруженное нами усиление контрактуры в 

процессе сочетанного воздействия активации ПОЛ и стимуляции 

µ-ОР, скорее всего, является результатом одновременного 

увеличения входа Ca2+ из СПР в миоплазму за счет активации 

µ-рецепторов и нарушения его элиминации из саркоплазмы в 

результате инактивации Са2+–АТФазы под действием свободных 

радикалов. Общеизвестно, что причиной контрактуры является 

повышение [Са2+]i, а перегрузка кардиомиоцитов ионами 

кальция ведет к усилению их повреждения [96]. 
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 В пользу участия µ-ОР в регуляции насосной функции 

миокарда свидетельствуют и результаты наших экспериментов с 

использованием µ-антагониста СТАР. Оказалось, что блокада 

этих рецепторов оказывает эффект, прямо противоположный их 

стимуляции. Так, если активация µ-ОР способствовала усилению 

сократимости миокарда, то “фармакологическое выключение” 

этих рецепторов сопровождалось более интенсивным, чем в 

группе контроля, снижением ДРЛЖ в периоде активации 

процессов ПОЛ. Вместе с тем, µ-антагонист СТАР, в отличие от 

µ-агонистов не влиял на величину “свободнорадикальной” 

контрактуры. Очевидно, блокада µ-ОР приводит к усугублению 

возникающих при активации ПОЛ нарушений сократительной 

функции миокарда за счет снижения мобилизации Са2+ из СПР. В 

пользу подобного предположения говорят данные исследований 

группы проф. Т.М. Wong, свидетельствующие об усиленной 

мобилизации Са2+ из СПР при активации µ-ОР [166]. Логично 

предположить, что блокада µ-ОР может оказывать прямо 

противоположный эффект, то есть снижать амплитуду колебаний 

[Ca2+]i. Наблюдаемое в наших экспериментах снижение силы 

сокращения левого желудочка, скорее всего, является 

результатом кумуляции отрицательного влияния на инотропную 

функцию миокарда окислительного стресса и эффекта, 

вызванного блокадой µ-ОР. 
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Рис. 8. Влияние окислительного стресса и 

предварительного введения лигандов µ-опиатных рецепторов на 

показатели давления, развиваемого левым желудочком, (а) и 

конечного диастолического давления (б). Примечания: # - 

достоверность различий по отношению к исходным величинам в 

группе р<0,05, ## - р<0,01, ### - p<0,001; * - 

достоверность различий по отношению к аналогичным 
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показателям группы сердец, в ткани которых было 

активировано ПОЛ (р<0,05), ** - р<0,01. 
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Рис. 9. Влияние системного введения лигандов µ-ОР на 

динамику изменения максимальной скорости сокращения (а) и 

максимальной скорости расслабления (б) в процессе 

моделирования окислительного стресса. Примечания: ### - 

достоверность различий по отношению к исходным значениям в 

группе (p<0,001). * - достоверность различий по отношению к 
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аналогичным показателям в группе контроля (p<0,05), *** - 

p<0,001. 
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Рис. 10. Динамика изменений частоты сердечных 

сокращений (а) и времени длительности кардиоцикла (б) при 

моделировании окислительного стресса на фоне 
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предварительного системного введения лигандов µ-ОР.  

Примечания: # -  достоверность отличий от исходных значений 

(p<0,05), ## - p<0,01, ###-p<0,001. 

 

Парентеральное введение селективных µ-агонистов DAMGO и 

DALDA явилось причиной выраженного увеличения максимальной 

скорости сокращения (МСС) и расслабления (МСР) 

изолированной сердечной мышцы (рис. 9). Увеличение МСС 

косвенно свидетельствует об ускорении поступления Са2+ в 

саркоплазму кардиомиоцитов, а повышение МСР  позволяет 

говорить об увеличении скорости его элиминации из 

миоплазмы, поскольку процессы сокращения и расслабления 

кардиомиоцитов напрямую зависят от колебаний [Ca2+]i [39]. 

Согласно литературным данным основными внутриклеточными 

либераторами саркоплазматического кальция являются цАМФ 

[122, 189] и инозитолтрифосфат [202]. Исходя из этого можно 

предположить, что положительное влияние агонистов µ-ОР на 

скоростные характеристики процесса сокращения миокарда 

опосредуется через стимуляцию синтеза инозитолтрифосфата 

или цАМФ. В то же время стимуляция µ-ОР в наших 

экспериментах сопровождалась также увеличением скорости 

релаксации миокарда, что косвенно свидетельствует об 

усилении энергозависимого процесса элиминации Са2+ из 

миоплазмы кардиомиоцитов. Этот эффект также может быть 

опосредован через увеличение внутриклеточного уровня цАМФ, 

который, как известно, одновременно увеличивает и скорость 

мобилизации Са2+ из СПР, и скорость депонирования Са2+ в 

саркоплазматическом ретикулуме [122]. Однако данные 

литературы свидетельствуют о том, что опиоиды, напротив, 

способствуют снижению уровня цАМФ в кардиомиоцитах [65], 

поэтому механизм обнаруженного нами увеличение МСС и МСР 

требует дальнейшего всестороннего изучения.  
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Активация свободнорадикальных процессов в сердцах, 

составивших группы с внутривенным введением DAMGO и DALDA, 

сопровождалась снижением МСС и МСР до значений в 

контрольной группе (рис. 9). Это лишний раз свидетельствует 

об отсутствии у исследуемых пептидов способности 

предупреждать нарушения ионной проницаемости мембраны, 

вызванные окислительным стрессом.  

Системная блокада µ-ОР при парентеральном введении СТАР 

не сопровождалась достоверными изменениями значений 

максимальных скоростей сокращения и расслабления как до-, 

так и на фоне стимуляции ПОЛ (рис. 9), что можно трактовать 

в пользу отсутствия тонической опиоидной регуляции 

процессов, определяющих динамику [Са2+]i в течение 

кардиоцикла.   

Исследование хронотропных эффектов лигандов µ-ОР 

показало, что внутривенное введение агонистов или 

антагониста не вызывало достоверных изменений ЧСС и 

длительности кардиоцикла как до окислительного стресса, так 

и в процессе его моделирования (рис.10). Этот факт, 

свидетельствует, что активация µ-ОР не отражается на функции 

клеток водителя ритма и проводящей системы сердца. 

Таким образом, приведенные в настоящем разделе данные 

показывают, что стимуляция µ-ОР сопровождается увеличением 

давления, развиваемого левым желудочком, МСС и МСР в 

условиях нормы, но не предупреждает депрессии этих 

показателей в результате активации свободнорадикальных 

процессов. В то же время агонисты µ-ОР усугубляют 

развивающуюся в процессе окислительного стресса 

контрактуру, что, несомненно, сказывается на сократительной 

способности миокарда. Блокада данного типа рецепторов 

потенцирует отрицательный инотропный эффект окислительного 

стресса. Эти данные свидетельствуют в пользу участия µ-
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опиатных рецепторов и эндогенных µ-агонистов в регуляции 

сократимости миокарда в норме и в условиях активации 

свободнорадикальных процессов. 

 

 

 

 

 

 

 

3.3. Стимуляция δ-опиатных рецепторов как способ 

повышения устойчивости изолированного сердца к 

повреждающему действию активных форм кислорода 

В предыдущих разделах работы нами были представлены 

результаты, свидетельствующие о связанном с активацией 

опиатных рецепторов повышении резистентности миокарда к 

окислительному стрессу. Указанное повышение устойчивости 

миокарда сочеталось с уменьшением интенсивности процессов 

пероксидации липидов и повышением активности СОД. Также 

было отмечено отсутствие кардиопротекторных и 

"антиоксидатных" свойств у селективных агонистов µ-ОР DALDA 

и DAMGO. Перечисленные факты позволили нам предположить, 

что основной вклад в опиатергическое повышение 

толерантности миокарда к повреждающему воздействию 

окислительного стресса вносят рецепторы δ-типа.  

 

3.3.1. Процессы перекисного окисления липидов и 

антиокислительная защита миокарда при свободнорадикальном 

повреждении изолированного сердца на фоне системного 

введения лигандов δ-опиатных рецепторов 

Предшествующее окислительному стрессу системное 

введение селективного δ-агониста DSLET способствовало 
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уменьшению активности КФК в оттекающем от поврежденного 

сердца перфузате в 1,4 раза по сравнению с группой контроля 

(рис. 11), что свидетельствует о повышении резистентности 

кардиомиоцитов к патогенному воздействию активных форм 

кислорода. Аналогичный эффект мы наблюдали и при 

использовании другого селективного агониста δ-ОР DTLET (рис. 

11). Полученные данные подтверждают выдвинутое нами 

предположение об участии δ-опиатных рецепторов в повышении 

толерантности миокарда к окислительному стрессу.  

Рис. 11. Влияние селективных лигандов δ-опиатных 

рецепторов на интенсивность выхода КФК в оттекающий от 

изолированного сердца перфузат при активации 

свободнорадикальных процессов. 

Серии экспериментов: 

1. Интактные сердца (n = 14) 

2. Окислительный стресс (n = 14) 

3. DSLET + oкислительный стресс (n = 12) 

4. DTLET + oкислительный стресс (n = 13) 

5. ICI + oкислительный стресс (n = 14) 
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6. ICI + DSLET + oкислительный стресс (n = 14) 

Примечания: ### - достоверность различий относительно 

группы интактных животных (p<0,001); * - достоверность 

различий относительно группы сердец, подвергшихся 

окислительному стрессу (p<0,05), ** - p<0,01; n – 

количество животных в группе. 
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Проведение серии экспериментов с совместным введением 

антагониста δ-рецепторов -ICI 174,684 и агониста - DSLET 

показало, что предварительная блокада рецепторов данного 

типа препятствует реализации кардиопротекторного эффекта 

DSLET в условиях активации свободнорадикальных процессов. 

Так, уровень КФК в перфузате, оттекающем от сердец 

рассматриваемой группы, достоверно не изменялся 

относительно контроля (моделирование окислительного 

стресса) (рис. 11). Следует отметить, что селективная 

блокада δ-ОР с помощью внутривенного введения ICI 174,684 не 

отражалась на интенсивности выхода КФК в перфузат (рис.11). 

Полученный факт служит еще одним подтверждением того, что в 

реализации кардиопротекторного эффекта опиоидов в данных 

условиях ведущую роль играет активация δ-ОР.  

В условиях предварительной активации δ-ОР при помощи 

внутривенного введения DSLET или DTLET нами было отмечено 

снижение уровня накопления в миокарде продуктов ПОЛ по 

сравнению с группой контроля. Так, после предварительной 

инъекции DSLET содержание ДК уменьшалось на 13,7%, а МДА - 

на 33,8% относительно контрольной группы сердец, 

подвергшихся окислительному стрессу (табл. 4). 

Предварительное системное введение DTLET в тех же условиях 

способствовало снижению уровня ДК на 16,4% , а МДА на 46,6% 

(табл. 4). 

Определение активности антиокислительных ферментов в 

образцах миокарда животных, составивших опытные группы, 

показало, что предварительное введение синтетических 

опиоидов предупреждает ингибирование СОД, наблюдаемое при 

моделировании окислительного стресса. Как видно из таблицы 

4, показатели активности СОД в образцах миокарда этих групп 

достоверно превышали контрольные значения и не отличались 

от интактных. Вместе с тем, введение исследуемых нами δ-
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агонистов приводило к снижению уровня каталазной 

активности, относительно группы сердец, подвергшихся 

оксидативному воздействию. Однако значения этого показателя 

достоверно превышали интактный уровень.  

 

Таблица 4 

Участие лигандов δ-опиатных рецепторов в регуляции 

интенсивности перокисидации липидов и активности 

антиокислительных ферментов в миокарде крыс при 

окислительном стрессе (Х±m). 

 

Исследуемый 

показатель 

 

Группа  

животных 

МДА 

нмоль/г 

ткани 

ДК 

∆Е232/г ткани

 

Каталаза 

ммоль/мин 

/г белка 

СОД  

ммоль/мин/

мг белка 

Интактные  

n=15 

1,19 + 

0,06 

0,363 + 

0,021 

 

15,2 ± 

0,75  

7,81 ± 

0,25 

Активация 

ПОЛ 

n=15 

2,04 + 

0,14  

р1 < 0,001 

0,445 + 

0,014 

p1 < 0,01

 

21,9 ± 

1,41 

p1 < 0,001 

2,23 ± 

0,26 

p1 < 0,001

DSLET (0,1 

мг/кг в/в) 

+ активация 

ПОЛ  

n = 12 

1,35 + 

0,04 

P1 > 0,05

p2 < 0,001

0,384 + 

0,013  

P1 > 0,05

p2 < 0,001

 

17,9 ± 

0,54 

p1< 0,01 

p2 < 0,01 

7,87 ± 

0,36 

p1> 0,05

p2 <0,001

DTLET (0,1 

мг/кг в/в) 

+ активация 

ПОЛ  

1,09 + 

0,05 

P1 > 0,05

p2 < 0,001

0,372 + 

0,018 

p1 > 0,05

p2 < 0,01

18,7 ± 

0,36 

p1< 0,001 

p2 < 0,05 

8,94 ± 

0,47 

p1< 0,05

p2 <0,001
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n = 12  
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ICI (2,5 

мг/кг в/в) 

+ 

активация 

ПОЛ  

 n = 10 

1,78 + 

0,05  

P1 < 0,001

p2 > 0,05

 

0,469 + 

0,012  

P1 < 0,05

p2 > 0,05

 

19,7 ± 

0,83 

p1< 0,001 

p2 > 0,05 

3,24 ± 

0,38 

p1< 0,001

p2 > 0,05

ICI (2,5 

мг/кг в/в) 

+ DSLET 

(0,1 мг/кг 

в/в) + 

активация 

ПОЛ  

n = 10 

1,99 + 

0,07  

P1 < 0,001

p2 > 0,05

 

0,479 + 

0,013  

P1 < 0,05

p2 > 0,05

 

20,45 ± 

0,73 

p1< 0,001 

p2 > 0,05 

3,15 ± 

0,29 

p1< 0,001

p2 > 0,05

 

Примечание: p1 - достоверность различий относительно 

группы интактных сердец, p2 - достоверность различий 

относительно руппы серцец, перфузированных Fe+2 -аскорбат в 

течении 20 мин. 

  

Исходя из полученных нами данных, можно предположить, 

что подавление процессов ПОЛ реализуется за счет 

положительного влияния стимуляции δ-ОР на активность 

антиокислительных ферментов, так как в группах с 

предварительным введением DSLET или DTLET нами было 

отмечено восстановление активности СОД до уровня интактных 

сердец, и сохранение активности каталазы выше значений в 

интактной группе. Общеизвестно, что каталаза способствует 

инактивации Н2О2, образующейся в реакции дисмутации О
• под 

действием СОД. В данном случае эти два фермента работают 

сопряжено и одновременное увеличение их активности в 
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условиях окислительного стресса при предварительной 

стимуляции δ-ОР обеспечивает утилизацию активных форм 

кислорода и их метаболитов и, следовательно, способствует 

снижению как интенсивности свободно-радикального окисления 

липидов, так и накопления кардиотоксических продуктов, 

образующихся в процессе ПОЛ. В свою очередь снижение 

интенсивности ПОЛ, связанное с введением δ-агонистов, 

обеспечивает повышение толерантности миокарда к 

окислительному стрессу. 

Из таблицы 4 видно, что блокада δ-ОР с помощью ICI 

174,684 не оказывала достоверного влияния на уровень 

накопления МДА и ДК и активность антиокислительных 

ферментов в ткани миокарда, подвергшегося 

свободнорадикальному воздействию. Это позволяет исключить 

участие эндогенных энкефалинов в тонической регуляции 

процессов, определяющих устойчивость миокарда к патогенному 

воздействию активных форм кислорода. 

Отмеченная нами способность δ-агонистов подавлять 

чрезмерно интенсивное протекание процессов ПОЛ и оказывать 

регуляторное влияние на активность ферментов 

антиокислительной защиты миокарда носит рецептор-

опосредованный характер. Доказательством этого служит тот 

факт, что блокада данного типа рецепторов, предшествующая 

инъекции DSLET, сопровождается достоверным (р<0,01) 

увеличением содержания продуктов пероксидации и падением 

активности СОД по отношению к группе животных, получавших 

предварительно только DSLET (табл. 4).  

Остается открытым вопрос о механизмах опиатергической 

регуляции ферментативной активности СОД и каталазы. 

Имеющиеся в литературе сведения, указывающие на участие NO 

в опосредовании вазоактивных эффектов энкефалинов [124], и 

данные, свидетельствующие о регуляторном влиянии NO на 
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активность СОД в условиях ишемии-реперфузии [251], 

позволили нам предположить возможность участия NO в 

реализации регуляторного влияния синтетических энкефалинов 

на активность СОД в условиях окислительного стресса. 

Существуют в литературе указания и на то, что регуляторному 

воздействию NO подвержен другой исследуемый нами фермент – 

каталаза [121, 196], что также даёт возможность 

рассматривать NO в качестве внутриклеточного посредника 

эффектов, связанных со стимуляцией ОР. В то же время, в 

ряде работ отмечается, что сама молекула NO обладает 

прямыми антиоксидантными свойствами [87, 172, 201] за счет 

способности инактивировать активные формы кислорода. В 

связи с вышесказанным, нами было проведено исследование 

возможного участия NO в реализации кардиопротекторного и 

"антиоксидантного" эффектов лигандов δ-ОР. Результаты этих 

экспериментов будут представлены в главе 3.4.  

Таким образом, представленные результаты позволяют 

сделать вывод об участии опиатных рецепторов δ-типа в 

формировании устойчивости сарколеммы, поскольку системная 

стимуляция этих рецепторов способствует уменьшению степени 

повреждения миокарда, вызванных окислительным стрессом, а 

их предварительная блокада нивелирует кардиопротекторный 

эффект экзогенных агонистов. Полученные экспериментальные 

данные свидетельствуют о важной роли СОД и каталазы в 

механизмах реализации эффектов агонистов δ-ОР, в отношении 

процессов пероксидации липидов в ткани миокарда при 

окислительном стрессе.  

Обнаруженная нами способность синтетических агонистов 

предупреждать повышенное образование продуктов ПОЛ и 

снижение активности СОД носит δ-рецептор опосредованный 

характер. В то же время, оставались открытыми вопросы о том 

рецепторы какой локализации (кардиальной или 
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экстракардиальной) принимают участие в реализации защитного 

эффекта опиоидов, и какие внутриклеточные посредники 

принимают в этом участие. Исследования, предпринятые для 

решения этих вопросов, будут представлены в последующих 

разделах диссертации.  

 

3.3.2. Влияние внутривенного введения лигандов δ-

опиатных рецепторов на показатели сократительной функции 

миокарда при окислительном стрессе 

 

Мы уже отмечали, что при окислительном стрессе 

значительно нарушается сократительная активность 

изолированного сердца. Как показано на рисунке 12а, 

давление, развиваемое левым желудочком (ДРЛЖ) сердца 

животных контрольной группы снижалось в течение всего 

периода активации свободнорадикальных процессов и составило 

в конце эксперимента 44,5% от исходных показателей. 

Одновременно со снижением ДРЛЖ изолированного сердца мы 

зафиксировали увеличение на конечного диастолического 

давления 42,8% (рис.12 б), что свидетельствует о 

формировании контрактуры кардиомиоцитов. Наряду с этим, в 

контрольной группе при моделировании окислительного стресса 

наблюдалось  падение частоты сердечных сокращений (рис 14а) 

и скоростных характеристик процессов сокращения и 

расслабления миокарда( рис. 13 а, б). 

Активация δ-ОР путем внутривенного введения DSLET или 

DTLET не оказывала достоверно значимого влияния на 

показатели ДРЛЖ изолированного сердца как до-, так и в 

процессе активации перекисного окисления липидов (рис 12а). 

Не было отмечено и достоверного влияния исследуемых δ-

агонистов на степень контрактуры сердечной мышцы, 

формирующейся в процессе окислительного стресса (рис. 12 
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б). Результаты проведенных экспериментов показывают, что 

активация δ-ОР не защищает сократительный аппарат 

кардиомиоцитов от воздействия активных форм кислорода. 

Блокада δ-ОР с помощью селективного антагониста ICI 

174,684 не повлияла на исходные значения рассматриваемых 

показателей функциональной активности миокарда (рис. 

12а,б), но вызвала более интенсивное, по сравнению с 

контролем, снижение систолического давления в левом 

желудочке (рис. 12а). На 15-20 мин моделирования 

окислительного стресса эти различия становились достоверно 

значимыми. У сердечно-мышечных препаратов этой группы на 5 

минуте активации свободнорадикальных процессов наблюдался 

достоверный подъём конечного диастолического давления (рис. 

12б). На последующих сроках эксперимента сохранялась лишь 

тенденция к повышенным значениям этого показателя. 

Полученные результаты позволяют предположить определённое 

участие эндогенных лигандов опиоидной системы в регуляции 

инотропной функции миокарда при патологически высокой 

активности свободнорадикальных процессов. При совместном 

введении δ-антагониста и δ-агониста на протяжении всего 

периода оксидативного воздействия сохранялся отмеченный для 

ICI 174.864 отрицательный инотропный эффект, но не было 

отмечено развития высокого диастолического давления (рис. 

12а,б). 

Из литературы известна способность δ-агонистов 

увеличивать [Са2+]i в изолированных кардиомиоцитах [238, 

239, 249]. Кроме того агонисты δ-рецепторов способны 

модулировать транспорт Са2+ на уровне саркоплазматического 

ретикулума [249].  
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Рис. 12. Влияние окислительного стресса на фоне 

предварительного внутривенного введения лигандов δ-опиатных 

рецепторов на показатели давления, развиваемого левым 

желудочком, (а) и конечного диастолического давления (б); # 

- достоверность различий относительно исходных значений в 

группе (р<0,05), ## - р<0,01, ### - р<0,001; * - 

достоверность различий относительно группы сердец в ткани 

которых было активировано ПОЛ (р< 0,05), 

Исх
одные Время активации ПОЛ (мин) 

а 

Ис
ходные Время активации ПОЛ (мин) 
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 ** - р<0,01. 
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Рис. 13. Влияние системного введения лигандов δ-ОР на 

динамику изменения максимальной скорости сокращения (а) и 

максимальной скорости расслабления (б) в процессе 

моделирования окислительного стресса. 

Примечание: ### - достоверность различий по отношению к 

исходным значениям в группе (p<0,001); * - достоверность 
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различий относительно контрольной группы (p<0,05), *** - 

p<0,001. 
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Рис. 14. Изменение частоты сердечных сокращений (а) и 

времени длительности кардиоцикла (б) при моделировании 

окислительного стресса на фоне блокады и стимуляции δ-

опиатных рецепторов.  

Примечание: ## - достоверность отличий от исходных 

значений в группе (p<0,01), ### - p<0,001; * - 
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достоверность отличий от группы контроля (р<0,05), ** - 

р<0,01. 

 

В связи с этим логично предположить, что блокада данного 

типа рецепторов может оказывать прямо противоположный 

эффект, то есть снижать амплитуду [Ca2+]i, что и объясняет 

наличие отрицательного инотропного эффекта у антагониста δ-

рецепторов в условиях окислительного стресса. Отсутствие 

положительного инотропных эффектов у использованных в наших 

экспериментах агонистов δ-ОР, вероятно, обусловлено 

особенностями выбранного нами объекта исследования. 

Активация δ-ОР при внутривенном введении DSLET или 

DTLET сопровождалась повышением исходных значений 

скоростных характеристик процессов сокращения и 

расслабления миокарда. Так в группе животных, получивших 

внутривенно DSLET, значение МСС, зарегистрированное до 

моделирования окислительного стресса, превышало в 1,3 раза 

таковое в контрольной группе (рис. 13а,б), а 

предварительная  инъекция DTLET способствовала увеличению 

исходного значения МСС в  1,6 раза (рис. 13а). В группах 

сердец, полученных от животных с введением лигандов ОР, так 

же было отмечено увеличение в 1,3 раза показателя МСР 

относительно контроля (рис. 13б). Увеличение МСС и МСР, с 

одной стороны, косвенно свидетельствует об ускорении 

поступления Са2+ в саркоплазму кардиомиоцитов, а с другой 

стороны, позволяет говорить об увеличении скорости 

элиминации этого иона из миоплазмы, поскольку процессы 

сокращения и расслабления кардиомиоцитов напрямую зависят 

от колебаний [Са2+]i [39, 96]. 

 В процессе окислительного стресса в рассматриваемых 

группах наблюдалась неоднозначная динамика МСС и МСР. Так, 

DSLET не предупреждал падения скоростей сокращения и 
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расслабления под влиянием активных форм кислорода, а DTLET 

способствовал сохранению достоверно высокого относительно 

контроля уровня МСС, но не оказывал существенного влияния 

на МСР. Очевидно, проявление положительного эффекта на 

показатель МСС в процессе моделирования окислительного 

стресса на фоне введения DTLET обусловлено индивидуальными 

свойствами данного препарата ускорять процесс выхода Са2+ из 

СПР, которое не присуще всем без исключения агонистам 

данного типа рецепторов.  

Высокие значения МСС и МСР в группе животных, 

получавших и δ-агонист, и δ-антагонист ( рис. 13а,б), 

свидетельствуют, что положительное влияние DSLET на эти 

показатели обусловлено, вероятнее всего, его 

неспецифическим влиянием на внутриклеточные механизмы, 

отвечающие за Са2+-гомеостаз клетки. В этом плане следует 

отметить и то, что селективная блокада δ-рецепторов ICI 

174,864 не сопровождалась изменениями значений МСС и МСР 

(рис. 13 а, б). 

Оценка хронотропной функции миокарда показала, что 

активация δ-ОР при помощи DSLET не сопровождается 

достоверными изменениями частоты сердечных сокращений на 

протяжении всего эксперимента (рис. 14а). В группе с 

парентеральным введением DTLET в период активации 

свободнорадикальных процессов наблюдалась тенденция к 

увеличению ЧСС по сравнению с контролем. К 20 минуте 

экспериментального воздействия это увеличение становилось 

достоверным. Аналогичные изменения в группах претерпевал и 

показатель длительности кардиоцикла (рис. 14 б). При 

использовании в качестве агониста DSLET нами не было 

зарегистрировано различий показателя показателя 

длительности кардиоцикла по сравнению с контролем(рис. 

14б). А в результате предварительной инъекции DTLET 
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отмечалось достоверное уменьшение данного показателя на 15 

и 20 мин экспериментального воздействия, что также 

свидетельствует об улучшении хронотропной функции миокарда 

при использовании данного пептида. Блокада δ-ОР с помощью 

внутривенного введения ICI 174,864 не приводила к 

достоверным изменениям показателей хронотропной функции 

миокарда (рис. 14а,б). В то же время, его инъекция, 

предшествующая системному введению DSLET, сопровождалась 

усугублением отрицательного инотропного влияния 

окислительного стресса на 10 и 20 минутах (рис. 14а), при 

этом не было отмечено увеличения длительности кардиоцикла 

(рис 14б). 

Суммируя полученные результаты об участии δ-рецепторов 

в регуляции функциональной активности миокарда как в 

физиологических условиях, так и при моделировании 

окислительного стресса, можно сделать заключение, что их 

вклад в этот процесс менее значим по сравнению с µ-ОР. Такой 

вывод возможно сделать поскольку in vivo-стимуляция δ-

рецепторов не отражалась на параметрах сократимости 

миокарда на протяжении всего эксперимента, в то время как 

активация µ-ОР сопровождалась положительным инотропным 

эффектом в условиях стандартной перфузии миокарда. Блокада 

δ-ОР усугубляла снижение систолического давления в левом 

желудочке, вызванное влиянием активных форм кислорода на 

миокард. Отмеченный отрицательный инотропный эффект δ-

антагониста сохранялся и при совместном использовании 

антагониста и агониста δ-рецепторов. Несмотря на то, что 

активация δ-ОР сопровождалась повышением резистентности 

сарколеммы кардиомиоцитов к влиянию активных форм кислорода 

и снижением интенсивности накопления продуктов ПОЛ, мы не 

обнаружили в наших экспериментах положительных изменений 
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сократимости изолированного миокарда, нарушенной в 

результате окислительного стресса.  

 

 

 

 

3.3.3. Роль кардиальных рецепторов в реализации 

протекторного эффекта δ-лигандов 

Эксперименты, посвященные изучению вклада µ- и δ-

субпопуляций ОР в формирование резистентности миокарда к 

повреждающему действию окислительного стресса, показали, 

что ведущую роль в этих процессах играет активация 

рецепторов δ-типа. Согласно нашей рабочей гипотезе, 

основанной на полученных ранее результатах, в механизмах 

опиатергической защиты миокарда от воздействия активных 

форм кислорода принимают участие антиоксиданты и 

простагландины. Использованный нами при проведении 

экспериментов метод внутривенного введения лигандов 

опиатных рецепторов не позволил однозначно ответить на 

вопрос о том, прямо или опосредованно через другие 

регуляторные системы организма оказывают свое влияние ОП на 

процессы ПОЛ и биосинтез простагландинов в миокарде. Для 

решения поставленных вопросов нами были проведены 

эксперименты с введением агонистов ОР in vitro в раствор 

Кребса-Хензелайта. 

Перфузия изолированных сердец в течение 5 мин 

раствором, содержащим 2 мг/л смешанного агониста µ- и δ-ОР 

даларгина, не повлияла на устойчивость сарколеммы 

кардиомиоцитов к окислительному стрессу. Нами не было 

отмечено достоверных различий активности КФК в оттекающем 

от сердец перфузате контрольной и опытной групп (рис. 15). 

Использование in vitro 0,1 мг/л селективного агониста δ-ОР 
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DSLET в течении 15 мин также не сопровождалось снижением 

активности КФК в перфузате, оттекающем от сердец данной 

группы (рис. 15). Следовательно, повышение резистентности 

сарколеммы кардиомиоцитов, обусловленное активацией δ-ОР, 

наблюдается лишь при системном введении агонистов данного 

типа рецепторов и,  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 15. Влияние предварительной стимуляции кардиальных 

опиатных рецепторов на интенсивность выхода КФК в 

оттекающий от сердца перфузат при активации 

свободнорадикальных процессов. 

Серии экспериментов: 

1. Интактные сердца (n = 14) 

2. Окислительный стресс (n = 14) 

3. даларгин (2 мг/л, перфузия 5 мин) + oкислительный 

стресс (n = 12) 
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4. DSLET (0,1 мг/л, перфузия 15 мин) + oкислительный 

стресс (n = 8) 

Примечание: ### p< 0,001, достоверность различий по 

отношению к группе сердец интактных животных; n – 

количество экспериментов в группе. 

 

возможно, связано с мобилизацией эндогенных модуляторов. 

Активация кардиальных δ-ОР не способствует защите миокарда 

от повреждающего воздействия активных форм кислорода.  

При стимуляции даларгином кардиальных µ- и δ- опиатных 

рецепторов нами не было отмечено снижения уровня МДА и ДК в 

ткани миокарда относительно соответствующих величин в 

контрольной группе (табл. 5). Активность каталазы в группе 

с in vitro-введением даларгина была на уровне значений в 

контрольной группе и достоверно превышала значения в группе 

интактных сердец. Активность СОД в гомогенатах сердец 

рассматриваемой группы была резко снижена и не отличалась 

от таковой в контроле. По-видимому, снижение активности СОД 

и определяло, в данном случае, повышенное накопление 

продуктов ПОЛ.  

Как видно из табл. 5, стимуляция ПОЛ в ткани 

изолированного миокарда сопровождалась достоверным 

снижением уровня ПЦ на 60%. Исходя из этого, можно 

предположить участие эндоперекисей в механизме угнетения 

биосинтеза ПЦ после введения FeSO4 + аскорбат, так как 

известно, что усиление продуктов пероксидации липидов 

является ингибирующим фактором для простациклинсинтетазы 

[197]. Уровень ТхА2 не претерпевал достоверных изменений 

(табл. 5). Снижение синтеза ПЦ определило уменьшение 

индекса ПЦ/ТхА2 по отношению к его значению в ткани 

интактных сердец, что свидетельствует об угнетении 

функциональной активности данного звена системы ПГ [73].  
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Предварительная перфузия миокарда раствором даларгина 

не вызывала достоверных изменений со стороны синтеза ПЦ по 

отношению к контрольной группе, однако содержание ТхА2 при 

этом снижалось на 41%, что вело к повышению индекса ПЦ/ТхА2. 

Одновременное снижение синтеза ПЦ и ТхА2, по-видимому, может  

Таблица 5 

Влияние даларгина на интенсивность процессов 

перекисного окисления липидов, активность антиокислительных 

ферментов и метаболизм арахидоновой кислоты в миокарде крыс 

при окислительном стрессе (Х ± m). 

Группа 

   животных 

 

 

исследуемый 

показатель 

Интактные 

значения  

n=16 

Активация ПОЛ 

(контрольная 

группа) 

n=22 

даларгин  

in vitro  

(2 мг/л) + 

активация ПОЛ 

n=12 

ДК 

 ∆Е232/г ткани 

0,463 + 0,021

 

0,696 + 0,041 

р1 <0,001 

0,658 + 0,035 

р1 <0,001 

р2 >0,05

МДА  

нмоль/г ткани 

1,19 + 0,06 2,07 + 0,04 

р1 <0,001 

1,98 + 0,05 

р1 <0,001 

р2 >0,05

Каталаза  

ммоль/мин/1г 

белка 

15,2 ± 0,75 20,8 ± 1,38 

p1 <0,001 

20,7 ± 0,84 

p1<0,001

p2 >0,05

СОД  

ммоль/мин/мг 

белка 

7,81 ± 0,15 2,23 ± 0,26 

p1 <0,001 

2,27 ± 0,29 

p1<0,001

p2 >0,05

Простациклин  

нг/г ткани 

994,6 ± 120,6 355,7 ± 57,9 

p1 <0,001 

370,9 ± 36,8 

p1<0,01 

p2>0,01
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Тромбоксан А2 

нг/г ткани 

61,7 ± 5,5 54,3 ± 10,4 

p1 >0,05 

32,9 ± 2,5 

p1 <0,001 

p2<0,001

ПЦ/ТХА2 

усл.ед. 

16,1 ± 1,8 6,56 ± 0,92 

p1 <0,001 

10,6 ± 0,9  

p1 <0,01 

p2<0,001

Примечание: р1 - достоверность различий относительно 

группы интактных сердец, р2 – достоверность различий 

относительно группы сердец, перфузированных Fe2+ + аскорбат. 

 

быть обусловлено возрастанием в этом случае удельного веса 

липоксигеназного пути метаболизма арахидоновой кислоты. При 

сравнении результатов влияния даларгина при его in vivo- 

(табл. 2) и in vitro-введении(табл. 5)  на синтез ПЦ видно, 

что его модулирующий эффект наиболее выражен при 

использовании пептида in vivo. Однако, следует отметить 

что, при введении in vitro сохраняется влияние даларгина на 

процессы синтеза ТхА2. 

Анализируя полученные результаты, можно сказать, что 

предшествующая окислительному стрессу, стимуляция 

даларгином кардиальных µ- и δ-ОР не сопровождалась 

повышением резистентности сарколеммы кардиомиоцитов и 

снижением интенсивности процессов пероксидации липидов в 

ткани изолированного сердца, что свидетельтствует об 

опосредованном влиянии опиоидных пептидов на процессы 

свободнорадикального окисления липидов в миокарде.  

Как отмечалось выше использование in vitro селективного 

δ-агониста DSLET не способствовало защите сарколеммы 

кардиомиоцитов от повреждающего действия окислительного 

стресса (рис.15). При определении содержания продуктов ПОЛ 

в гомогенатах сердец этой группы не было обнаружено 

достоверного снижения интенсивности образования МДА и ДК по 
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сравнению с контролем (табл. 6). Гомогенаты ткани сердец 

данной группы обладали повышенной активностью в отношении 

расщепления Н2О2, что позволяет говорить о высокой 

ферментативной активности каталазы, в то же время их 

способность дисмутировать О2
• была значительно подавлена 

(табл. 6). Результаты определения продуктов пероксидации 

липидов и антиоксидантной обеспеченности миокарда в группе 

с введением DSLET in vitro свидетельствуют, что активация 

кардиальных δ-ОР не способст-  

 

Таблица 6 

Содержание продуктов ПОЛ и активность антиокислительных 

ферментов в ткани изолированного миокарда, подвергшегося 

окислительному стрессу на фоне предварительной in vitro-

стимуляции δ-ОР (Х ± m) 

Показатель

 

Группа  

животных 

МДА 

  нмоль/г 

ткани 

ДК 

∆Е232/г ткани

 

Каталаза 

ммоль/мин 

/г белка 

СОД  

ммоль/мин/

мг белка 

Интактные  

n=15 

1,19 + 

0,06 

0,463 + 

0,021 

15,2 ± 

0,75 

7,81 ± 

0,25 

Активация ПОЛ 

(контроль) 

n=15 

2,07 + 

0,04 

р1 < 0,001

0,696 + 

0,041 

р1 < 0,001

 

20,8 ± 

1,38 

p1 < 0,001 

2,43 ± 

0,31 

p1 < 0,001

DSLET in vitro 

(0,1 мг/л, 

перфузия 15 

мин) + 

активация ПОЛ 

n = 8 

2,09 + 

0,03 

р1 < 0,001 

р2 >0,05

0,611 + 

0,039 

р1 < 0,001 

р2 >0,05

 

19,7 ± 

1,12 

p1< 0,001 

p2 > 0,05 

3,17 ± 

0,37 

p1< 0,001

p2 > 0,05
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Примечание: р1 - достоверность различий относительно группы 

интактных сердец, p2 - то же относительно группы сердец, 

перфузированных Fe+2 (0,2 мМ) + аскорбат (0,5 мМ) в течении 

20 мин  

 

 

вует повышению устойчивости миокарда к патологическому 

воздействию активных форм кислорода.  

Таким образом, результаты проведенных исследований, 

изложенные в главах 3.1.1., 3.2.1., 3.3.1. и 3.3.3.,  

позволяют предполагать, что именно системная активация δ-

рецепторов способствует повышению резистентности 

изолированного миокарда к повреждающему действию активных 

форм кислорода. Вероятнее всего, в условиях окислительного 

стресса реализация кардиопротекторного эффекта 

неселективных и селективных δ-агонистов при системном 

введении (даларгин, DSLET и DTLET) связана с ингибированием 

процессов перекисного окисления липидов и усилением 

антиоксидантной защиты миокарда, поскольку одновременно со 

снижением активности креатинкиназы в перфузате мы наблюдали 

уменьшение содержания продуктов ПОЛ и увеличение 

ферментативной активности СОД в гомогенатах сердец, 

составивших экспериментальные группы.  

Результаты экспериментов позволяют уверенно утверждать, 

что именно активация δ-опиатных рецепторов защищает мембраны 

кардиомиоцитов от повреждаюшего воздействия активных форм 

кислорода. Данный эффект обладает рецепторной 

специфичностью, поскольку предварительная селективная 

блокада δ- рецепторов полностью устраняет проявление как 

кардиопротекторного, так и "антиоксидантного" эффектов 

DSLET. Кроме того, селективные δ-агонисты с различной 

химической структурой DSLET и  DTLET оказывают практически 
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идентичный эффект на процессы пероксидации липидов и 

активность антиокислительных ферментов (табл. 4) в ткани 

изолированного миокарда, что также является косвенным 

доказательством δ-рецепторной специфичности обнаруженных 

нами феноменов. 

Оставался открытым вопрос о локализации δ-ОР, 

принимающих участие в реализации эффектов δ-агонистов. На 

наш взгляд, наиболее логично было предположить, что 

рецепторы располагаются на сарколемме кардиомиоцитов. 

Однако эксперименты с введением δ-агонистов в перфузат 

изолированного сердца не подтвердили эту рабочую гипотезу. 

Оказалось, что активация кардиальных δ-ОР с помощью введения 

в перфузионный раствор даларгина или DSLET не отразилась на 

устойчивости мембран кардиомиоцитов к окислительному 

стрессу (рис. 15; табл. 6). Следовательно, 

кардиопротекторный эффект, наблюдаемый при системной 

стимуляции δ-ОР, формируется только на уровне целого 

организма и не связан с кардиальными опиатными рецепторами. 

Возможно, что стимуляция δ-ОР приводит к появлению в плазме 

крови нейрогуморальных факторов, обеспечивающих 

формирование резистентности миокарда к окислительному 

стрессу. В частности показано, что инъекция опиоидов 

сопровождается изменением уровня ряда гормонов 

(катехоламины, АКТГ, кортизол, инсулин, вазопрессин) в 

плазме крови экспериментальных животных [65]. Вероятно, 

подобное изменение гормонального фона обеспечивает 

повышение устойчивости мембран кардиомиоцитов к патогенному 

действию свободных радикалов. 

Стимуляция µ-ОР не предупреждает повреждения 

кардиомиоцитов и снижения активности супероксиддисмутазы, 

обусловленных воздействием на миокард активных кислородных 

форм. 
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3.3.4.Влияние in vitro-стимуляции δ-опиатных рецепторов на 

сократительную активность изолированного миокарда при 

окислительном стрессе  

С целью корректной оценки параметров сократимости 

изолированного миокарда при проведении серий экспериментов 

с введением лигандов δ-ОР in vitro, нами были выполнены 

серии контрольных опытов, схемы которых по срокам перфузии 

полностью соответствовали опытным группам. Серия 

контрольных экспериментов с 35-минутной перфузией 

изолированных сердец раствором Кребса-Хензелайта без 

добавления лигандов опиатных рецепторов и дальнейшей 

активацией процессов свободнорадикального окисления липидов 

показала, что в течение 20–минутного периода адаптации к 

условиям перфузии достигается стабильный уровень 

сократительной активности, который в последующие 15 мин 

перфузии претерпевает определенные изменения (табл. 7). 

Так, через 35 мин перфузии миокарда раствором Кребса-

Хензелайта мы отмечали достоверное снижение частоты 

сердечных сокращений, максимальных скоростей сокращения и 

расслабления и увеличения конечного диастолического 

давления относительно соответствующих значений в конце 

периода стабилизации параметров сократимости. Поскольку 

продолжительность периода перфузии, предшествующего 

окислительному стрессу, в наших экспериментах с введением 

агонистов опиатных рецепторов не превышала 35 мин, следует 

считать, что в опытных сериях все изменения параметров 

сократимости миокарда, отличные от представленных в 

таблице, обусловлены влиянием добавляемых в перфузат 

пептидов и не связаны с продолжительностью перфузии.  
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Таблица 7  

Динамика параметров сократительной активности 

изолированного миокарда в условиях контрольной перфузии без 

моделирования окислительного стресса (Х ± m) 

Измеряемый 

параметр 

20 мин периода 

стабилизации 

параметров 

сократимости 

изолированного 

сердца к условиям 

перфузии 

 

35 мин от начала 

перфузии раствором 

Кребса-Хензелайта  

ЧСС (уд/ мин) 

n=10 

250,0 ± 

17,6 

100% 181,7 ± 

19,6## 

73% 

ДРЛЖ 

(мм.рт.ст.) 

n=10 

77,4 ± 4,3 100% 66,9 ± 4,2 86% 

КДД  

(% от 

исходного) 

n=10 

100  100%  123,7 ± 6,5# 123% 

МСС 

(мм.рт.ст./с) 

n=10 

36,8 ± 1,5 100% 23,9 ± 2,4### 65% 

МСР 

(мм.рт.ст./с) 

n=10 

19,1 ± 1,8 100% 9,7 ± 0,4### 51% 

Примечание: # - достоверность отличия от исходных 

значений в группе (p<0,05); ## - p<0,01; ### - p<0,001; n - 

число наблюдений в группе. ЧСС – частота сердечных 

сокращений, ДРЛЖ – давление, развиваемое левым желудочком, 

КДД – конечное диастолическое давление, МСС – максимальная 
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скорость сокращения, МСР – максимальная скорость 

расслабления.  

 

Дальнейшая активация свободнорадикальных процессов в 

ткани изолированного сердца путем введения в перфузионный 

раствор Fe2+ и аскорбата приводила к значительным нарушениям 

параметров сократимости миокарда, аналогичным таковым в 

предыдущих контрольных сериях экспериментов (рис 16, 17, 

18). 

При стимуляции µ- и δ-рецепторов путем добавления в 

перфузионный раствор даларгина мы не зафиксировали значимых 

изменений показателей сократимости миокарда относительно 

контрольной группы. Активация µ- и δ-рецепторов, проводимая 

in vitro, сопровождалась лишь тенденцией к увеличению ДРЛЖ 

(рис. 16а) и снижению (относительно контроля) конечного 

диастолического давления (рис. 16б) в периоде моделирования 

окислительного стресса. Наблюдалась также тенденция к 

повышению МСС, приобретавшая на 10 мин периода активации 

ПОЛ достоверный характер (рис. 17а). В то же время мы не 

отметили статистически значимых изменений показателя МСР 

изолированного миокарда (рис. 17б). В рассматриваемой 

группе нами не было зафиксировано влияния даларгина на 

изменения частоты сердечных сокращений (рис. 18а) и 

длительности кардиоцикла (рис. 18б), обусловленные 

воздействием на миокард активных форм кислорода. Таким 

образом, из представленных результатов видно, что in vitro-

активация µ- и δ-ОР при помощи смешанного агониста даларгина 

не предупреждала нарушений сократительной функции миокарда, 

обусловленных воздействием на кардиомиоциты активных форм 

кислорода.  
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Рис. 16. Динамика давления, развиваемого левым 

желудочком, (а) и конечного диастолического давления (б) 

изолированного сердца крыс в процессе активации 

свободнорадикальных процессов на фоне предварительного 

добавления смешанного µ- и δ-агониста даларгина в перфузат. 

Примечание: # - достоверные отличия от исходных значений в 

группе (p<0,05), ###-p<0,001. 
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Рис. 17. Динамика максимальной скорости сокращения (а) 

и максимальной скорости расслабления (б) в процессе 

моделирования окислительного стресса на фоне введения 

даларгина в перфузат изолированных сердец крыс. Примечание: 

### - достоверность отличий от исходных значений в 

группе(p<0,001). 
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Рис. 18. Изменение частоты сердечных сокращений (а) и 

времени длительности кардиоцикла (б) при моделировании 

окислительного стресса на фоне in vitro-стимуляции µ- и δ-

опиатных рецепторов. Примечание: ## - достоверность отличий 

от исходных значений (p<0,01), ### - p<0,001. **- 

достоверность отличий от группы с окислительным стрессом 

(р<0,01). 
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Использование в качестве активатора кардиальных δ-

рецепторов их селективного агониста DSLET сопровождалось 

выраженным снижением сократительной активности миокарда. 

Так, на 5 мин перфузии изолированного сердца раствором 

Кребса-Хензелайта, содержащим DSLET, наблюдалась отчетливая 

тенденция к уменьшению давления, развиваемого левым 

желудочком (ДРЛЖ), которая в процессе дальнейшей перфузии 

препаратом приобрела достоверный характер (рис. 19а). 

Падение систолического давления в результате in vitro-

активации δ-рецепторов сочеталось с увеличением показателя 

конечного диастолического давления (КДД), причем 

достоверный подъем этого показателя наблюдался уже на 5-ой 

минуте перфузии и сохранялось в течение всего времени 

воздействия DSLET на миокард (рис. 19б). Снижение ДРЛЖ при 

введении указанного пептида в перфузионный раствор, на наш 

взгляд, обусловлено повышением КДД, поскольку ДРЛЖ 

рассчитывается как  разница между максимальным 

систолическим и конечным диастолическим давлениями [217]. В 

связи с этим, повышение КДД (как это наблюдалось в нашем 

эксперименте при внесении DSLET в перфузионный раствор) 

может обусловить снижение величины развиваемого давления. 

Развитие контрактуры кардиомиоцитов, обусловленное 

введением DSLET in vitro, свидетельствует о повышении 

[Са2+]i, что является следствием его избыточного поступления 

в миоплазму или снижением скорости его удаления. Имеющиеся 

литературные данные позволяют предположить, что увеличение 

[Ca2+]i в нашем случае может быть результатом 

пептидергического усиления синтеза инозитолтрифосфата 

[238], являющегося внутриклеточным либератором 

саркоплазматического кальция [189, 202]. В то же время, 

определенный вклад в повышение [Ca2+]i, на наш взгляд, может 

вносить и нарушение процессов его депонирования в СПР. В 

свою очередь известно, что скорость депонирования Ca2+ в 



 124

саркоплазматический ретикулум находится в прямой 

зависимости от концентрации цАМФ [122]. Опираясь на 

результаты исследований, выполненных в нашей лаборатории in 

vivo, свидетельствующие, что смешанный агонист µ- и δ-ОР 

даларгин способен предупреждать увеличение уровня цАМФ в 

миокарде, вызванное коронароокклюзией [68], можно 

предположить, что стимуляция δ-рецепторов in vitro может 

способствовать снижению синтеза цАМФ и, следовательно, 

уменьшению скорости депонирования Са2+ в СПР, что в свою 

очередь, влечет за собой увеличение [Са2+]i. Таким образом, 

усиленное поступление Са2+ в миоплазму за счет активации 

инозитолтрифосфатного пути, с одной стороны, и снижение 

скорости элиминации ионов кальция, обусловленное угнетением 

синтеза цАМФ, с другой стороны, приводят к формированию 

стойкой контрактуры кардиомиоцитов. Вероятнее всего, 

результатом снижения синтеза цАМФ является и обнаруженное 

нами уменьшение максимальных скоростей сокращения и 

расслабления сердечной мышцы в процессе in vitro-активации 

δ-рецепторов (рис. 20а,б). Так, в конце периода стимуляции 

δ-рецепторов снижение МСС относительно соответствующих 

значений в контроле составило 56%, а МСР - 60%. В то же 

время, нами не было отмечено изменений показателей ЧСС и 

длительности кардиоцикла (рис. 21а,б). 

Полученный в наших экспериментах факт отрицательного 

инотропного влияния in vitro-стимуляции кардиальных δ-

рецепторов, отмечается и в исследованиях других авторов 

[238, 239], которые отмечают связь между падением амплитуды 

сокращения изолированных кардиомиоцитов под влиянием лей- и 

мет-энкефалинов и снижением выхода Са2+ в миоплазму из СПР. 
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Рис. 19. Динамика давления, развиваемого левым 

желудочком, (а) и конечного диастолического давления (б) 

изолированного сердца крыс в процессе активации 

свободнорадикальных процессов на фоне предварительного 

введения в перфузат селективного δ-агониста DSLET. 

Примечание: # -достоверные отличия от исходных значений 

(p<0,05), ###-p<0,001; *- достоверность отличий от группы с 

окислительным стрессом (р<0,05), **- р<0,01. 
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Рис. 20. Динамика максимальной скорости сокращения (а) 

и максимальной скорости расслабления (б) в процессе 

моделирования окислительного стресса на фоне введения DSLET 

в перфузат изолированных сердец крыс. Примечание: ### - 

достоверность отличий от исходных значений в группе 

(p<0,001); * - достоверность отличий от контроля (p<0,05), 

*** - p<0,001. 
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Рис. 21. Изменение частоты сердечных сокращений (а) и 

длительности кардиоцикла (б) при моделировании 

окислительного стресса на фоне in vitro-стимуляции δ-

опиатных рецепторов. Примечания: # - достоверность отличий 

от исходных значений в группе(p<0,05), ### - p<0,001.  
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Имеющиеся в нашем распоряжении экспериментальные данные 

не позволяют однозначно ответить на вопрос о молекулярном 

механизме изменений насосной функции изолированного 

миокарда, вызванных активацией кардиальных δ-рецепторов 

требует более детального изучения, выходящего за рамки 

настоящего исследования. 

Активация свободнорадикальных процессов на фоне 

стимуляции кардиальных δ-рецепторов сопровождалось более 

выраженными, чем в контроле, изменениям показателей 

систолического и диастолического давления в левом желудочке 

(рис. 19а, б). Так, ДРЛЖ через 20 мин активации 

свободнорадикальных процессов было в 1,9 раза ниже 

соответствующего показателя в контрольной группе. Конечное 

диастолическое давление превысило аналогичные значения в 

контроле в 1,7 раза. Как было отмечено раньше, увеличение 

показателя КДД является одной из причин снижения величины 

ДРЛЖ. Следовательно, в данном случае наблюдается 

суммирование отрицательных инотропных эффектов 

окислительного стресса и предварительной in vitro-активации 

δ-ОР.  

Снижение показателей МСС и МСР относительно аналогичных 

контрольных величин, отмеченное при in vitro-стимуляции 

кардиальных δ-ОР, сохранялось и в процессе активации 

свободнорадикальных процессов (рис. 20а, б), что, согласно 

нашим предположениям, является результатом уменьшения 

содержания цАМФ в кардиомиоцитах. 

В то же время активация кардиальных δ-рецепторов не 

отразилась на динамике изменений ЧСС  и длительности 

кардиоцикла, вызванных окислительным стрессом (рис. 21а,б). 

Следует отметить, что нами не было отмечено эффектов 

активации δ-ОР в отношении исходных значений ЧСС и 

длительности кардиоцикла. Это свидетельствует о том, что 
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активация кардиальных δ-рецепторов не влияет на 

функциональное состояние клеток проводящей системы миокарда 

как в условиях стандартной перфузии, так и при 

окислительном стрессе. 

Таким образом, на основании полученных результатов 

можно сделать выводы о том, что активация даларгином µ- и δ-

опиатных рецепторов, локализованных в кардиомиоцитах, не 

отражается на показателях функциональной активности 

миокарда как до-, так и в процессе активации 

свободнорадикальных процессов. В отличии от этого 

стимуляция δ-рецепторов интактного миокарда с помощью 

селективного агониста DSLET сопровождается развитием 

отрицательного инотропного эффекта, нарушением процессов 

расслабления сердечной мышцы, снижением максимальных 

скоростей сокращения и расслабления, что способствует 

формированию ещё больших нарушений сократительной функции 

изолированного миокарда. 
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3.4. Возможные внутриклеточные механизмы, опосредующие 

регуляторные влияния лигандов δ-опиатных рецепторов на 

активность антиокислительных ферментов  

Данные, представленные в предыдущих главах 

диссертационной работы, убедительно доказывают участие 

опиоидной системы, а в частности лигандов опиатных 

рецепторов δ-типа, в формировании резистентности 

кардиомиоцитов к повреждающему действию окислительного 

стресса. Согласно результатам наших исследований, в 

реализации кардиопротекторного эффекта δ-лигандов при их 

системном введении основную роль играет СОД, нормализация 

активности которой в условиях окислительного стресса 

наблюдалась в результате активации δ-рецепторов. Современные 

литературные данные не позволили нам однозначно ответить на 

вопрос о механизмах опиатергической регуляции исследуемых 

нами антиокислительных ферментов при стимуляции 

свободнорадикальных процессов. В то же время, сопоставление 

данных литературы, свидетельствующих о регуляторном влиянии 

NO на активность СОД [251] и каталазы [121, 196] в условиях 

ишемии-реперфузии, а также данных о способности лигандов ОР 

стимулировать синтез NO [124] позволило нам предположить 

участие NO в модуляции активности СОД и каталазы δ-лигандами 

в условиях окислительного стресса. Кроме того, в настоящее 

время известно, что молекула оксида азота в физиологических 

концентрациях обладает антиоксидантными свойствами и 

способна тормозить развитие радикальных окислительных 

реакций [87, 172, 201]. Следовательно, по принципу 

положительной обратной связи NO, снижая интенсивность 

процессов образования гидроперекисей липидов, может 

повышать активность антиокислительных ферментов [101]. 

В связи с вышесказанным, нами были проведены 

эксперименты по изучению влияния предварительного 
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внутривенного введения животным ингибитора NO-синтазы - L-

NAME - на реализацию обнаруженных нами эффектов δ-агониста - 

DSLET - в условиях активации свободнорадикальных процессов. 

Это позволило оценить вклад NO в реализацию 

кардиопротекторного и “антиоксидантного” эффектов δ-

агонистов при окислительном стрессе. 

Внутривенное введение L-NAME в дозе 50 мг/кг, 

достаточной для полной супрессии синтеза NO in vitro [124], 

не отразилось на интенсивности выхода КФК из клеток 

миокарда, подвергшихся свободнорадикальному воздействию 

(рис. 22). Уровень продуктов пероксидации липидов - МДА и 

ДК - в ткани сердец данной группы не отличалась от 

аналогичных показателей в стресс-контроле (табл. 8). Не 

было отмечено изменений со стороны активности 

миокардиальной СОД (табл. 8), а среднее значение активности 

каталазы в сердцах этой группы на 70% превышало аналогичное 

в группе контроля (табл. 8). Последнее, согласно данным 

литературы, может быть обусловлено снижением содержания в 

клетке оксида азота, проявляющего в отношении активного 

центра этого фермента ингибирующие свойства [121, 196].  

Системное введение DSLET на фоне предварительной 

блокады NO-синтазы не оказало кардиопротекторного эффекта в 

условиях активации свободнорадикальных процессов: 

активность КФК, определяемая в оттекающем от сердец этой 

группы перфузате, не отличалась от аналогичного значения в 

контрольной группе (рис. 22). Это дает основание 

предполагать участие NO в механизмах опиатергического 

повышения устойчивости кардиомиоцитов к окислительному 

стрессу. 

Кроме того, в данной группе было отмечено повышенное 

накопление тканью миокарда продуктов пероксидации липидов 

(табл. 8), что свидетельствует о зависимости  

“антиоксидантного” эффекта DSLET от уровня синтеза NO. 
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Предварительное введение L-NAME  устраняло δ-ОР-зависимое 

увеличение активности СОД (табл. 8). В этом случае 

активность каталазы соответствовала показателям в группе 

стресс-контроля (табл. 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Рис. 22. Влияние блокады синтеза оксида азота на 

интенсивность выхода из миокарда КФК при активации 

свободнорадикальных процессов на фоне системной стимуляции 

δ-ОР. Примечание: ### - достоверные отличия от исходного 

уровня в группе (р<0,001); * - достоверные отличия от 

группы сердец, в которых было активировано ПОЛ (р<0,05). 

 

 

 

Таблица 8 

Влияние предварительного введения L-NAME и DSLET на 

содержание продуктов ПОЛ и активность антиокислительных 

ферментов в ткани изолированного миокарда, подвергшегося 

окислительному стрессу (Х ± m) 
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показатель 

 

Группа  

животных 

МДА 

нмоль/г 

ткани 

ДК 

∆Е232/г ткани

 

Каталаза 

ммоль/мин 

/1г белка 

СОД  

ммоль/мин/м

г белка 

Интактные 

n=15 

1,19 + 

0,06 

0,363 + 

0,021 

 

15,2 ± 

0,75  

7,81 ± 0,25

 

Активация 

ПОЛ 

n=15 

2,04 + 

0,14  

р1 < 0,001 

0,445 + 

0,014 

p1 < 0,01

 

21,9 ± 

1,41 

p1 < 0,001 

2,23 ± 0,26

p1 < 0,001

L-NAME  

(50 мг/кг 

в/в) + 

активация 

ПОЛ  

n = 13 

1,84 + 

0,08  

P1 < 0,001

p2 > 0,05

 

0,445 + 

0,017 

p1 < 0,01

p2 > 0,05

25,28 ± 

0,66 

p1< 0,001 

p2 < 0,05 

2,72 ± 0,36

p1< 0,001

p2 > 0,05

L-NAME  

(50 мг/кг 

в/в) + 

DSLET 

(0,1 мг/кг 

в/в) + 

активация 

ПОЛ  

n = 12 

1,91 + 

0,13  

P1 < 0,001

p2 > 0,05

 

0,507 + 

0,020 

p1 < 0,01

p2 > 0,05

20,58 ± 

0,39 

p1< 0,001 

p2 > 0,05 

2,75 ± 0,17

p1< 0,001

p2 > 0,05

Примечание: p1 – достоверность различий относительно группы 

интактных сердец, p2 - достоверность различий относительно 

группы сердец, в которых было активировано перекисное 

окисление липидов.  

 

Полученные результаты дают основания предполагать 

участие NO в реализации кардиопротекторного эффекта DSLET и 



 134

его влияния на активность антиокислительных ферментов, а, 

следовательно, и на интенсивность процессов ПОЛ. Вероятно, 

эффекты NO на активность СОД опосредованы через регуляцию 

интенсивности процессв ПОЛ, поскольку сама молекула оксида 

азота в физиологических концентрациях может выступать как 

антиоксидант, который тормозит развитие радикальных 

окислительных реакций, связываясь со свободными и входящими 

в состав гема ионами железа, а так же ингибируя разложение 

липоперекисей в реакции Фентона [172]. Кроме того, 

"перехватывая" радикалы RO2
• [201], NO способствут повышению 

активности СОД, поскольку известна способность перекисей 

жирных кислот ингибировать активный центр фермента [25]. В 

свою очередь, восстановление способности СОД дисмутировать 

супероксиданион кислорода приводит к уменьшению его 

повреждающего действия на липидный бислой сарколеммы. Эти 

предположения подтверждаются данными зарубежных 

исследователей, показавших увеличение синтеза и активности 

Cu, Zn –СОД в культуре клеток, инкубированных в среде, 

содержащей донор NO – SNAP (S-nitroso-N-

acetylpenicillamine) [136]. Регуляция оксидом азота 

ферментативной активности каталазы, согласно литературным 

данным, осуществляется в результате его взаимодействия с 

гемом активного центра [196] . 

Блокада синтеза NO не повлияла как на исходную величину 

ДРЛЖ, так и на динамику её изменения в процессе 

моделирования окислительного стресса (рис. 23а). Не было 

отмечено эффекта L-NAME на прирост КДД, развивающийся в 

течение периода активации свободнорадикальных реакций (рис. 

23б).  

Однако при обработке кривых сокращения–расслабления 

сердец этой группы, было найдено снижение исходных 

показателей максимальных скоростей сокращения и 

расслабления (рис. 24а,б), что, вероятно, обусловлено 
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неспицифическим влиянием L-NAME на осцилляцию Са2+ в 

процессе сокращения, поскольку используемая дозировка L-

NAME была, согласно литературным данным, [124] максимально 

допустимой.  

На 5 и 10 мин воздействия активных форм кислорода на 

рабочий миокард наблюдалось увеличение показателя МСС 

относительно соответствующих контрольных величин (рис. 

24а). Максимальная скорость расслабления увеличивалась 

только на 10 мин окислительного стресса (рис. 24б). Нам 

представляется возможным предположить, что после блокады 

синтеза NO с помощью L-NAME наблюдается следующая цепочка 

событий. Поскольку оксид азота является активатором 

гуанилатциклазы [105], то после прекращения его синтеза 

наблюдается замедление синтеза цГМФ. Общеизвестно, что цГМФ 

является функциональным антагонистом цАМФ и, 

соответственно, замедляет выброс Са2+ из СПР и его 

аккумуляцию в саркоплазматическом ретикулуме, что в 

конечном итоге ведет к замедлению сокращения и расслабления 

сердца [112]. Уместно предположить, что падение уровня цГМФ 

после инъекции L-NAME  оказывает прямо противоположный 

эффект на транспорт кальция в клетке, в результате 

происходит повышение МСС и МСР в препаратах сердец данной 

группы, как мы и наблюдали в наших экспериментах (рис. 

24а,б ). 
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Рис. 23. Влияние δ-агониста DSLET на фоне блокады 

синтеза NO на динамику давления развиваемого левым 

желудочком (А) и конечного диастолического давления (Б) 

изолированного сердца крыс в процессе активации 

свободнорадикальных процессов. 

Примечание: ## -достоверные отличия от исходных 

значений (p<0,01), ### - p<0,001; * - достоверные отличия 

от значений в контроле (p<0,05), ** - p<0,01. 
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Рис. 24. Динамика максимальной скорости сокращения (а) 

и максимальной скорости расслабления (б) в процессе 

моделирования окислительного стресса на фоне 

предварительного введения крысам L-NAME и DSLET. 

Примечание: ### - достоверность отличий от исходных 

значений в группе (p<0,001); * - достоверность отличий от 

значений в контроле (p<0,05), ** - p<0,01. 
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Рис. 25. Изменение частоты сердечных сокращений (а) и 

длительности кардиоцикла (б) при моделировании 

окислительного стресса на фоне блокады синтеза оксида азота 

и стимуляции δ-опиатных рецепторов. Примечание: ## - 

достоверность отличий от исходных значений в группе 

(p<0,01), ###-p<0,001. **- достоверность отличий от группы 

контроля (р<0,01), *** - р<0,001. 
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Блокада NO-синтазы у крыс сопровождалась в условиях 

стандартной перфузии миокарда развитием выраженной 

брадикардии, и, соответственно, увеличением длительности 

кардиоцикла (рис. 25а,б). В настоящее время показано 

участие NO в регуляции спонтанной активности 

синоатриального узла и, соответственно, частоты сердечных 

сокращений [152]. Так, установлено, что снижение частоты 

сердечных сокращений развивается в результате снижения 

синтеза NO [152, 210]. Полагают, что этот эффект связан с 

изменением ионного тока в медленных Са2+-каналах синусового 

узла [152, 201]. Видимо, аналогичная ситуация наблюдалась и 

в наших экспериментах в результате системного введения 

блокатора NO-синтазы L-NAME. Отмеченный нами отрицательный 

хронотропный эффект L-NAME сохранялся и в условиях 

активации свободнорадикальных процессов (рис. 25 а), 

следствием чего было увеличение длительности кардиоцикла 

относительно контроля (рис. 25 б). 

При активации свободнорадикальных процессов на фоне 

совместного внутривенного введения крысам L-NAME и DSLET 

отмечалось пародоксальное снижение давления, развиваемого 

левым желудочком изолированного сердца. Значения этого 

показателя были достоверно меньше значений в контроле (при 

инъекции одного L-NAME или DSLET подобного эффекта не 

наблюдалось) (рис. 23а). При этом конечное диастолическое 

давление имело лишь тенденцию к уменьшению по сравнению с 

аналогичным показателем в контрольной группе (рис. 23б). 

Динамика показателей МСС и МСР в этой группе не отличалась 

от соответствующих величин в контроле как до-, так и в 

процессе моделирования окислительного стресса (рис. 24а,б). 

Имеющиеся в литературе данные не позволяют однозначно 

объяснить эффект совместного введения L-NAME и DSLET на 

динамику систолического давления в условиях окислительного 

стресса. Для более конкретных рассуждений по этому вопросу 
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необходимо дополнительное исследование влияния активации δ-

ОР на фоне сниженного синтеза NO на сократительную 

активность миокарда в условиях активации процессов 

свободнорадикального окисления.  

Стимуляция δ-ОР при помощи DSLET нивелировала 

отрицательный хронотропный эффект (рис. 25а), отмеченный 

при введении L-NAME. Это свидетельствует о том, что 

введение DSLET способствует нормализации функциональной 

активности клеток синоатриального узла, измененной в 

результате синтеза NO. Повышение частоты сокращения 

изолированного миокарда в этой группе сопровождалось 

уменьшением длительности кардиоцикла (рис. 25б), что 

обусловлено обратнопропорциональной зависимостью между 

величиной этих параметров. 

Таким образом, эксперименты с использованием блокатора 

NO-синтaзы L-NAME и δ-агониста DSLET свидетельствуют об 

участии NO в механизмах реализации кардиопротекторного 

эффекта опиоидов в условиях стимуляции свободнорадикальных 

процессов. Установлена важная роль оксида азота в 

опиатергической регуляции активности СОД, а следовательно, 

и процессов пероксидации липидов. 
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ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

Внутриклеточный гомеостаз в норме обеспечивается 

согласованным функционированием многочисленных вторичных 

мессенджеров, мембранных рецепторов и нейрогуморальных 

факторов. Для поиска оптимальных путей снижения 

функциональных нарушений, возникающих на уровне целого 

организма и отдельных органов, необходимо понимание этих 

тонких взаимосвязей. В настоящее время накоплено множество 

экспериментальных и клинических данных о том, что нарушение 

динамического равновесия между про- и антиоксидантами 

является важным звеном патогенеза таких распространенных 

сердечно-сосудистых заболеваний как атеросклероз [42, 117, 

155, 200, 205, 230] инфаркт миокарда [88,  135, 161], 

артериальная гипертония [180,  226,  221]. Это диктует 

необходимость изучения изменений активности антиоксидантов 

и интенсивности перекисного окисления липидов на разных 

стадиях развития заболеваний, а также поиска новых путей 

повышения защиты миокарда от повреждающего действия 

активных форм кислорода и перекисей жирных кислот. 

Исследователями неоднократно выдвигалась идея о том, 

что опиоидные пептиды способны модулировать изменения 

периферических стресс-лимитирующих систем (антиоксидантов, 

простаноидов) организма [65, 66, 68, 71, 81, 85]. Однако 

опиоидные механизмы, регулирующие устойчивость миокарда к 

свободнорадикальным процессам, остаются недостаточно 

изученными. Для выяснения участия опиоидной системы в 

формировании резистентности миокарда к окислительному 

стрессу мы провели экспериментальные исследования на модели 

изолированного перфузируемого сердца с использованием 

агонистов и блокаторов µ- и δ-опиатных рецепторов, 

результаты которых изложены в данной работе.  

В начале необходимо было установить, как скажется  

активация µ- и δ- опиатных рецепторов на резистентности 
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миокарда к повреждающему эффекту окислительного стресса. 

Для  стимуляции периферических опиатных рецепторов нами был 

использован смешанный агонист µ- и δ-опиатных рецепторов – 

D-Ala2,Leu5,Arg6-энкефалин  (даларгин), поскольку  в 

предшествующих исследованиях, проведенных в нашей 

лаборатории, было показано, что введение этого пептида 

способствует повышению толерантности сердца к стрессорным 

[63, 66, 71, 76] и ишемическим [94] воздействиям, 

сопровождающимся, как известно, активацией 

свободнорадикальных процессов [11, 18, 62, 81]. При выборе 

даларгина в качестве "фармакологического инструмента" мы 

руководствовались литературными данными о его высокой 

кардиоваскулярной активности [80, 37], устойчивости к 

энзиматическому гидролизу [38] и низкой проницаемости 

гематоэнцефалического барьера для этого пептида [102]. 

Как показали результаты наших экспериментов, активация 

свободнорадикальных процессов в ткани миокарда вызывает 

значительное  снижение  сократительной активности 

изолированного перфузируемого сердца крыс и приводит к 

увеличению выхода КФК в оттекающий от миокарда перфузат, 

что свидетельствует о нарушении целостности сарколеммы 

кардиомиоцитов.  

При этом было обнаружено, что активация липоперекисных 

процессов в изолированном сердце сопровождается снижением 

активности основного фермента антиоксидантной защиты клетки 

- супероксиддисмутазы. Предварительная стимуляция 

периферических µ- и δ-опиатных рецепторов (ОР) при помощи  

системного введения животным даларгина перед изоляцией 

сердца индуцировала повышение устойчивости кардиомиоцитов к 

повреждающему воздействию окислительного стресса, что 

выразилось снижением уровня КФК в перфузате. Полученные 

нами данные позволяют предположить, что кардиопротекторный 

эффект даларгина может быть связан с опиатергической 
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активацией супероксиддисмутазы и снижением интенсивности 

пероксидации липидов (уменьшение содержания  малонового 

диальдегида и диеновых конъюгатов в ткани миокарда). С 

другой стороны, было установлено, что активация опиатных 

рецепторов, предшествующая моделированию окислительного 

стресса, оказывает модулирующее влияние на синтез 

простаноидов, подавляя образование тромбоксана  и  

увеличивая синтез  простациклина (ПЦ). Подобное повышение 

уровня ПЦ в ткани сердца может способствовать повышению 

толерантности кардиомиоцитов к действию активных форм 

кислорода, поскольку простациклин обладает способностью 

супрессировать ПОЛ  [31]. В то же время, совместная 

активация µ- и δ-ОР не предотвращала снижения   насосной  

функции сердца в условиях моделирования  окислительного 

стресса. Результаты проведенной серии экспериментов 

свидетельствуют о том, что активация µ- и δ-рецепторов может 

способствовать  повышению устойчивости миокарда к 

повреждающему действию окислительного стресса, но не 

позволяет однозначно ответить на вопрос о том, какой из 

указанных типов ОР  играет ключевую роль в реализации 

кардиопротекторного  эффекта опиоидов. Для того, чтобы 

ответить на этот вопрос, нами были проведены серии 

экспериментов с использованием селективных  агонистов и 

антагонистов µ- и δ-опиатных рецепторов. 

Предварительное внутривенное введение селективных µ-

агонистов DAМGO или  DALDA за 15 мин до выделения сердца  

не отразилось на интенсивности выхода  КФК  в перфузионный 

раствор в условиях моделирования окислительного стресса. 

Полученный факт позволяет сделать вывод о том, что 

активация периферических µ-опиатных рецепторов не влияет на 

устойчивость миокарда к свободнорадикальному повреждению. 

При этом была отмечена слабовыраженная способность 
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агонистов µ-опиатных рецепторов контролировать процессы 

пероксидации липидов, что выразилось, в частности, 

снижением  уровня малонового диальдегида и  умеренным 

повышением  активности супероксиддисмутазы. 

 Видимо, подобный  уровень активации 

супероксиддисмутазы оказался недостаточным для того, чтобы 

в полной мере защитить миокард от действия активных форм 

кислорода. Именно по этой причине при стимуляции опиатных 

рецепторов µ-типа мы не отметили полной супрессии процессов 

пероксидации липидов, на что указывает сохранение 

повышенного уровня диеновых конъюгатов  в этих условиях.  

Снижение накопления малонового диальдегида в миокарде 

рассматриваемых групп, по всей видимости, является 

следствием угнетения активности циклооксигеназы, поскольку 

малоновый диальдегид (МДА) образуется не только в 

результате деградации диеновых конъюгатов жирных кислот, но 

и в процессе образования простагландинов [10]. 

Следовательно, обнаруженное нами снижение продукции МДА в 

ответ на стимуляцию µ-опиатных рецепторов могло явиться 

результатом ингибирования биосинтеза простаноидов. Так, 

например, ранее нами было установлено, что селективный 

агонист µ-ОР DALDA способен угнетать биосинтез тромбоксана в 

миокарде [78].  

 Изменения активности каталазы в условиях 

окислительного стресса, вызываемого на фоне 

предварительного внутривенного введения DALDA или  DAMGO, 

имели противоположную направленность, что не позволяет 

однозначно трактовать возможность регуляторного влияния µ-

агонистов на данный фермент.  

Блокада опиатных рецепторов µ-типа не отразилась на 

устойчивости миокарда к окислительному стрессу, 

интенсивности процессов пероксидации липидов и активности 
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супероксиддисмутазы, но, в то же время, способствовала 

снижению активности каталазы. Это позволяет говорить о том, 

что эндогенные µ-агонисты  не участвуют в регуляции 

устойчивости сарколеммы кардиомиоцитов к 

свободнорадикальному повреждению.  

Выполненные нами эксперименты на интактных препаратах 

изолированного сердца позволили установить, что  стимуляция 

µ-опиатных рецепторов (при предварительном внутривенном 

введении крысам DAMGO или  DALDA)  сопровождается развитием 

положительного инотропного эффекта, о чем можно судить по  

увеличению силы сокращений изолированного сердца. Однако 

моделирование окислительного стресса полностью нивелировало 

проявление положительного инотропного влияния µ-агонистов на 

функцию миокарда. Более того, оказалось, что стимуляция µ-ОР 

усугубляла контрактуру, развивающуюся в ходе окислительного 

стресса. Обнаруженный нами положительный инотропный эффект 

in vivo-активации µ-опиатных рецепторов, по-видимому, связан 

с увеличением систолической концентрации Са2+ в цитоплазме 

клетки. Так, группой исследователей, возглавляемых проф. 

Т.М.Wong, было показано, что активация µ-ОР изолированных 

кардиомиоцитов приводит к увеличению [Ca2+]i за счет 

мобилизации последнего из саркоплазматического ретикулума  

[166]. Результатом этого является увеличение амплитуды 

сокращения клеток сердца. Современными исследованиями  

показано, что активные формы кислорода оказывают 

ингибирующее влияние на Na+/Ca2+-обменник  [173] и Са2+-

АТФазы [179, 231]. Следовательно, отмеченное в 

экспериментах усиление контрактуры в условиях интенсивного 

образования липоперекисей на фоне предварительного введения 

µ-агонистов, скорее всего, является результатом как 

усиленного поступления Ca2+ в миоплазму из 

саркоплазматического ретикулума в результате стимуляции µ-
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рецепторов, так и нарушения его удаления из саркоплазмы 

вследствие инактивации Са2+–АТФазы.  

В пользу участия µ-опиатных рецепторов в регуляции 

насосной функции миокарда свидетельствуют и результаты 

экспериментов с использованием µ-антагониста СТАР. Его 

предварительное введение потенцировало отрицательный 

инотропный эффект окислительного стресса, и, в то же время, 

не влияло на формирование контрактуры. Очевидно, блокада µ-

рецепторов приводит к усугублению возникающих при активации 

перекисного окисления липидов нарушений процессов 

сокращения миокарда за счет снижения мобилизации Са2+ из 

саркоплазматичекого ретикулума. Выдвинутое нами 

предположение можно объяснить, исходя из результатов уже 

упомянутой работы группы проф. Т.М. Wong, в которой было 

показано, что стимуляция µ-ОР приводит к усилению  

мобилизации Са2+ из саркоплазматического ретикулума [166], 

логично предположить, что блокада µ-рецепторов может 

оказывать прямо противоположный эффект, то есть снижать 

амплитуду колебаний [Ca2+]i.  

Таким образом, результаты наших исследований показали, 

что стимуляция периферических µ-опиатных рецепторов  

усугубляет контрактуру миокарда в условиях моделирования 

окислительного стресса. 

Совершенно иной эффект на изолированное сердце 

оказывала активация периферических δ-опиатных рецепторов. 

При внутривенном введении селективных агонистов этих 

рецепторов (DSLET или DTLET), неспособных проникать через 

гематоэнцефалический барьер [115], было отмечено повышение 

резистентности кардиомиоцитов к свободнорадикальному 

повреждению. Одновременно наблюдалось снижение уровня 

продуктов ПОЛ в миокарде. Кроме того, было установлено, что 

стимуляция δ-опиатных рецепторов способствует восстановлению 



 147

активности супероксиддисмутазы до уровня, характерного для 

сердец интактных крыс, и сохранению активности каталазы 

выше базальных значений. Общеизвестно, что каталаза 

обеспечивает инактивацию Н2О2, образующейся в реакции 

дисмутации О2
• под действием СОД. Эти два фермента работают 

сопряженно, поэтому одновременное сохранение их активности 

в условиях окислительного стресса обеспечивает утилизацию 

как О2
•, так и продукта его дисмутации - Н2О2. Можно 

предположить, что инактивация О2
•  и Н2О2 препятствует 

инициации процессов перекисного окисления липидов, что, в 

конечном итоге, обеспечивает повышение резистентности 

кардиомиоцитов к повреждающему действию окислительного 

стресса в результате стимуляции δ-рецепторов. 

Предварительная блокада  δ-ОР с помoщью ICI 174,864 

полностью устраняла δ-рецептор-зависимое повышение 

активности супероксиддисмутазы и снижение интенсивности 

образование продуктов ПОЛ, что служит доказательством  δ-

рецепторной природы защитных эффектов опиоидных пептидов. 

Несмотря на то, что активация δ-ОР сопровождалась 

повышением резистентности сарколеммы кардиомиоцитов к 

повреждающему действию активных форм кислорода и снижением 

интенсивности накопления продуктов ПОЛ, нами  не было 

зафиксировано положительных изменений инотропной функции 

миокарда, нарушенной в результате окислительного стресса.  

В то же время, блокада δ-рецепторов усугубляла снижение силы 

сокращений сердца, вызванное воздействием на миокард 

активных форм кислорода, что дает основание предполагать 

участие эндогенной опиоидной системы в регуляции 

функционального состояния миокарда при активации 

свободнорадикальных процессов. Сопоставление этих фактов 

говорит о том, что δ-рецепторы не вносят существенного 

вклада в регуляцию насосной функции сердца в условиях 
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нормы, но при развитии окислительного стресса эндогенные  δ-

агонисты способны препятствовать развитию сократительной 

дисфункции миокарда. Анализируя полученные данные об 

участии δ-рецепторов в регуляции насосной функции миокарда 

как в физиологических условиях, так и при моделировании 

окислительного стресса, можно сделать заключение, что их 

вклад в этот процесс менее значим по сравнению с µ-ОР.  

Таким образом, результаты исследований показали, что 

предварительная активация δ-ОР способствует сохранению 

целостности мембран кардиомиоцитов и снижению интенсивности 

свободнорадикальных процессов в миокарде в условиях 

окислительного стресса, но не влияет на нарушения насосной 

функции сердца, вызванные свободными радикалами. Согласно 

нашей рабочей гипотезе, протекторные эффекты δ-агонистов 

являются результатом опиатергического повышения активности 

супероксиддисмузы.  

С целью изучения участия  µ- и δ-опиатных рецепторов, 

локализованных в миокарде, в регуляции толерантности 

кардиомиоцитов к патогенному действию свободных радикалов 

мы предприняли исследования с введением опиоидов 

непосредственно в перфузионный раствор изолированного 

сердца. Результаты этих экспериментов показали, что 

активация кардиальных µ- и  δ-рецепторов не влияет на 

степень повреждения клеток миокарда в результате 

окислительного стресса, не сказывается на интенсивности 

накопления продуктов ПОЛ, не изменяет активность 

антиокислительных ферментов. Сопоставление этих фактов 

позволило нам сделать вывод о том, что кардиопротекторный и 

"антиоксидантный" эффекты δ-агонистов реализуются только при 

стимуляции периферических δ-рецепторов на уровне целого 

организма и не связаны с кардиальными ОР. Возможно, что 

системная стимуляция δ-рецепторов  вызывает появление в 
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плазме крови нейрогуморальных факторов, обеспечивающих 

формирование резистентности миокарда к окислительному 

стрессу.  В частности показано, что инъекция опиоидов 

сопровождается изменением уровня ряда гормонов 

(катехоламины, АКТГ, кортизол, инсулин, вазопрессин, 

предсердный натрийуретический пептид) в плазме крови 

экспериментальных животных [65]. Вероятно, подобное 

изменение гормонального фона  играет определенную роль в 

обеспечении устойчивости мембран кардиомиоцитов к 

патогенному действию свободных радикалов. 

Исследования инотропной функции миокарда показали, что 

совместная активация кардиальных µ- и δ-опиатных  рецепторов 

с помощью даларгина  не отразилась на показателях 

функциональной активности миокарда как до-, так и в 

процессе моделирования окислительного стресса. В то же 

время, селективная in vitro-стимуляция  δ-рецепторов, 

локализованных в миокарде,  сопровождается развитием 

отрицательного инотропного эффекта, нарушением процессов 

расслабления сердечной мышцы, что ещё больше усугубляет  

сократительную дисфункцию изолированного миокарда, 

вызванную активными формами кислорода.  Угнетение насосной 

функции сердца, в условиях in vitro-стимуляции кардиальных 

δ-рецепторов обусловлено, на наш взгляд, значительным 

повышением конечного диастолического давления (КДД), то 

есть усилением контрактуры миокарда. Поскольку давление, 

развиваемое левым желудочком, рассчитывается как разница 

между значениями максимального систолического и конечного 

диастолического давления [217], можно полагать, что  

повышение КДД в конечном итоге, может обусловить снижение 

насосной функции миокарда. Формирование контрактуры 

миокарда в ответ на активацию δ-рецепторов in vitro 

является, в свою очередь, косвенным показателем повышения 
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[Са2+]i. Имеющиеся в настоящее время литературные данные 

свидетельствуют, что "оккупация" δ-рецепторов агонистами 

ведет к активации фосфолипазы С и увеличению синтеза 

инозитолтрифосфата [238], являющегося внутриклеточным 

либератором саркоплазматического кальция [189, 202]. В 

конечном итоге, такая последовательность событий приводит к 

увеличению [Ca2+]i  в цитоплазме клеток сердца [189] и 

увеличению диастолического давления, что и наблюдалось в 

наших экспериментах.  

До настоящего времени оставался открытым вопрос о 

механизмах опиатергической регуляции активности 

супероксиддисмутазы и каталазы. Анализ литературных данных 

позволил нам предположить, что внутриклеточным 

мессенджером, обеспечивающим передачу сигнала от δ-рецептора 

к антиокислительным ферментам, может служить оксид  азота 

[121, 124, 136, 196, 251]. 

Наши эксперименты с предварительным введением животным 

L-NAME показали отсутствие эффекта блокады синтеза NO в 

отношении интенсивности ПОЛ и активности СОД при 

моделировании окислительного стресса. Увеличение активности 

каталазы в образцах миокарда данной группы по отношению к 

контрольным значениям, скорее всего, обусловлено 

ослаблением ингибирующего влияния NO на каталазу [121, 

196].  

Блокада NO-синтазы, предшествующая активации δ-опиатных 

рецепторов, препятствовала проявлению кардиопротекторного 

эффекта δ-агониста DSLET при моделировании окислительного 

стресса. Это дает основание для предположения об участии NO 

в реализации защитного эффекта опиоидных пептидов. 

Параллельно в ткани миокарда данной группы было отмечено 

исчезновение “антиоксидантного” эффекта, связанного со 

стимуляцией δ-ОР. Полученные результаты дают нам возможность 
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предположить, что влияние DSLET на активность 

антиокислительных ферментов и интенсивность процессов ПОЛ 

опосредовано через активацию синтеза оксида азота NO-

синтазой. Если принять во внимание тот факт, что оксид 

азота способен вступать в реакцию нейтрализации со 

свободными радикалами [201], то возможно предположить, что 

увеличение синтеза NO в ответ на стимуляцию δ-ОР повлечет за 

собой ослабление свободнорадикальных процессов. В этом 

случае изменение активности супероксиддисмутазы и каталазы 

может быть лишь следствием снижения содержания пероксидов и 

свободных радикалов, выступающих в роли ингибиторов СОД 

[25]. 

Таким образом, результаты проведенных исследований 

показали, что опиоидная система вносит весомый вклад в 

формирование резистентности миокарда  к окислительному 

стрессу. В реализации данного кардиопротекторного эффекта 

важную роль играет NO-синтаза, повышение активности  

супероксиддисмутазы и угнетение процессов пероксидации 

липидов. На наш взгляд, способность агонистов δ-опиатных 

рецепторов стимулировать активность антиокислительных 

энзимов открывает перспективы для разработки нового подхода 

к решению проблемы защиты сердца от патогенного влияния 

активных форм кислорода при проведении тромболитической 

терапии острого инфаркта миокарда и в кардиохирургической 

практике, когда реперфузия миокарда после длительного 

периода ишемии неизбежно приводит к окислительному стрессу 

и снижению антирадикальной защиты кардиомиоцитов [6, 11, 

12, 28, 52, 90,  220].  
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В Ы В О Д Ы  

1. Активация периферических µ- и δ-опиатных рецепторов при 

помощи D-Ala2,Leu5,Arg6-энкефалина способствует повышению 

устойчивости  мембран кардиомиоцитов к 

свободнорадикальному повреждению и не влияет на 

выраженность нарушений сократительной функции  миокарда 

в условиях активации окислительного стресса.  

2. Увеличение активности супероксиддисмутазы, вызванное 

сочетанной стимуляцией µ- и δ-опиатных рецепторов, 

сопровождается повышением устойчивости кардиомиоцитов к 

патогенному действию активных форм кислорода в условиях 

моделирования окислительного стресса. 

3. Кардиопротекторный эффект стимуляции периферических µ- и 

δ-опиатных рецепторов при активации ПОЛ реализуется 

параллельно с увеличением  уровня простациклина и 

снижением содержания тромбоксана в миокарде.  

4. Селективная стимуляция µ-рецепторов на фоне усиленной 

пероксидации липидов способствует умеренному повышению 

активности супероксиддисмутазы и снижению уровня 

малонового диальдегида в ткани миокарда, но не изменяет 

динамику накопления диеновых конъюгатов и усугубляет 

нарушение процессов расслабления сердечно-мышечных 

препаратов. 

5. Резистентность сарколеммы кардиомиоцитов к 

свободнорадикальному повреждению in vitro повышается 

после предварительной стимуляции периферических δ-

опиатных рецепторов. Агонисты µ-рецепторов не оказывают 

подобного эффекта.  

6. Уровень малонового диальдегида и диеновых конъюгатов, 

повышенный в  ткани сердца после введения Fe2+-аскорбата, 

снижается под влиянием стимуляции периферических δ-
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рецепторов, что обусловлено опиатергическим увеличением 

активности супероксиддисмутазы. Параметры сократимости 

изолированного сердца при этом не изменяются.  

7. In vitro-активация кардиальных δ-опиатных рецепторов не 

влияет на степень повреждения мембран кардиомиоцитов и 

накопление продуктов ПОЛ в процессе окислительного 

стресса, одновременно способствуя ухудшению 

диастолической фунции миокарда.  

8. Опосредующую роль в реализации опиатергического  

повышения толерантности сердца к действию активных форм 

кислорода играет NO-синтаза.  

9. Эндогенные лиганды опиатных рецепторов не играют 

существенной роли в обеспечении резистентности мембран 

кардиомиоцитов к действию свободных радикалов, но 

эндогенные  агонисты  µ-опиатных рецепторов  ослабляют 

отрицательный инотропный эффект окислительного стресса.  
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