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РЕЗЮМЕ

Цель исследования – изучить при адъювантном артрите у крыс (модель ревматоидного артрита) 
противовоспалительное, анальгетическое и потенциальное ульцерогенное действие нового соединения – 
производного аминогуанидина.

Материалы и методы. Эксперименты проводили на 42 аутбредных самцах крыс стока Sprague Dawley. 
После развития артрита, начиная с 7-х сут после введения адъюванта Фрейнда, животным в течение 22 сут 
1 раз/сут внутримышечно вводили производное аминогуанидина (шифр –  LIS-М) в дозах 2,5; 5 и 10 мг/кг 
или препарат сравнения диклофенак в дозе 4 мг/кг. Объем воспаленной конечности измеряли 2 раза/нед, 
болевую чувствительность – еженедельно. После завершения введения веществ в плазме измеряли концен-
трацию интерлейкина (ИЛ) 1, ИЛ-6 и фактора некроза опухоли α (ФНО-α), гистологически изучали ткани 
заплюсневого сустава, с помощью бинокулярной лупы оценивали состояние слизистой оболочки желудка 
на наличие дефектов, язв и рубцов.

Результаты. Ингибитор индуцируемой синтазы оксида азота – производное аминогуанидина – в дозе  
10 мг/кг эффективнее диклофенака в дозе 4 мг/кг оказывало в суставе, поврежденном адъювантом Фрейн-
да, противовоспалительное и анальгетическое действие, способствовало восстановлению гистологической 
структуры синовиальной оболочки и суставного хряща, в 1,4–1,5 раза уменьшало в плазме концентрацию 
ИЛ-1, ИЛ-6 и ФНО-α. Соединение LIS-M не повреждало слизистую оболочку желудка крыс с адъювант-
ным артритом.

Заключение. Производное аминогуанидина LIS-M оказывает выраженное противовоспалительное и 
анальгетическое действие при адъювантном артрите у крыс как модели ревматоидного артрита. LIS-M 
лишен ульцерогенного действия на слизистую оболочку желудка крыс.
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ABSTRACT

Aim. To study anti-inflammatory, analgesic, and possible ulcerogenic effects of a novel aminoguanidine derivative 
in adjuvant arthritis (a model of rheumatoid arthritis) in rats.

Materials and methods. The experiments were carried out on 42 outbred male Sprague Dawley rats. After model-
ing arthritis (starting from day 7 after the administration of complete Freund’s adjuvant), intramuscular injections 
of the aminoguanidine derivative (code LIS-M) at a dose of 2.5, 5, and 10 mg / kg or the reference drug diclofenac at 
a dose of 4 mg / kg were performed once a day for 22 days. The volume of the inflamed limb was measured twice 
a week, pain threshold was measured every week. After finishing the administration of the compounds, the levels 
of interleukin (IL) 1, IL-6, and tumor necrosis factor-α (TNFα) were measured in rat plasma, the ankle joint was 
histologically studied, and the gastric mucosa was studied to detect damage, ulcers, and scarring. 

Results. The aminoguanidine derivative, an inhibitor of inducible nitric oxide synthase, was more effective at the 
dose of 10 mg / kg than diclofenac at the dose of 4 mg / kg. It had anti-inflammatory and analgesic effects in the 
joint affected by complete Freund’s adjuvant, promoted restoration of the histologic structure in the synovial mem-
brane and articular cartilage, and reduced the plasma concentration of IL-1, IL-6, and TNFα by 1.4–1.5 times. The 
LIS-M compound did not  damage the gastric mucosa in rats with adjuvant arthritis.

Conclusion. The aminoguanidine derivative LIS-M exerts potent anti-inflammatory and analgesic effects in 
adjuvant arthritis in rats (a model of rheumatoid arthritis). LIS-M has no ulcerogenic effect on the gastric mucosa 
in rats.

Keywords: aminoguanidine derivative, diclofenac, adjuvant arthritis, anti-inflammatory effect, effect on the gastric 
mucosa, rats
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ВВЕДЕНИЕ
Для фармакотерапии ревматоидного артрита при-

меняют иммунодепрессанты, препараты глюкокор-
тикоидов и на ранних стадиях заболевания – несте-
роидные противовоспалительные средства (НПВС)  
[1, 2]. В воспаленной синовиальной оболочке суста-
вов НПВС ингибируют циклооксигеназу-2 и умень-
шают продукцию простагландинов. Простагландин 
E2 в низкой концентрации не способен активировать 
ядерный фактор транскрипции kB, в результате ос-
лабляется его активирующее влияние на индуциру-
емую при воспалении синтазу оксида азота (NO). 
В суставах уменьшается образование агрессивных 
провоспалительных факторов –  простагландинов и 
оксида азота [3]. В физиологических условиях эти 
вещества регулируют многие функции организма, в 
частности оказывают гастропротективное действие. 
NO в желудке повышает секрецию нейтральной сли-
зи, улучшает кровоток, тормозит миграцию лейко-
цитов в зону язвенного дефекта [4, 5]. Перспективно 
создание селективного ингибитора индуцируемой 
формы синтазы оксида азота (iNOS), способного 
тормозить синтез NO в очаге воспаления без ульце-
рогенного побочного действия. Такими свойствами, 
согласно ранее проведенным экспериментам, обла-
дает производное аминогуанидина (шифр – LIS-М).

Цель исследования – изучить при адъювантном 
артрите (модель ревматоидного артрита) у крыс про-
тивовоспалительное, анальгетическое и потенциаль-
ное ульцерогенное действие производного аминогуа-
нидина LIS-М.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
Производное аминогуанидина LIS-М представ-

ляет собой ({[3-(4-нитрофениламино)индол-2-ил]
метилен}амино)гуанидина метансульфонат (рис. 1). 
Синтезирован в ООО «Ифар» (Россия, г. Томск). 
LD50 LIS-M при внутримышечном введении у крыс 
самцов составляет 382,6 мг/кг.

Эксперименты проводили в испытательном цен-
тре (ИЦ) ООО «Инновационные Фармакологические 
Разработки» на 42 аутбредных самцах крыс стока 
Sprague Dawley массой тела 230–250 г (шесть групп по  
семь особей в каждой). Животных получали из от-
деления лабораторных животных ИЦ, содержали 
в пластиковых клетках при температуре 18–26 °С, 
относительной влажности воздуха 45–65%, воздухо-
обмене 10–11 об/ч и регулируемом световом режиме  
(12 : 12 ч). Исследование одобрено локальными эти-
ческими комитетами Сибирского государственно-
го медицинского университета (протокол № 5591 
от 23.10.2017) и ИЦ (протокол № 191-ОФИ от 
10.07.2017) и проведено в соответствии с положения-
ми Европейской конвенции по защите лабораторных 
животных (Страсбург, 1986) с соблюдением прин-
ципов и правил надлежащей лабораторной практи-
ки (ГОСТ 33044–2014, Приказ Минздрава России от 
01.04.2016 № 199н).

Адъювантный артрит вызывали инъекцией под 
плантарный апоневроз задней конечности крыс  
0,1 мл полного адъюванта Фрейнда (ПАФ)  (Sigma, 
США) [6]. Начиная с 7-х сут после введения ПАФ 
(после развития артрита), животным в течение 22 
сут 1 раз/сут внутримышечно вводили LIS-М в дозах 
2,5; 5 и 10 мг/кг или препарат сравнения диклофенак 
(Sandoz, Германия) в дозе 4 мг/кг [7]. Оба вещества 
растворяли в 1%-м водном растворе поливинилпир-
ролидона. Контрольные животные получали этот рас-
творитель в эквивалентном объеме.

Объем конечности измеряли с помощью плетиз-
мометра (UGO BASILE, Италия) до введения ПАФ 
и 2 раза/нед на протяжении 29 сут после начала экс-
перимента. Разницу между объемом воспаленной 
конечности у крыс, получавших LIS-М или дикло-
фенак, и объемом в контрольной группе, выражали 
в процентах [6]. Болевую чувствительность в воспа-
ленной конечности, обусловленную раздражением 
механорецепторов, оценивали 1 раз/нед с использова-
нием нитей Фрея (UGO BASILE, Италия). Резкое от-
дергивание конечности в ответ на раздражение нитью 
определенной толщины регистрировали как положи-
тельный ответ, результат выражали в граммах. После 
последнего введения LIS-М в дозе 10 мг/кг и дикло-
фенака в дозе 4 мг/кг в плазме иммуноферментным 
методом измеряли концентрацию интерлейкина (ИЛ) 
1, ИЛ-6 и фактора некроза опухоли α (ФНО-α) (Век-
тор-Бест, Россия).

После завершения инъекций изучаемых веществ 
животных выводили из эксперимента в камере, по-
степенно заполняемой углекислым газом. Ткани за-
плюсневого сустава, образованного соединением 
костей голени, заплюсны и проксимальным концом 

Рис. 1. Структурная формула LIS-М
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плюсневых костей, исследовали гистологически на 
депарафинированных срезах, окрашенных гематок-
силином и эозином. Гистологические препараты про-
сматривали под микроскопом Carl Zeiss (Германия) 
при увеличении ×100. Степень поражения суставов 
характеризовали по пятибалльной шкале [8]. 

Максимальная выраженность патологического 
процесса у одного животного по всем критериям (ги-
перплазия синовиальной оболочки, воспалительная 
инфильтрация околосуставной ткани, внутрисустав-
ной выпот, сужение суставной полости, формирова-
ние паннуса) составляла 25 баллов. У крыс оценивали 
состояние слизистой оболочки желудка на наличие 
дефектов, язв и рубцов с помощью бинокулярной 
лупы «Микромед» (Россия) при увеличении ×10.

Проверку полученных данных на соответствие за-
кону нормального распределения осуществляли с по-
мощью критерия Шапиро – Уилка. Результаты изме-
рения объема конечности, болевой чувствительности 
и концентрации маркеров воспаления представлены в 
виде среднего значения и стандартной ошибки средне-
го (M ± m), для оценки межгрупповых различий меж-
ду этими показателями использовали однофакторный 
дисперсионный анализ (ANOVA) с последующим 
межгрупповым сравнением (post hoc) в тесте Тьюки 
(post hocTukey’s). Результаты гистологического ана-
лиза представлены в виде суммы баллов в группе и 

медианы и интерквартильного диапазона (Me (Q1; 
Q3)). Для оценки различий баллов у отдельных жи-
вотных в группе применяли критерий Краскела –  
Уоллиса. Различия были определены при уровне зна-
чимости р ≤ 0,05. Статистический анализ выполняли 
с помощью программного обеспечения Statistica 10.0. 
(StatSoft Inc., США).

РЕЗУЛЬТАТЫ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 
В день введения ПАФ у крыс появлялись гипе-

ремия и отек околосуставных тканей. К 7-м сут экс-
перимента объем конечности, в которую вводили 
ПАФ, увеличивался в 3,1 раза, становился макси-
мальным к 10-м сут и в конце эксперимента в 4,4 раза 
превышал объем конечностей интактных животных. 
После трех инъекций LIS-M в дозе 10 мг/кг объем 
воспаленной конечности уменьшался на 35%, после  
10 введений этого вещества объем становился мень-
ше на 53%, после 21 инъекции – меньше на 73% по 
сравнению с объемом в контроле (p < 0,05). В дозах 
2,5 и 5 мг/кг LIS-M не оказывал противовоспали-
тельного действия на пораженный сустав. Диклофе-
нак в дозе 4 мг/кг после трех инъекций ослаблял отек 
конечности на 54%, к 21-м сут – на 65% (p < 0,05). 
LIS-M в дозе 10 мг/кг и диклофенак в дозе 4 мг/кг 
проявляли равную противовоспалительную актив-
ность (p > 0,05) (рис. 2).

Рис. 2. Противовоспалительное действие LIS-M (2,5; 5; 10 мг/кг) и диклофенака (4 мг/кг) при адъювантном артрите:  
* различия с показателем контрольной группы, p < 0,05

Количество введений
Животные с адъювантным артритом, получавшие 1%-й раствор поливинилпирролидона (контроль)
LIS-M, 2,5 мг/кг
LIS-M, 5 мг/кг
LIS-M, 10 мг/кг
Диклофенак 4 мг/кг
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При адъювантном артрите в воспаленной конеч-
ности значительно повышалась болевая чувствитель-
ность: на 7-е сут она увеличивалась в 2,7 раза, нараста-
ла на протяжении всего эксперимента и к 21-м сут в 
3,8 раза превышала показатель интактных животных. 

LIS-M в дозе 10 мг/кг и диклофенак в дозе 4 мг/кг ока-
зывали анальгетическое действие через 1 нед терапии. 
Через 21 сут после начала инъекций соединение LIS-M 
полностью нормализовало болевую чувствительность, 
при введении диклофенака она уменьшалась по сравне-
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нию с показателем при адъювантном артрите, но оста-
валась значительно выше, чем у интактных животных. 
Соединение LIS-M в дозах 2,5 и 5 мг/кг не оказывало 
анальгетического действия (табл. 1).

При адъювантном артрите на 28-е сут после вве-
дения ПАФ в плазме возрастала концентрация про-

воспалительных факторов: ИЛ-1 – в 2,5 раза, ИЛ-6 – 
в 5, ФНО-α – в 3 раза. После 21-й инъекции LIS-M 
в дозе 10 мг/кг концентрация ИЛ-1, ИЛ-6 и ФНО-α 
уменьшалась в 1,4–1,5 раза, диклофенак в дозе 4 мг/кг 
снижал концентрацию этих веществ менее значи-
тельно, в 1,2 раза (p < 0,05) (табл. 2).

Т а б л и ц а  1

Выраженность болевой чувствительности у животных с адъювантным артритом, получавших производное аминогуанидина 
LIS-М или диклофенак, г, M ± m

Группа
Количество введений

0 7 14 21
Интактные животные, n = 7 25,5 ± 2,1 26,3 ± 1,7 26,1 ± 1,4 27,3 ± 1,0
Животные с адъювантным артритом, получавшие:
– 1%-й раствор поливинилпирролидона (контроль), n = 7 11,3 ± 2,1* 4,2 ± 1,1* 6,2 ± 1,6* 7,2 ± 1,4*
– LIS-М, 2,5 мг/кг, n = 7 12,9 ± 3,6* 5,8 ± 1,2* 6,6 ± 2,0* 8,1 ± 1,0*
– LIS-М, 5 мг/кг, n = 7 9,8 ± 2,9* 5,7 ± 0,7* 6,4 ± 0,6* 8,5 ± 1,7*
– LIS-М, 10 мг/кг, n = 7 9,4 ± 2,6* 15,2 ± 4,1*∧ 19,9 ± 4,0*∧ 26,0 ± 1,4∧#

– диклофенак, 4 мг/кг, n = 7 10,3 ± 2,4* 14,9 ± 3,0*∧ 16,2 ± 3,3*∧ 14,7 ± 3,6*∧

* p < 0,05 по сравнению с показателем интактных животных; ∧ p < 0,05 по сравнению с показателем у животных с адъювантным артритом, 
получавших 1%-й раствор поливинилпирролидона, в соответствующий день эксперимента (контроль); # p < 0,05 по сравнению с показа-
телем у животных, получавших диклофенак, в соответствующий день эксперимента.

Т а б л и ц а  2

Концентрация цитокинов в плазме крыс с адъювантным артритом после введения производного аминогуанидина LIS-М  
и диклофенака на 21-е сут, пг/мл, M ± m

Условия эксперимента ИЛ-1 ИЛ-6 ФНО-α
Интактные животные, n = 7 35,6 ± 4,4 25,3 ± 4,9 50,3 ± 5,5
Животные с адъювантным артритом, получавшие:
– 1%-й раствор поливинилпирролидона (контроль), n = 7 87,8 ± 5,4* 127,7 ± 5,4* 148,5 ± 6,1*
– LIS-M, 10 мг/кг, n = 7 61,8 ± 4,8*∧ 85,8 ± 3,8*∧ 101,8 ± 2,4*∧

– диклофенак, 4 мг/кг, n = 7 76,3 ± 4,7* 102,5 ± 6,0* 122,1 ± 4,8*

* р < 0,05 по сравнению с показателем интактных животных; ∧ р < 0,05 по сравнению с показателем при введении диклофенака.

Гистологическое исследование тканей заплюсне-
вого сустава показало, что при адъювантном артри-
те развивались пролиферативный синовит и воспа-
ление околосуставной ткани, суживалась полость 
сустава, формировался внутрисуставной паннус, 
повреждающий суставной хрящ. У животных, полу-
чавших LIS-M в дозе 2,5 мг/кг, повреждение суста-
ва незначительно ослаблялось. Соединение LIS-M в 
дозе 5 мг/кг уменьшало гиперплазию синовиальной 

оболочки и внутрисуставной выпот, препятствовало 
сужению суставной полости, LIS-M в дозе 10 мг/кг и 
диклофенак в дозе 4 мг/кг препятствовали пролифе-
рации синовиоцитов, появлению внутрисуставного 
выпота, сужению суставной полости и формирова-
нию паннуса (табл. 3). Под влиянием LIS-M в вос-
паленном суставе снижается концентрация NO, что 
тормозит синтез коллагена, протеогликанов и норма-
лизует микроструктуру сустава [9, 10].

Т а б л и ц а  3

Выраженность гистологических изменений в заплюсневом суставе крыс с адъювантным артритом после введения 
производного аминогуанидина LIS-М и диклофенака на 21-е сут, баллы, Me (Q1; Q3) 

Повреждение суставной ткани
Животные с адъювантным артритом, получавшие 

1%-й раствор поливинилпир-
ролидона (контроль), n = 7

LIS-М 
2,5 мг/кг,  n = 7

LIS-М 
5 мг/кг,  n = 7

LIS-М  
10 мг/кг,  n = 7

Диклофенак  
4 мг/кг,  n = 7

Гиперплазия синовиальной 
оболочки

13
2 (1; 3)

8
1 (0; 2)

7*
1 (1; 1)

4*
0 (0; 1)

5*
1 (0; 1)

Воспалительная инфильтрация 
околосуставной ткани

29
4 (4; 4)

27
4 (4; 4)

23
3 (3; 3)

22
3 (3; 3)

25
4 (3; 4)

Внутрисуставной выпот 10
1 (0; 1)

4*
0 (0; 1)

1*
0 (0; 0)

0*
0 (0; 0)

0*
0 (0; 0)
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Производное аминогуанидина LIS-M в дозах 2,5; 
5 и 10 мг/кг при внутримышечном введении крысам 
с адъювантным артритом не оказывало ульцероген-
ного действия – в слизистой оболочке желудка отсут-
ствовали язвы и эрозии. Диклофенак в дозе 4 мг/кг 
вызывал в слизистой оболочке желудка эрозии, язвы 
и кровоизлияния. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
При модели ревматоидного артрита (адъювант-

ном артрите) в конечности крыс, в которую вводили 
ПАФ, возникали прогрессирующий отек и болевая 
гиперчувствительность, значительные воспалитель-
ные и деструктивные изменения тканей заплюсневого 
сустава. В плазме в 2,5–5 раз повышалась концентра-
ция цитокинов с провоспалительным действием – 
ИЛ-1, ИЛ-6 и ФНО-α. Продукцию этих веществ 
стимулирует NO, образованный в реакции, катали-
зируемой индуцированной синтазой NO [11]. Се-
лективный ингибитор индуцируемой синтазы NO – 
производное аминогуанидина – в дозе 10 мг/кг эф-
фективнее неселективного ингибитора циклоок-
сигеназы – диклофенака – в дозе 4 мг/кг подавлял 
развитие артрита и оказывал анальгетическое дей-
ствие. Под влиянием LIS-M концентрация цитоки-
нов в плазме становилась в 1,4–1,5 раза меньше, чем 
при нелеченном адъювантном артрите, при введе-
нии диклофенака – в 1,2–1,3 раза меньше. Важным 
преимуществом LIS-M является отсутствие ульце-
рогенного влияния на желудок. Это соединение не 
оказывает тормозящего действия на активность ци-
клооксигеназы и конституциональной формы син-
тазы NO и не нарушает синтез гастропротективных 
простагландинов и оксида азота.
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Повреждение суставной ткани
Животные с адъювантным артритом, получавшие

1%-й раствор поливинилпир-
ролидона (контроль), n = 7

LIS-М 
2,5 мг/кг,  n = 7

LIS-М 
5 мг/кг,  n = 7

LIS-М  
10 мг/кг,  n = 7

Диклофенак  
4 мг/кг,  n = 7

Сужение суставной полости 16
2 (2; 2)

11
2 (1; 2)

6*
1 (0; 1)

4*
1 (0; 1)

5*
1 (0; 1)

Формирование паннуса 18
2 (2; 3)

13
2 (1; 2)

10
1 (1; 2)

5*
1 (0; 1)

5*
1 (0; 1)

* p < 0,05 по сравнению с показателем у животных с адъювантным артритом, получавших 1%-й раствор поливинилпирролидона (кон-
троль).

О к о н ч а н и е  т а б л .  3
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