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ИЗУЧЕНИЕ МЕТОДОМ ЭПР ВЛИЯНИЯ ГИПОКСИИ НА ОБРАЗОВАНИЕ ОКСИДА
АЗОТА И ПАРАМАГНИТНЫЕ ЦЕНТРЫ В ТКАНЯХ МОЗГА ЖИВОТНЫХ В

ПРИСУТСТВИИ НИТРИТА НАТРИЯ И НИТРОАРГИНИНА

Методом  ЭПР  исследовали  влияние  гипоксии  на  образование  оксида  азота  (NO)  в  мозге  крыс
линии Крушинского-Молодкиной. Показано, что в крови этих крыс идет повышенный по сравнению
с  крысами  Wistar  синтез  NO.  Получены  данные,  свидетельствующие  о  том,  что  гипоксия,
вызванная  подъемом  крыс  линии  Крушинского-Молодкиной  на  высоту  5000  м,  сопровождается
увеличением  интенсивности  сигнала  ЭПР  Hb-NO  комплексов  в  мозге  животных.  В  настоящее
время  нельзя  ответить  на  вопрос,  какова  природа  всех  источников  увеличения  NO  в  условиях
гипоксии.  Однако,  на  основании  полученных  данных,  можно  предположить,  что  в  условиях
гипоксии  активируются  как  NO-синтазная,  так  нитро-  и  нитритредуктазная  системы,
участвующие в образовании NO и Hb-NO комплексов.

Ключевые  слова: оксид  азота,  мозг  животных,  нитрит  натрия,  нейроны,  нарушения  мозгового
кровообращения, ишемия мозга.

EPR STUDY OF THE EFFECT OF HYPOXIA ON THE FORMATION OF NITRIC OXIDE
AND PARAMAGNETIC CENTERS IN THE BRAIN TISSUES OF ANIMALS IN THE PRESENCE

OF SODIUM NITRITE AND NITROARGININE

EPR  investigated  the  effect  of  hypoxia  on  the  formation  of  nitric  oxide  (NO)  in  the  rat  brain
Krushinskii-Molodkina.  It  was  shown  that  in  blood  is  elevated  in  these  rats  compared  with  rats  Wistar
synthesis of NO. The data obtained suggest that hypoxia caused by the rise of rats Krushinskii-Molodkina
to a height of 5000 m, is accompanied by an increase in the intensity of the EPR signal Hb-NO complexes
in the brain of animals. At the present time it is impossible to answer the question, what is the nature of all
the sources of  NO increase in  hypoxic  conditions.  However,  based  on  the  data  obtained,  we  can  assume
that  in  conditions  of  hypoxia  are  activated  as  NO-synthase,  nitro  and  so  nitritreduktaznaya  systems
involved in the formation of NO and Hb-NO complex.

Key  words:  nitric  oxide,  the  brain  of  animals,  sodium  nitrite,  neurons,  cerebrovascular  accident,
cerebral ischemia.

Известно,  что  оксид  азота  в  условиях  нормального  функционирования  нервной  системы
выполняет  роль  активного  вазодилататора,  участвует  в  выработке  и  передаче  нейромедиаторов.
Однако,  известны  данные  о  том,  что  NO  может  быть  одним  из  факторов  повреждения  и  гибели
нейронов  при  нарушениях  мозгового  кровообращения,  ишемии  мозга  и  судорожных  состояниях.
Двойственная роль NO в  ишемической патологии мозга и  эпилептических судорожных состояниях
определяется  целым  рядом  факторов,  среди  которых  выделяют  активность  конститутивных  и
индуцибельных  NO-синтаз,  концентрацию  NO  и  продуктов  его  превращения,  интенсивность
кислородного  голодания,  стадию  развития  ишемического  поражения  нейронов  мозга  и  ряд  других
факторов [7]. 

В  настоящее  время  не  имеется  достаточного  количества  данных,  на  основании  которых
можно было бы полагать, в  каких случаях  для предупреждения ишемических состояний мозга или
даже  ишемического  повреждения  мозга  следует  использовать  NO-генерирующие  соединения  или
ингибиторы NO-синтаз.  Поэтому важными являются данные об образовании в тканях мозга оксида
азота при гипоксии и ряде других воздействий, влияющих на содержание NO. 
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МEТОДИКА И ТEХНИКА ЭКСПEРИМEНТА

В  экспериментах  были  использованы  крысы  линии  Крушинского-Молодкиной  (самцы  в
возрасте   5-6  мес.,  весом  280-320  г).   Объектами  исследования  служили  образцы  тканей  мозга
животных без воздействия (контроль) и различными воздейтвиями (экспериментальные). 

Регистрация спектров ЭПР. Спектры ЭПР измеряли на радиоспектрометрах Х-диапазона ESR
300  фирмы  «Bruker»  (ФРГ),  оснащенном  ЭВМ  со  стандартными  программами.  Cпектры  ЭПР
записывали  в  виде  первой  производной  кривой  резонансного  поглощения  при  температуре  записи
спектра  77К.  Величины  g-фактора  сигналов  ЭПР  определяли  при  помощи  стандартной  программы
ЭВМ. В качестве оценки статистического разброса величин интенсивностей сигналов ЭПР образцов
тканей разных животных в одной серии использовали величину среднеквадратичного отклонения.

Опыты   in  vivo   по   гипоксии.  В  работе  было  использовано  42  крысы  линии
Крушинского-Молодкиной (самцы в возрасте 5-6 мес., весом 280-320г). 

Схема  эксперимента.  Было  поставлено  семь  серий  экспериментов  по  шесть  животных  в
каждом  эксперименте:  1–контроль,  при  котором  животным  внутрибрюшинно  вводили
физиологический  раствор; 2–опыт  с   «подъемом  на  высоту  5000м» (гипоксия) животных,  которым
внутрибрюшинно  вводили  физиологический  раствор;  3  –  опыт  с  введением  L-NNA  в
физиологическом  растворе;  4–опыт  с  введением  L-NNA  в  физиологическом  растворе  +  гипоксия;
5–опыт  с  введение  NaNO2  в  физиологическом  растворе;  6–опыт  с  введением  NaNO2  в
физиологическом  растворе  +  гипоксия;  7–опыт  с  совместным  действием:  введением  NaNO2  и
L-NNA в физиологическом растворе  +  гипоксия.

Нитрит натрия в дозе 0,5мг/100г. живого веса в физиологическом растворе, а также  L-NNA в
дозе  2,5мг/100  г  живого  веса  в  физиологическом  растворе   вводили  внутрибрюшинно.  В  других
сериях  экспериментов  осуществляли  одновременное  введение  L-NNA и   нитрита  натрия  в  тех  же
дозах.  Контрольным  крысам,  как  указывалось  выше,  вводили  физиологический  раствор  в
эквивалентном объёме.  Все экспериментальные воздействия с введением нитрита натрия и L-NNA,
а  также  моделирование  «подъема  на  высоту  5000 м» осуществляли   в  течение  60  мин.,  после  чего
животных декапитировали, извлекали ткани и кровь и использовали их для приготовления образцов
для  ЭПР-исследования.  Спектры  ЭПР  крови  и  тканей  регистрировали  при  температуре  77К  на
ЭПР-спектрометре  ЕSP300  фирмы  Bruker.  Интенсивность  сигнала  парамагнитных  комплексов
оксида  азота  с  гемоглобином  (Hb-NO)  определяли  в  относительных  единицах  по  величине
амплитуды  широкого  сигнала  ЭПР  с  триплетным  расщеплением  при    g-факторе   2,01,  что
пропорционально количеству комплексов Hb-NO в образце. 

Процедуры в эксперименте выполняли в соответствии с положениями Хельсинкской
декларации о гуманном отношении к животным.      

ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНАЯ ЧАСТЬ

Гипоксия  (или  недостаточность  кислорода  у  условиях  высокогорья)  является  одним  из
наиболее  часто  встречающихся  состояний  организма.  Практически  любые  экстремальные  условия
организма  и  любой  патологический  процесс  прямо  или  косвенно  связаны  с  нарушением
кислородной  обеспеченности  организма.  А  гипоксия  и  вызванные,  ею  метаболические  нарушения
являются  ведущими  патогенетическими  факторами  всех  тяжелых  осложнений  при  экстремальных
состояниях самого различного генеза. 

В работе приведены результаты исследования  изменений  продукции  NO в  тканях  мозга  при
гипоксии  как отдельно,  так  и  в  присутствии  нитрита  натрия  и  нитроаргинина.  На  рис.  1.  показаны
спектры  ЭПР  образцов  тканей  мозга  животных  после  «подъема  на  высоту»  с  предварительно
введенным  нитритом  натрия  (1.1),  контрольных  образцов  (1.2)  и  разностный  спектр  ЭПР,
полученный вычитанием спектра 2 из спектра 1. Следует отметить, что в тканях мозга, в отличие от
тканей  сердца,  после  введения  нитрита  натрия  сигнал  нитрозильных  комплексов  Гем-NO
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практически не  регистрировался. А после «подъема  на  высоту» с  введенным  нитритом  натрия  этот
сигнал был хорошо наблюдаем и в спектре 1.(1) и был выделен в чистом виде на рис. 1.(3).  

В спектрах ЭПР образцов мозга после гипербарической гипоксии на фоне введенных заранее
нитрита  натрия  и  нитроаргинина  (рис.2.1)  сигнал   ЭПР  комплексов  Гем-NO  значительно
увеличивался.  В  чистом  виде  он  был  выделен  при  вычитании  спектра  ЭПР  образцов  с  введенным
нитритом  натрия  (рис.2.2)  из  спектра  ЭПР  на  рис.  2.1.  Если  сравнить  разностный  спектр  ЭПР
образцов мозга (2.3) с аналогичным (при всех одинаковых воздействиях) разностным спектром ЭПР
образцов  сердца  на  рис.  3,  можно  видеть,  что  в  спектре  ЭПР  образцов  мозга  значительно  меньше
интенсивность  компоненты  с  g-фактором  1,98,  которая  обусловлена  взаимодействием  NO  с
оксигенированными  (в  R-состоянии)  субъединицами  гемоглобина.  Из  этого  следует,  что  при
использовании  комплекса  всех  изучаемых  воздействий  вместе   мозг  испытывает  больший
недостаток в кислороде, чем сердце. 



Известия ОшТУ, 2010 №1                                 80

1 2 3 4 5 6

0

10

20

30

40

50

60

70
И
нт
ен
си
вн
ос
ть

 с
иг
на
ла

 Э
П
Р

, о
тн

.е
д.

Известно,  что  железосерные  центры,  обуславливающие  наблюдаемый  сигнал  ЭПР  с
g-фактором  1,94,  находятся  в  восстановленном  состоянии.  В  условиях  увеличения  окисленности
(или  при  увеличении  факторов  окисления)  интенсивность  этого  сигнала  снижается.  Поэтому
снижение интенсивности сигналов ЖСЦ,  наблюдаемое в опытах 4-6, свидетельствует о повышении
окисленности системы (или об увеличении факторов окислительного стресса). Эти данные и данные
о  снижении  интенсивности  сигнала  ЭПР  нитрозильных  комплексов,  обусловленных
оксигенированными субъединицами гемоглобина на рис.7.3, о котором мы писали выше, указывают
на то, что мозг  испытывает больший недостаток кислорода при изучаемых воздействиях, чем ткани
сердца. 

На  рис.  3.  показаны  изменения  интенсивности   железосерных  центров  дыхательной  цепи
митохондрий мозга  при  всех  изучаемых  воздействиях.  Из этих  данных   видно, что  интенсивность
сигнала  ЖСЦ  снижена  по  сравнению  с  интенсивностью  в  норме  при  действии  нитрита  натрия  и
других воздействиях на фоне введенного нитрита натрия. 

Таким  образом,  полученные  данные  показали,  что  гипоксия  приводит  к  дополнительному
образованию оксида азота в  организме.  Нитрит  натрия,  как донор  оксида  азота,  также  увеличивает
содержание  NO  при  гипоксии.  Ингибитор  NO-синтаз  –  нитроаргинин,  в  условиях  гипоксии  не
ингибирует  образование  оксида  азота,   так  как  в  присутствии  его  и  нитрита  натрия   оксида  азота
образуется больше, чем при гипоксии с введеным нитритом натрия.    В условиях гипоксии он сам,
как обычное нитросоединение, восстанавливается и  становится дополнительным источником NO в
организме. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Проведенные ранее исследования показали, что кратковременная гипоксия, соответствующая
высоте  5000  м  над  уровнем  моря,  оказывает  значительный  защитный  эффект  на  развитие
стрессорных  нарушений  у  крыс  линии  Крушинского-Молодкиной  (КМ).  Сходное  протекторное
действие  оказывал  и  предшественник  оксида  азота  –  аргинин.  Оксид  азота,  являясь  активным
вазодилататором  (расслабителем  сосудов),  способен  увеличивать  скорость  кровотока  в  мозге  и,
возможно,  участвует  в  механизмах  перехода  резервных  капилляров  мозга  в  активные  формы.
Способность NO ингибировать агрегацию тромбоцитов также может препятствовать ишемии мозга.
Поэтому было высказано предположение,  что оксид азота вносит положительную составляющую в
реализацию защитного эффекта при адаптации к гипоксии у крыс линии КМ . 

В  ранее  проведенных  нами  опытах  на  мышах  линии  SHK   на  крысах  линии  Wistar  и
беспородных  мышах  и  крысах  мы  также  не  наблюдали  образования  парамагнитных  Hb-NO  –
комплексов  в  контроле.  Сам  факт  образования    Hb-NO  –  комплексов  в  крови  контрольных
животных  линии  Крушинского-Молодкиной  указывает  на  то,  что  у  крыс  этой  линии  идет
повышенный   синтез  NO  по  сравнению,  например,  с  крысами   линии  Wistar  или  беспородными
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животными, что косвенно подтверждалось результатами других наших исследований.
Поэтому  полученные  в  работе  данные  по  изменению  количества  образующегося  NO вносят

существенный  вклад  в  понимание  процессов  адаптации  организма  к  высокогорьям  (гипоксии),  а
также  могут  быть  использованы  при  выборе  препаратов,  которые  могли  бы  способствовать
адаптации  к  гипоксии,  а  также  защищать  организм  от  последствий  гипоксии,  окислительного
стресса  и  других  неблагоприятных  воздействий.  В  клинике  для  лечения  и  профилактики
заболеваний,  являющихся  последствиями  стрессорных  нарушений  часто  используют
антиоксидантные препараты. Одним из таких препаратов является мексидол.

ВЫВОДЫ

1. Показано, что гипоксия приводит к дополнительному образованию оксида азота в тканях мозга. 
2. Нитрит натрия, как донор оксида азота, также увеличивает содержание NO при гипоксии. 
3.  Ингибитор  NO-синтаз  –  нитроаргинин,  в  условиях  гипоксии  не  ингибирует  образование  оксида
азота,   так  как  в  присутствии  его  и  нитрита  натрия   оксида  азота  образуется  больше,  чем  при
гипоксии  с  введеным  нитритом  натрия.     В  условиях  гипоксии  он  сам,  как  обычное
нитросоединение, восстанавливается и  становится дополнительным источником NO в организме. 
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