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Резюме
Введение. При снижении содержания кислорода во вдыхаемом воздухе, нарушениях церебрального кровотока 

наступает ишемия мозга, которая может завершиться ишемическим инсультом. Цель – проведение сравнительного 
анализа интенсивности продукции оксида азота (NО) и содержания меди в тканях обонятельной луковицы мозга 
крыс-самцов линии «Вистар» после моделирования ишемического инсульта. Материалы и методы. Моделирование 
ишемического инсульта лигированием на уровне бифуркации обеих общих сонных артерий и измерение содержа-
ния NО и меди методом ЭПР-спектроскопии. Результаты. Относительное изменение количества NO-содержащих 
комплексов и содержания меди оценивали по интегральной интенсивности сигнала комплексов (ДЭТК)2-Fe2+-NO и 
(ДЭТК)2-Cu. В группе ишемизированных крыс обнаружено достоверное снижение содержания NO в обонятельной 
луковице мозга крыс на 47 % через 1 и на 57 % через 2 суток соответственно после моделирования ишемии. Уро-
вень продукции NO у крыс, которым моделирование ишемии было проведено с одновременным интраназальным 
введением мезенхимальных стволовых клеток (МСК) также был сниженным – на 51 % через 1 и на 70 % через 2 
суток соответственно после моделирования ишемии. Не выявлено достоверного отличия содержания NO у крыс, 
которым проводили моделирование ишемии с одновременным интраназальным введением МСК, относительно ише-
мизированных крыс. Содержание меди, которое соответствует уровню супероксиддисмутаз 1 и 3, в обонятельной 
луковице крысы имело тенденцию к увеличению после моделирования ишемии и сохранялось на протяжении 2 дней 
наблюдения (увеличение на 50 % в обоих случаях). Интраназальное введение МСК сопровождалось достоверным 
увеличением содержания Cu (на 89 %) через 1 день после моделирования ишемии, а через 2 дня – уменьшением 
его содержания на 36 % (по сравнению с контролем). У контрольных животных, которые не подвергались хирурги-
ческим операциям, изменений содержания NO и меди не наблюдалось. Заключение. Проведенные опыты показали 
снижение содержания NO в обонятельной луковице мозга крыс в 2 раза через 1 и 2 суток после моделирования 
ишемии и продемонстрировали, что интраназальное введение МСК не влияет на интенсивность продукции NO на 
1-й и 2-й дни после моделирования ишемии мозга, однако сопровождается повышением антиоксидантной защиты 
нервной ткани через 1 день после ишемии.

Ключевые слова: ишемия, гипоксия, оксид азота, медь, электронный парамагнитный резонанс, спиновая ловушка, 
мезенхимальные стволовые клетки 
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Введение
Гипоксия является предшественником многих 

патологических процессов в организме [1, 2]. Она 
возникает при недостаточном снабжении тканей ор-
ганизма кислородом или нарушении его утилизации 
в процессе биологического окисления; это ключевой 
компонент патогенеза многих заболеваний [3, 4]. При 
снижении содержания кислорода во вдыхаемом воз-
духе, нарушениях церебрального кровотока, ведущих 
к недостатку снабжения кислородом отделов мозга, 
наступает ишемия мозга, которая может завершиться 
ишемическим инсультом, который сопровождается 
повреждением тканей мозга и нарушением его функ-
ций [4, 5]. 

При гипоксии и ишемии мозга нарушается функ-
ционирование нейромедиаторных систем, включая 
систему монооксида азота. Оксид азота (NO) изве-
стен как одна из важнейших сигнальных молекул, 
регулирующих физиологические функции организма 
и метаболизм клеток [6]. NO является химически вы-
сокореактивным свободным радикалом, способным 
выступать как в роли окислителя, так и в роли вос-
становителя [7]. Исследования роли NO в передаче 
сигналов в нервной системе начались вскоре после 
его открытия [8]. С тех пор продемонстрировано, 
что NO участвует в различных функциях нервной 
системы, регулирует пролиферацию и дифференциа-
цию нервных клеток [9]. Также установлено, что NO 

UDC 577.334.61: 616.831-005.4: 612.861 
DOI: 10.24884/1682-6655-2021-20-2-77-86

V. V. anDrIanOV1, V. a. KUlChItSKY2, G. G. YafarOVa1, 3, 
Yu. P. tOKalChIK2, a. S. zaMarO2, l. V. Bazan1, 
t. Kh. BOGODVID3, 4, V. S. IYUDIn1, S. G. PaShKEVICh2, 
M. O. DOSIna2, Kh. l. GaInUtDInOV1 
Content of nitric oxide and copper in the olfactory bulbs  
of the rats brain after modeling of cerebral stroke  
and intranasal administration of mesenchymal stem cells
1 Zavoisky Physical-Technical Institute of the Russian Academy of Sciences, Kazan 
10/7, Sibirsky tract, Kazan, Russia, 420029 
2 Brain Center, Institute of Physiology, National Academy of Sciences, Minsk, Republic of Belarus 
8, Akademicheskaya str., Minsk, Belarus 
3 Kazan Federal University, Kazan, Russia 
18, Kremlyovskaya str., Kazan, Russia 
4 Volga Region State Academy of Physical Culture, Sport and Tourism, Kazan, Russia 
35, Derevnya Universiadi, Kazan, Russia, 420010
E-mail: slava_snail@yahoo.com

Received 03.02.21; accepted 02.04.21
Summary
Introduction. With a decrease in the oxygen content in the inhaled air, violations of the cerebral blood flow, brain ischemia 

occurs, which can end in an ischemic stroke. Aim. Comparative analysis of the intensity of nitric oxide (NO) production and 
the copper content in the olfactory bulb tissues of the brain of male Wistar rats after modeling an ischemic stroke. Materials 
and methods. Modeling of ischemic stroke by ligation at the bifurcation level of both common carotid arteries and measuring 
the content of NO and copper by EPR spectroscopy. Results. The relative changes in the number of NO-containing complexes 
and the copper content were estimated from the integrated signal intensity of the complexes (DETC)2-Fe2+-NO and (DETC)2-
Cu. A significant decrease by 47 % after 1 and 57 % after 2 days, respectively, in the NO content in the olfactory bulb of the 
rat brain was found after the ischemia modeling. The level of NO production in rats that underwent ischemia simulation with 
simultaneous intranasal administration of mesenchymal stem cells (MSCs) was also reduced by 51 % after 1 and 70 % after 
2 days, respectively, after ischemia modeling. There was no significant difference in the NO content in the rats after ischemia 
modeling with simultaneous intranasal administration of MSCs compared to the ischemic rats. The copper content, which 
corresponds to the level of superoxide dismutase 1 and 3, in the rat’s olfactory bulb tended to increase after ischemia modeling 
and it persisted for two days of observation (an increase of 50 % in both cases). Intranasal administration of MSCs was 
accompanied by a significant increase in the Cu content (by 89 %) 1 day after the ischemia modeling, and 2 days later – by a 
decrease in its content by 36 % (compared to the control). In the control animals that were not subjected to surgical operations, 
no changes in the content of NO or copper were observed. Conclusion. The experiments showed a 2-fold decrease in the NO 
content in the olfactory bulb of the rat brain 1 and 2 days after the ischemia modeling, and demonstrated that the intranasal 
administration of MSCs did not affect the intensity of NO production on the 1st and 2nd days after the brain ischemia modeling, 
but was accompanied by an increase in the antioxidant protection of the nervous tissue one day after ischemia.
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выполняет функцию нейропередатчика, обеспечива-
ющего расслабление гладких мышц [10]. Доказана 
регулирующая роль NO в пищеварительном, дыха-
тельном и мочеполовом трактах, в работе сердечно-
сосудистой системы [11, 12].

В последние годы появилось много фактов, сви-
детельствующих о том, что биосинтез NO является 
одним из ключевых факторов в патофизиологическом 
ответе мозга на гипоксию-ишемию [13, 14]. Одной 
из причин вовлечения NO в патологический процесс 
является длительная нехватка кислорода, которая воз-
никает вследствие несоответствия снабжения тканей 
организма кислородом той реальной потребности, в 
которой нуждаются ткани [14]. NO активирует рас-
творимую гемсодержащую гуанилатциклазу и ADP-
рибозилтрансферазу [15]. В результате при гидролизе 
циклического гуанозинмонофосфата (цГМФ) специ-
фически образуется фосфодиэстераза 5-го типа [16]. 
NO выполняет свои физиологические функции, свя-
зываясь с ионами железа (Fe) в составе гема, либо 
через S-нитрозилирование белков, а также принимает 
участие в целом ряде биохимических реакций [7, 9]. 
Помимо этого, NO участвует также в регуляции вну-
триклеточной концентрации ионов Са2+, вовлекается 
в контроль рН на фоне церебральной ишемии [17]. 
Обнаружено, что при патологических процессах NO 
играет как протекторную роль, так и деструктивную, 
что определяется многими факторами [18].

Церебральная ишемия вызывает множественные 
и разнонаправленные изменения содержания NO в 
мозге и в передаче сигналов [19]. При измерениях 
активности NO-синтаз (NOS) найдено увеличение 
продуктивности нейрональной NOS (nNOS) в са-
мом начале ишемии [20], а также начало экспрес-
сии индуцибельной NOS (iNOS) через сутки после 
ишемии [21]. Увеличение продукции NO в течение 
60 мин после ишемии продемонстрировано методом 
спектроскопии ЭПР [22]. Этим данным противоречат 
результаты других исследователей [23], в которых 
показано отсутствие эффекта блокады NOS на объем 
инфаркта мозга или даже увеличение очага разру-
шения [24]. Существуют данные об успешном при-
менении доноров NO в качестве нейропротекторных 
агентов после ишемического поражения мозга [25, 
26]. Показано, что устойчивость мозга к дефициту 
кровоснабжения может повышаться при применении 
прекондиционирования [27, 28], под действием кра-
тковременной гипотермии [29] и других умеренных 
стрессорных влияний, способных активировать эн-
догенные защитные механизмы и повышать устой-
чивость ткани к последующей тяжелой ишемии [30, 
31]. Было показано участие в этих процессах АТФ- 
зависимых К-каналов [32].

В последние несколько десятилетий появились до-
казательства того, что физиологическое обновление и 
регенерация тканей в течение всей жизни животного 
и человека происходят благодаря стволовым клеткам 
[33, 34]. Важнейшей популяцией стволовых клеток 
взрослого организма являются мезенхимальные ство-
ловые клетки (МСК) [35]. Большой интерес представ-
ляют стволовые клетки мозга. В физиологических ус-
ловиях эндогенные стволовые клетки в этих областях 

мозга генерируют нейробласты, которые мигрируют к 
тем участкам мозга, где требуется интенсивное обра-
зование новых нейронных сетей [36]. Нами в экспери-
ментах на грызунах установлено, что интраназальное 
введение МСК в остром периоде ишемии мозга сопро-
вождалось более быстрым восстановлением контроля 
двигательной активности [37, 38]. 

Целью работы было исследование методом ЭПР-
спектроскопии интенсивности продукции NO и со-
держания меди (как показателя супероксиддисмута-
зы) в обонятельных луковицах мозга крыс при мо-
делировании ишемического инсульта мозга, а также 
изучение эффекта интраназального введения МСК 
в остром периоде после обтурации общих сонных 
артерий.

Материалы и методы исследования
Моделирование ишемического инсульта у крыс, 

введение ловушки для оксида азота и мезенхималь-
ных стволовых клеток. Моделирование ишемическо-
го инсульта осуществляли в соответствии с утверж-
денным протоколом Комиссии по этике (протокол 
№ 1 от 31.01.2019 г.) Института физиологии Наци-
ональной академии наук Беларуси (г. Минск). Жи-
вотных содержали в стандартных условиях вивария 
(с поддержанием 12/12-часового ритма освещения 
и темноты, температуры воздуха на уровне 23±1 оС 
и стабильной приточно-вытяжной вентиляцией) 
при свободном доступе к воде и пище (ad libitum) и 
одинаковом рационе питания в соответствии с нор-
мами содержания лабораторных животных. Моде-
лирование ишемии головного мозга осуществляли 
лигированием общих сонных артерий на уровне би-
фуркации у крыс-самцов линии «Вистар» (n=20) под 
кетамин-ксилазин-ацепромазиновым наркозом [39]. 
Экспериментальные животные были разделены на 
две группы по 10 особей в каждой: 1) животные по-
сле ишемического поражения; 2) животные, которым 
через 10 мин после моделирования ишемии мозга 
вводили МСК.

Для имплантации использовали первичную 
культуру МСК, полученную из жировой ткани са-
мок крыс (n=4), массой 240–280 г, по методике, ут-
вержденной Ученым советом Института физиологии 
НАН Беларуси (протокол № 8 от 26.08.2010 г.). В 
стерильных условиях жировую ткань выделяли из 
большого сальника и околопочечной жировой клет-
чатки наркотизированных самок крыс (55,6 мг/кг 
кетамина, 5,5 мг/кг ксилазин-1, 1 мг/кг ацепромази-
на, внутрибрюшинно). Полученную жировую массу 
помещали в пробирку, заполненную фосфатным бу-
ферным раствором (Sigma-Aldrich, США, рН=7,4). 
В условиях ламинарного шкафа (BioHazard, США) 
ткань, промытую в фосфатном буферном растворе, 
измельчали ножницами в чашке Петри до образова-
ния однородной массы. Ферментизацию проводили 
в СО2-инкубаторе при 37 ºС (ShellLab Series 3517, 
США) в течение 40 мин 0,075 %-м раствором кол-
лагеназы I типа (Sigma–Aldrich, США) или в течение 
30 мин 0,25 %-м трипсином EDTA (Sigma–Aldrich, 
США). Объемное соотношение жировой массы и 
энзима – 1:1. Для нейтрализации активности энзи-
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ма  добавляли равный объем питательной среды Игла, 
модифицированной Дульбекко с низким содержанием 
глюкозы 1000 мг/л (DMEM) (Sigma–Aldrich, США), со-
держащей 10 % фетальной телячьей сыворотки (Gibco, 
США) и 100 мкг/мл сульфата гентамицина. Получен-
ную суспензию клеток центрифугировали 10 мин со 
скоростью 1500 об./мин. Сформировавшуюся пленку 
из адипоцитов и супернатант удаляли. Клеточный оса-
док дважды отмывали в фосфатном буферном раство-
ре в течение 10 мин при 1500 об./ мин. После центри-
фугирования клеточный осадок ресуспензировали в 
полной питательной среде, содержащей питательную 
среду DMEM, 10 % фетальной телячьей сыворотки, 
100 мкг/мл сульфата гентамицина. Высевали в пла-
стиковые культуральные флаконы. 

Через 48 ч из чашки удаляли среду, промывали 
культуру фосфатным буферным раствором, удаляя 
остатки среды и сыворотки, добавляли 1 мл раство-
ра трипсина и инкубировали 3 мин при температуре 
37 °С. Затем клетки отмывали от трипсина, центри-
фугируя в 3–5 мл фосфатного буферного раствора 
в присутствии 10 % сыворотки в течение 10 мин со 
скоростью 1500 об./мин. Надосадочную жидкость 
удаляли. Осадок ресуспензировали в полной пита-
тельной среде и высевали в культуральные флаконы. 

МСК вводили с помощью инсулинового шпри-
ца под слизистую оболочку полости носа крысы в 
50 мкл суспензии, содержащей 400 тысяч МСК (ин-
траназальное введение) [39]. В обеих сериях в день 
опыта крыс наркотизировали путем внутрибрюшин-
ного введения смеси кетамин-ксилазин-ацепромазин 
(55,6 мг, 5,5 мг и 1,1 мг/кг соответственно). Третью 
группу крыс линии Вистар составляли интактные 

животные (n=10), которые не подвергались хирур-
гическим манипуляциям в области мозга. Компонен-
ты спиновой ловушки для оксида азота (DETC-Na, 
FeSO4, sodium citrate) вводили животным за 30 мин 
до извлечения исследуемых тканей. Через 24 и 48 ч 
после моделирования ишемии проводили забор тка-
ней обонятельной луковицы. Фрагменты мозга крыс 
размером 1,5×1,5 мм были немедленно изолированы 
и замораживались при температуре жидкого азота. 
Фрагменты тканей хранились и передавались из 
Минска в Казань в пластиковых контейнерах с сухим 
льдом для измерений методом ЭПР-спектроскопии. 

Формирование комплекса NO со спиновой ловуш-
кой и измерения ЭПР-спектров. Измерения интенсив-
ности продукции NO методом ЭПР-спектроскопии 
проводили в Казанском физико-техническом инсти-
туте КазНЦ РАН с использованием методики спи-
новых ловушек [40, 41]. Компоненты спиновой ло-
вушки: ДЭТК-Na вводили внутрибрюшинно в дозе 
500 мг/ кг в 2,5 мл воды, смесь растворов: сульфата 
железа (FeSO4 ∙ 7 H2O, Sigma, USA) в дозе 37,5 мг/кг 
и цитрата натрия в дозе 187, 5 мг/кг (в объеме 1 мл 
воды на 300 г веса животного), приготовленную не-
посредственно перед введением, вводили подкожно 
в три точки – правое и левое бедро и в ростральную 
часть межлопаточной области [42]. В результате 
формируется соединение ДЭТК-Fe2+, которое об-
разует с NO стабильный радикал (ДЭТК)2-Fe2+-NO. 
Этот комплекс (ДЭТК)2-Fe2+-NO характеризуется 
легко распознаваемым спектром ЭПР со значени-
ем g-фактора g=2,038 и триплетной сверхтонкой 
структурой [40, 43]. Кроме того, спиновая ловушка 
взаимодействует с Cu, образуя комплекс Cu(ДЭТК)2, 
который также может быть зарегистрирован мето-
дом ЭПР-спектроскопии [44]. Измерения спектров 
комплекса (ДЭТК)2-Fe2+-NO и Cu(ДЭТК)2 проводи-
ли на спектрометрах фирмы «Брукер Х» диапазона 
(9,50 GHz) EMX/plus с температурной приставкой ER 
4112HV и ER 200 SRC при модуляции магнитного 
поля 100 kHz, амплитуды модуляции – 2 Гс, мощно-
сти СВЧ-излучения 30 mW, временной константе 200 
ms и температуре 77 оК в пальчиковом дьюаре фирмы 
Брукер. Амплитуда модуляции, усиление и мощность 
СВЧ во всех экспериментах подбирались с услови-
ем отсутствия перемодуляции и насыщения сигнала 
ЭПР и сохранялись одинаковыми на протяжении всех 
измерений. Масса образцов составляла около 100 мг. 
Амплитуду спектров ЭПР всегда нормировали на вес 
образца и на амплитуду сигнала ЭПР эталонного об-
разца (подробности методики измерений сигналов 
ЭПР описаны нами ранее [45]).

Статистическая обработка результатов. Резуль-
таты были статистически обработаны, они представле-
ны как среднее ± SEM. Достоверность различий оцени-
вали по t- критерию Стьюдента и U-критерию Манна – 
Уитни. Была использована программа «SigmaStat32». 
Статиcтическая значимость оценивалась по p<0,05.

Результаты исследования и их обсуждение
На рис. 1 показан спектр ЭПР тканей обонятель-

ной луковицы здоровой (интактной) крысы. Отдель-
но показан сигнал от комплекса NO со спиновой ло-

Рис. 1. Спектр ЭПР тканей обонятельной луковицы здоровой 
(интактной) крысы. Отдельно показан сигнал от комплекса 
NO со спиновой ловушкой (ДЭТК)2-Fe2+. Прямоугольником 

выделен характерный триплетный сигнал от всего комплекса 
(ДЭТК)2-Fe2+-NO со значением g-фактора, равным 2,038.  

Ось абсцисс – магнитное поле H, mT. Температура – 77 оK. 
Крысы были инъецированы (ДЭТК)2-Fe2+-цитрат

Fig. 1. EPR spectra of the olfactory bulb of a healthy (intact) rat. 
The signal from the NO complex with a spin trap (DETC)2-Fe2+ is 

shown separately. The rectangle shows a characteristic triplet signal 
from the entire complex (DETC)2-Fe2+-NO with a g-factor value of 
2.038. The abscissa axis is the magnetic field H, mT. Temperature 

77 °K. The rats were injected with (DETC)2-Fe2+-citrate
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вушкой (ДЭТК)2-Fe2+. Прямоугольником выделен 
характерный триплетный сигнал от всего комплекса 
(ДЭТК)2-Fe2+-NO со значением g-фактора, равным 
2,038 [41, 43]. На этом рисунке демонстративно 
показан сигнал от комплекса (ДЭТК)2-Cu. На рис. 
2 приведены спектры ЭПР тканей обонятельной 
луковицы интактной крысы, а также через 1 сутки 
часов после моделирования ишемии, вызванной 
перевязкой сонных артерий, и через 1 сутки после 
моделирования ишемии с одновременным интрана-
зальным введением МСК. Сплошной линией пока-
зан спектр образца, тонкая линия показывает сигнал 
от NO, связанного со спиновой ловушкой, в составе 
спектра комплекса ((DETC)2-Fe2+-NO), пунктирная 
линия – сигнал от комплекса (ДЭТК)2-Cu. Относи-
тельное изменение количества NO-содержащих ком-
плексов оценивали по интегральной интенсивности 
сигнала от спиновой ловушки, (ДЭТК)2-Fe2+-NO. 
Относительное изменение содержания меди также 
оценивали по интегральной интенсивности сигнала 
комплекса (ДЭТК)2-Cu.

На рис. 3, а приведены данные по средним зна-
чениям интенсивностей продукции NO. Результаты 
показывают достоверное (р<0,05) снижение содержа-
ния NO в обонятельной луковице на 47 % через 1 сут-
ки после моделирования ишемии (n=10). В обоня-
тельной луковице крыс, у которых было проведено 
моделирование ишемии с одновременным интрана-
зальным введением МСК (n=10), не было обнаруже-
но отличия содержания NO относительно ишемизи-
рованных крыс. Через 2 дня содержание NO в обо-
нятельной луковице ишемизированных крыс имело 
тенденцию к еще бóльшему снижению (на 57 %). 
В обонятельной луковице крыс, у которых было про-
ведено моделирование ишемии с одновременным ин-
траназальным введением МСК, через 2 дня не было 
обнаружено достоверного отличия содержания NO 
относительно ишемизированных крыс (рис. 3, а). 
У контрольных животных, которые не подвергались 
хирургическим операциям, изменений содержания 
NO и меди не наблюдалось. Таким образом, анализ 
полученных результатов показывает существенное 
снижение продукции NO после моделирования 
ишемии, однако интраназальное введение МСК не 
изменяет продукцию NO относительно ишемизиро-
ванных крыс, которым не вводили МСК, несмотря 
на существенное восстановление двигательной ак-
тивности животных [32]. Содержание меди, которое 
соответствует уровню супероксиддисмутаз 1 и 3, в 
обонятельной луковице крысы увеличивалось, хотя 
и недостоверно, через 1 день после моделирования 
ишемии, вызванной перевязкой сонных артерий, и 
сохранялось через 2 дня (увеличение на 50 % в обоих 
случаях) (рис. 3, б). Интраназальное введение МСК 
сопровождалось достоверным (р<0,05) увеличением 
содержания Cu на 89 % через 1 день после модели-
рования ишемии, а через 2 дня – уменьшением его 
содержания на 36 %.

Травматические и ишемические повреждения 
мозга продолжают оставаться одной из сложнейших 
проблем современной медицины [5, 46]. Изучение 
механизмов репаративных процессов в нервной тка-

ни и разработка новых методов восстановления ней-
рональных структур составляют одно из актуальных 
направлений в физиологии и медицине и имеют боль-
шое значение для разработок новых терапевтических 
и реабилитационных стратегий [7, 37, 47– 49]. Ише-
мия мозга, которая фатально завершается ишемиче-
ским инсультом, часто возникает при нарушениях 
церебрального кровотока, что сопровождается недо-
статочным снабжением кислородом отделов мозга и 
развитием гипоксии разной степени выраженности 
[4, 47]. Для экспериментального моделирования ише-
мии головного мозга используют различные подходы, 
среди которых мы остановились на модели ишемии, 
которая достигается после быстрого лигирования 
общих сонных артерий на уровне их бифуркации. 
Этот прием занимает несколько минут, что важно 
для минимизации побочных эффектов [27, 49]. На 
сегодняшний день сформировалось представление, 
что первичные травмы головного мозга и вторичные 
травмы, вызванные инсультом, представляют собой 
сложные патофизиологические процессы, включаю-
щие в себя воспалительную реакцию, апоптоз ней-
ронов, ишемически-реперфузионное  повреждение, 
 генерацию свободных радикалов и т. д. [14, 50, 51]. 

Рис. 2. Спектр ЭПР тканей обонятельной луковицы интактной 
крысы, а также через 1 сутки после моделирования ишемии, 
вызванной перевязкой сонных артерий, и через 1 сутки после 
моделирования ишемии с одновременным интраназальным 
введением МСК. Отдельно показан сигнал от комплекса NO 
со спиновой ловушкой (ДЭТК)2-Fe2+. Прямоугольником вы-
делен характерный триплетный сигнал от всего комплекса 
(ДЭТК)2-Fe2+-NO со значением g-фактора, равным 2,038.  

Ось абсцисс – магнитное поле H, mT. Температура –  
77 oK. Крысы были инъецированы (ДЭТК)2-Fe2+-цитрат

Fig. 2. EPR spectra of the olfactory bulb of a healthy rat, as well 
as 1 day after ischemia modeling caused by carotid artery ligation, 

and 1 day after ischemia modeling with simultaneous intranasal 
administration of MSCs. The signal from the NO complex with a 
spin trap (DETC)2-Fe2+ is shown separately. The rectangle shows 
a characteristic triplet signal from the entire complex (DETC)2-
Fe2+-NO with a g-factor value of 2.038. The abscissa axis is the 

magnetic field H, mT. Temperature 77 °K. The rats were injected 
with (DETC)2-Fe2+-citrate
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С одной стороны, развитие ишемии мозга и по-
следующее возникновение инсульта связывают с 
нарушениями церебрального кровотока, а также с 
нарушениями регуляции кровоснабжения тканей 
мозга системой NO [3, 43, 52]. С другой стороны, 
сама гипоксия, возникшая в результате ишемического 
инсульта, сопровождается ранней гибелью клеток в 
различных отделах мозга, за которой следует запро-
граммированная поздняя гибель других клеток путем 
апоптоза [14, 50].

В этих процессах гипоксии-ишемии роль NO по 
результатам исследований представляется противо-
речивой: NO способен выполнять как нейротоксиче-
ские, так и нейропротекторные функции [53]. Суще-
ствует множество причин такого разнообразия функ-
ций NO. Во-первых, кроме синтеза NO-синтазами как 
основного источника NO [9, 54] существует также 
нитроредуктазная компонента цикла NO, когда NO 
образуется из нитритов и нитратов [9, 55]. Во-вторых, 
существует значительное число депо для NO, кото-
рые взаимодействуют с комплексами, содержащими 
железо (например, гемовые структуры), с тиолами и 
другими соединениями [13, 49, 56]. В-третьих, су-
ществует зависимость содержания от возраста [12]. 
Также следует отметить, что экспериментаторы в за-
висимости от задач исследования используют разные 
модели ишемии, которые развиваются по разным 
механизмам.

По-видимому, в этих процессах большую роль 
играет динамика экспрессии различных типов NOS 
[16, 57]. Большинство авторов согласны с тем, что 
основные функции NO, как сигнального механизма, 
регулирующего практически все критические клеточ-
ные функции, обеспечиваются эндотелиальной NOS 
(eNOS) [17, 58]. Активация eNOS облегчает восста-
новление после ишемического поражения [58]. Дан-
ные по роли нейрональной NOS (nNOS) в развитии 
ишемии мозга являются противоречивыми [18]. Так, 
считается, что продуцирование NO нейронами усу-

губляет острое ишемическое повреждение, тогда как 
сосудистая NOS (eNOS) защищает после окклюзии 
средней мозговой артерии. Другие авторы [17, 19, 59] 
указывают, что сверхэкспрессия NO начинается с акти-
вации большой популяции nNOS. NO, генерируемый 
индуцибельной NOS (iNOS), обладает потенциалом в 
качестве патологического источника, также ведущим к 
сверхэкспрессии трансмиттера и нарушению нормаль-
ных физиологических процессов [9, 53]. В силу этого 
целесообразно блокировать активность nNOS и iNOS 
при развитии гипоксии для предотвращения ишемии 
мозга. Но и эти рекомендации в определенной степени 
являются условными и архаичными, поскольку авторы 
забывают о присутствии в мозге множества нейроме-
диаторных систем и трофических факторов, которые 
вовлекаются в процессы стабилизации функций мозга 
при гипоксии и ишемии.

Проведенные нами эксперименты показали до-
стоверное снижение интенсивности продукции NO 
примерно в 2 раза в течение первых 2 суток после мо-
делирования ишемии. Это демонстрирует, что в вы-
бранном авторами варианте моделирования ишемии 
мозга не сформировались условия для активации, к 
примеру, iNOS. Имеющиеся в литературе данные [9, 
17]  показывают, что цитотоксические эффекты NO 
в значительной степени связаны с пероксинитритом, 
образующимся в результате реакции между NO и дру-
гим свободным радикалом, супероксидным анионом. 
Дисмутирование супероксида с помощью цитозоль-
ного фермента Cu, Zn-COD (супероксиддисмутаза – 
СОД) является первичной и основной защитой от 
процессов свободнорадикального окисления, однако 
образующийся при избыточной продукции NO пе-
роксинитрит способен инактивировать фермент COD 
и ускорять процессы свободнорадикального окисле-
ния [17]. Нами в данном исследовании показано, что 
содержание меди (как показателя уровня 1-й и 3-й 
субъединиц COD) в обонятельной луковице увели-
чивается в 1-е сутки после моделирования ишемиче-

а б

Рис. 3. Содержание NO (а) и меди (б) в обонятельной луковице крысы через 1 и 2 дня после моделирования ишемии (1 день, 
2 дня), а также моделирования ишемии с одновременным интраназальным введением МСК (1 день+МСК, 2 дня+МСК).  

Показаны средние значения и стандартные ошибки среднего: * – отличие от контроля (t-test, p<0,05).  
Ось ординат – средняя интегральная интенсивность сигнала комплексов (DETC)2-Fe2+-NO и (ДЭТК)2-Cu

Fig. 3. The content of NO (a) and cooper (б) in the olfactory bulb of the rat after the ischemia modeling (1 and 2 days) and after the isch-
emia modeling with simultaneously intranasal administration of MSCs (1 day+MSC and 2 day+MSC). Shown: average values  

and standard errors of the mean: * - difference from the control (t-test, p<0.05). The ordinate axis is the average integral signal intensity  
of the complexes (DETC)2-Fe2+-NO and Cu(DETC)2.
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ского инсульта. Эти результаты демонстрируют явное 
усиление антиоксидантной защиты мозга в 1-е сутки 
после моделирования ишемии. На основании таких 
данных можно предлагать протокол терапии, акцен-
тированный на усилении антиоксидантной системы.

В настоящее время актуальным направлением яв-
ляется применение в регенеративной медицине ство-
ловых клеток в качестве ведущего средства клеточ-
ной терапии [37, 60]. Исследователей и клиницистов 
привлекают терапевтические свойства МСК [35, 36, 
61], включая МСК мозга [36, 62, 63]. Так как было 
показано, что интраназальное введение МСК после 
моделирования ишемии сопровождается быстрым 
восстановлением двигательной активности у экс-
периментальных животных [38], мы решили вери-
фицировать роль NO в этом процессе. Проведенные 
эксперименты показали, что введение МСК не от-
разилось на интенсивности продукции NO на 1-й и 
2-й дни после моделирования ишемии, однако повы-
шало антиоксидантную защиту мозга после ишемии.

Заключение
Таким образом, проведенные эксперименты вы-

явили достоверное снижение интенсивности про-
дукции NO в 2 раза в течение первых 2 суток после 
моделирования ишемии. Это демонстрирует, что в 
выбранном варианте эксперимента не сформирова-
лись условия для активации iNOS. Данные результа-
ты перекликаются не только с рядом сведений [59], но 
и с нашими предыдущими результатами, где мы ис-
пользовали другие способы моделирования ишемии 
[38, 43, 49, 64]. Нам представляется, что обнаружен 
тот временной отрезок развития процессов, связан-
ных с ишемией мозга, когда целесообразно прово-
дить эффективную терапию с привлечением доноров 
NO. Найдено также увеличение содержания меди 
(как показателя уровня 1-й и 3-й субъединиц COD, 
свидетельствующих о состоянии антиоксидантной 
защиты мозга) в 1-е сутки после моделирования 
ишемии и ее усиление (через сутки после модели-
рования ишемии) при применении МСК. Поэтому 
можно предполагать протокол терапии, основанный 
на активации антиоксидантной системы организма.
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