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Сепсис - системная воспалительная реакция на инфекционную 
инвазию, является одной из ключевых клинических проблем. Согласно 
статистическим данным США и Европейского Союза, распространен
ность гнойно-септических заболеваний (ежегодно от 500 - 700 тыс. 
случаев) и осложнений стабильно увеличивается с каждым годом, при 
этом примерно у 40% больных с сепсисом развивается картина сеп
тического шока (СШ) и уровень летальности от сепсиса весьма высок 
- 28-50% [10]. Одна из причин - изменение спектра преобладающих 
возбудителей инфекционных заболеваний, вызывающих неконтроли
руемый воспалительный ответ, в возникновении и развитии которого 
все большее значение приобретают грамположительные микроорга
низмы [6]. В их числе спорообразующий анаэроб Clostridium perfrin
gens, на долю которого приходится 90% всех случаев газовой гангре
ны, развитие которой при гнойно-септических заболеваниях при от
сутствии своевременного и адекватного лечения чревато летальным 
исходом в 80-90% случаев [2].

Повышенная концентрация циркулирующих нитрит/нитратов, 
коррелирующая с гиперпродукцией оксида азота (NO), по-видимому, 
играет центральную роль в патофизиологии сепсиса, вызывая сильную 
гипотензию, васкулярную гипореактивность к вазоконстрикторам, что 
в конечном итоге приводит к полиорганной недостаточности при септи
ческом шоке [32]. Участие высокоактивных соединений азота в 
капиллярной дисфункции и повреждении тканей показано при 
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этиологически полимикробном (смешанном) сепсисе [33]. NO является 
ключевым медиатором при активировании гипоталамо-гипофизарной 
оси, и его перепродукцией обусловлены низкие концентрации адрено
кортикотропина и вазопрессина, которые вызывают прогрессирование 
воспаления при сепсисе [25]. Повреждающее действие NO при сепсисе 
и септическом шоке обусловлено его взаимодействием с активными 
формами кислорода с образованием мощного оксиданта пероксинитрита 
(OONO՜, ПН), оказывающего деструктивное воздействие на мембраны 
клеток, белки, ДНК [31].

В органах и тканях NO синтезируется из аминокислоты Լ-арги- 
нина разными изоформами NO синтазы (NOS), из которых наиболее 
изучены "конститутивные" Са2+-кальмодулин (СаМ)-зависимые NOS 
(cNOS) (нейрональная и эндотелиальная, nNOS и eNOS соответственно), 
участвующие в регуляции центральной и вегетативной нервной системы, 
сердечно-сосудистой и прочих систем организма, и Са2+-СаМ-незави- 
симая “индуцибельная” NOS (1NOS), эффектор врожденного иммунного 
и воспалительного ответа, осуществляющий антипатогенную и проти
воопухолевую защиту [8]. Отличия в регуляции и функциях изоформ 
NOS проявляются при их вовлечении в патогенез широкого спектра 
заболеваний, включая инфекционные, и являются основой избира
тельной фармакокоррекции [16].

ЦНС один из первых органов, поражаемых сепсисом, однако 
процессы, лежащие в основе дисфункции, не ясны, хотя и предпола
гается нарушение гематоэнцефалического барьера (ГЭБ), распад ами
нокислот, ишемия мозга, вызванные тотальным снижением мозгового 
кровотока [1]. При экспериментальном сепсисе, индуцированном инъек
циями эндотоксина - липополисахарида, структурного компонента 
клеточной стенки грамотрицательных бактерий, в сосудах и различных 
регионах мозга наблюдается выраженная экспрессия iNOS [18, 29]. 
Другие авторы отмечают, что при эндотоксин-индуцированном шоке 
в коре, гиппокампе и ряде других отделов головного мозга значительно 
возрастает число nNOS иммунопозитивных клеток [34]. В то же время 
ЭПР-спектроскопический анализ in vivo с использованием новой 
нетоксической спин-ловушки (1-гидрокси-З-карбокси-пирролидин) не 
выявил изменений в образовании активных форм кислорода и азота в 
мозге [22]. Остаются невыясненными патогенетические механизмы С. 
per/rtngens-индуцированного нейрологического дефицита с нарушением 
ГЭБ и развитием цереброваскулярного отека и/или билатерально 
симметрической энцефаломаляции в селективно уязвимых регионах 
мозга [17]. Сообщалось, что эпсилон-токсин С. perfringens действует 
на глутаматергическую систему и повышает высвобождение глутамата, 
оказывающего в больших количествах разрушительное действие, как 
это наблюдается в гиппокампе [27]. В то же время NO продуцируется 
1NOS в активированных (инфекцией, токсикозом и пр.) астроцитах и 
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микроглии и может вызывать гибель нейронов, особо чувствительных 
к высоким концентрациям NO, которые вызывают эксайтотоксичность, 
стимулируя выброс глутамата [28]. В этой связи представляет интерес 
исследование продукции NO изоформами NOS в мозге при клостри
диальном сепсисе, а также возможностей воздействия на эту систему. 
Рост количества аллергических реакций на традиционные лекарст
венные препараты и случаев развития толерантности делает актуальным 
исследование возможностей нефармакологических способов воз
действия. Последние работы свидетельствуют о влиянии низкоинтен
сивного красного оптического излучения на уровень NO в органах и 
тканях [4, 23].

Представленная работа посвящена сравнительному изучению 
влияния этих разновидностей электромагнитного излучения на 
активность нитрергической системы и процессов захвата D-глюкозы в 
регионах мозга при клостридиальном сепсисе.

Материал и методы

Эксперименты проводили на молодых беспородных самцах белых 
крыс массой 100-150 г, содержащихся в виварии в естественных усло
виях освещения и свободного доступа воды и пищи. Модель клостри
диального сепсиса получали одноразовой внутрибрюшинной инъекцией 
0,25 мл взвеси клеток клинического штамма грамположительной 
анаэробной спорообразующей бактерии С. perfringens (в дозе ЛД 
50, 106 клеток/мл). Животные были разделены на группы (п=5/ 
группу): 1 - здоровые крысы (контроль); 2 - крысы, инфицированные 
С. perfringens; 3 - крысы, инфицированные С. perfringens и подверг
нутые облучению полупроводниковым лазером (энергия 600 мДж); 4 
- крысы, инфицированные С. perfringens и подвергнутые облучению 
полупроводниковым лазером (энергия 900 мДж); 5 - крысы, инфи
цированные С. perfringens и подвергнутые облучению красным световым 
диодом (энергия 900 мДж).

Процедура облучения. Одноразовое облучение проводили полу
проводниковым лазером (ППЛ), работающем в непрерывном режиме 
(длина волны 654 нм) и/или красным светодиодом (КСД). На 
изолированное и фиксированное животное направлялся пучок с энер
гией излучения 600 и/или 900 мДж ППЛ и 900 мДж КСД, мощностью 
1,5 мВт и длительностью экспозиции 10 мин.

Выделение структур мозга. Через 24 ч после облучения живот
ных декапитировали, извлекали мозг и на льду выделяли кору больших 
полушарий, гиппокамп, стриатум (полосатое тело) и гипоталамус. 
Структуры мозга гомогенизировали в течение 2 мин в 10 объемах 20 
мМ HEPES буфера (pH 7,4), содержащего 2мМ дитиотреитола и 3 мМ 
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MgCI.-6HjO. В гомогенатах определяли активность изоформ NOS и 
связывание D-глюкозы.

Определение активности изоформ NOS. Активность NOS опре
деляли по продукции активных форм азота (NO и его стабильных 
интермедиатов, окислов азота (NO2՜, NO3՜, N2Or N2O3), нитрозотиолов, 
нитрозаминов) при долговременной инкубации (24 ч, 37°С) гомогенатов 
исследуемых структур мозга в 20 мМ HEPES буфере pH 7,4, содержащем 
2 мМ дитиотреитол, 3 мМ MgCl2-6H2O. В инкубационную смесь в 
зависимости от условий опыта вводили 1,15 мМ EDTA или 1,73 мМ 
СаС12. Общая активность NOS определялась инкубированием проб в 
присутствии 1,73 мМ СаС12, активность iNOS - инкубированием проб 
в присутствии 1,15 мМ EDTA. Активность cNOS вычислялась по 
разности между общей активностью NOS и таковой iNOS. В параллель
ных экспериментах пробы инкубировали в присутствии 5,25 мМ L- 
аргинина (субстратИОЗ) и кофакторов NOS: 0,126 мМ NADPH, 20,07 
мкМ (6И)-5,6,7,8-тетрагидро-Е-биоптерин дигидрохлорида, 6,08 мкМ 
FAD, 5,53 мкМ FMN. Активность NOS выражали в нмоль (NO2՜ )■ 
мг՜1 белка-24 ч՜1.

Концентрация белка определялась по методу Лоури [24].
Определение активных форм азота. Содержание активных форм 

азота в супернатантах депротеинизированных проб (осаждение белков 
осуществляли 0,5 N NaOH и 10% ZnSOj определяли реакцией диазо
тирования (с использованием реактива Грисса-Йлосвая) спектрофо
тометрически при длине волны 546 нм [26].

Радиометрическое определение связывания D-глюкозы. Для 
изучения процессов спонтанного захвата D-глюкозы в исследуемых 
образцах гомогенаты (200 мкл) нагружали мкКи иС[и]-глюкозы (удель
ная радиоактивность 260 мкКи/ммоль) инкубированием в 250 мкл 20 
мМ HEPES буфере pH 7,4, содержащем 2мМ дитиотреитол, 3 мМ 
MgCI2-6H2O, в течение 30 мин при 37°С. Белки в пробах осаждались 
трехкратным объёмом 30% ТХУ, и свободные лиганды отделяли от 
связанных фильтрованием через нитроцеллюлозные фильтры (диаметр 
пор=0,65 мкм, ’’Millipore", USA) с двукратной промывкой 96% эта
нолом. После высушивания фильтры помещали в сцинтилляционные 
флаконы, растворяли в 0,5 мл диметилсульфоксида и выдерживали в 
течение 24 ч при комнатной температуре, затем вводили 10 мл сцин
тиллятора Брея (2,6-дифенилоксазол и 1,4-ди-(5-фенил-2-оксазолил- 
бензола, растворенные в пропорции 10:1 в сцинтилляционном толуоле). 
Специфическое связывание лиганда определялось разностью между 
общим уровнем радиоактивности и после инкубации образцов с I4C-D- 
глюкозой. Радиоактивность определяли методом жидкой сцинтилля
ционной спектроскопии на спектрометре SL-4221 (Roche Bioelectro- 
nique Kontron, Франция) с эффективностью счёта 70% (по 14С).
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Поглощение глюкозы пересчитывалось в нмоль нС-О-глюкозы-мг_| 
белка.

Статистическая обработка результатов. Достоверность 
различий средних значений параметров по группам оценивали по է- 
критерию Стьюдента. Различия между выборками считали достовер
ными при Р < 0,05.

Результаты и обсуждение

Долговременная инкубация гомогенатов структур головного мозга 
в соответствующей инкубационной сме.си (см. Материал и методы) 
позволяет выявить синтез NO in vitro, который полностью блокируется 
при введении в состав реакционной среды 5 мМ №-монометил-Ь 
аргинина, неселективного ингибитора изоформ NOS, что подтверждает 
факт ферментативной продукции NO (данные не указаны).

У здоровых крыс в коре, стриатуме, гиппокампе и гипоталамусе 
представлены cNOS и iNOS изоформы (рис. 1). Это подтверждает их 
конститутивное функционирование в ЦНС, а также роль iNOS в 
гомеостазе клеток и тканей, что согласуётся с результатами новейших 
исследований [13, 14]. В то же время их активность распределена 
неравномерно: в коре и гипоталамусе активность cNOS ниже, чем в 
стриатуме и гиппокампе примерно в 1,8 и 1,4 раза соответственно. 
Ранее сообщалось о наличии в этих регионах мозга нейронов с высоким 
содержанием NOS [7].

Значение nNOS/NO в ЦНС в нормальных условиях связано с 
его участием в межнейронной связи в качестве нейромедиатора, в 
процессах синаптической пластичности и депрессии; eNOS/NO 
регулирует церебральный кровоток [30].

Во всех исследуемых регионах мозга в норме доминирует cNOS, 
активность которой значительно превосходит iNOS. Введение в среду 
долговременного инкубирования Լ-аргинина и кофакторов NOS (см. 
Материал и методы) значительно активирует iNOS и cNOS в гомогенатах 
структур мозга, сокращая разницу между ними. Отметим, что включение 
Լ-аргинина и кофакторов NOS в реакционную смесь помогает точнее 
оценить тотальную активность NOS, поскольку они влияют на 
катал.итическую активность и стабилизацию конформации фермента, 
тогда как при исчерпывании их пула или субнасыщающих 
концентрациях (аргинина, тетрагидробиоптерина) все изоформы NOS 
могут, окисляя NADPH, продуцировать такие агрессивные продукты, 
как Н2О2, Օշ՜ и нитроксильный радикал NO՜, оказывая повреждающее 
действие на ткани [19].

Через 48 ч после инфицирования С. perfringens в структурах 
мозга резко возрастает активность iNOS в ряду кора, стриатум, гипо
таламус, гиппокамп (9,9; 9,2; 9,0 и 7,7 раза соответственно) с одно-
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Кора головного мозга

□ cNOS О CMOS' ■ NOS О NOS'

Стриатум

•1.5
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ЗЛ
Гиппокамп

•1Л

□ cNOS □ CMOS' ■ NOS □ NOS'

Рис. 1. Региональные сдвиги в активности изоформ NOS в мозге крыс, инфи
цированных С. perfringens и подвергнутых облучению полупроводниковым 
лазером и/или красным световым диодом.

cNOS’h iNOS’ - активность, определяемая в присутствии Լ-аргинина и 
кофакторов NOS (см. Материал и методы). Здесь и на рис. 2: 1 - здоровые 
крысы (контроль); 2 - крысы, инфицированные С. perfringens; 3 - крысы, 
инфицированные С. perfringens и подвергнутые облучению полупроводниковым 
лазером (энергия 600 мДж); 4 - крысы, инфицированные С. perfringens и 
подвергнутые облучению полупроводниковым лазером (энергия 900 мДж); 5 - 
крысы, инфицированные С. perfringens и подвергнутые облучению красным 
световым диодом (энергия 900 мДж)

временным снижением cNOS в коре и гипоталамусе (9,04 и 3,65 раза 
соответственно) и полным нивелированием ее в гиппокампе и стриатуме. 
Интересно, что инъекции в гиппокамп эндотоксина также вызывают 
резкое снижение cNOS и временную индукцию iNOS, сопровож
дающиеся нейровоспалительными процессами и нейродегенерацией 
[9]. При экспериментальном сепсисе активность iNOS в мозге крыс 
возрастает более чем в 4 раза в течение 24 ч и ее селективное ингибиро
вание восстанавливает нарушенную гемодинамику, но не нейроло
гическую дисфункцию [21]. По всей видимости, для предотвращения 
нейродефицита необходимо восстановление функциональной активности 
кальций-зависимых изоформ NOS. При инфекции Լ-аргинин и кофак
торы NOS не стимулируют и даже снижают активность iNOS в стриа
туме и гипоталамусе, степень активирования ее в коре и гиппокампе 
также снижается; они полностью подавляют cNOS коры головного 
мозга и понижают ее в гипоталамусе, хотя и отчасти препятствуют 
падению продукции NO в гиппокампе и стриатуме. Все это свиде
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тельствует о метаболических пертурбациях, связанных с уровнем и 
биодоступностью Լ-аргинина и кофакторов NOS, искаженных 
инфекционным процессом.

NO-зависимое стимулирование транспорта глюкозы обнаружено 
во многих органах и тканях, в том числе и в мозге [15, 20]. Процесс 
интоксикации организма при сепсисе сопровождается нарушением 
энергетического обмена и энергообеспечения тканей мозга, а индукция 
iNOS эндотоксином повышает интенсивность переноса глюкозы в них 
[II]. Согласно полученным данным, при клостридиальном сепсисе, 
несмотря на возрастание продукции NO во всех структурах мозга, 
захват D-глюкозы несколько снижается в коре и стриатуме (1,09 и 
1,23 раза, соответственно), хотя и возрастает в гипоталамусе и особенно 
гиппокампе (1,4 и 2,0 раза, соответственно ) по сравнению с контролем 
(рис. 2).

—♦— кора головного мозга —■— стриатум

—Ճ— гиппокамп —е— гипоталамус

Рис. 2. Региональные сдвиги в поглощении D-глюкозы в мозге крыс, 
инфицированных С. perfringens и облученных полупроводниковым лазером 

и/или красным световым диодом

Возможно, в коре и стриатуме в связи с инфекцией интенсифи
цируются процессы образования активных форм кислорода, и их взаи
модействие с NO (с образованием ПН) удаляет его, снижая поглощение 
глюкозы, в то время как в гипоталамусе и гиппокампе эти процессы 
менее выражены. Кроме того, высокие концентрации глюкозы могут 
ингибировать активность изоформ NOS и подавлять их синтез de novo 
[12], и это по-разному проявляется в структурах мозга.

При эндотоксин-индуцированном стрессе положительное влияние 
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кратковременного одноразового облучения низкоинтенсивным гелий
неоновым лазером недавно продемонстрировано в отношении 
макрофагов [5]. Сообщалось, что небольшие дозы лазерного облучения 
вызывают активирование супероксиддисмутазы, снижающей уровень 
активных форм кислорода, а повышение дозы через сутки после 
облучения вызывает ингибирование супероксиддисмутазы и накопление 
ПН, который действует, как антагонист NO, способствуя спазму сосудов 
и окислительному повреждению тканей [3]. Исходя из вышесказанного, 
нами исследовалось одноразовое воздействие разных типов 
электромагнитного излучения при клостридиальном сепсисе: полу
проводникового лазера и красного светодиода (см. Материал и методы). 
Облучение инфицированных крыс уже через 24 ч оказывало модули
рующее влияние на исследуемые параметры (рис. 1, 2). Особенно важ
но, что во всех исследуемых регионах мозга инфицированных крыс, 
подвергнутых облучению (в основном это касается ППЛ с энергией 
900мДж), нормализуется захват D-глюкозы, подавляется гиперакти
вация iNOS и восстанавливается активность cNOS и стимулирующее 
влияние Լ-аргинина и кофакторов NOS на изоформы NOS. Причем 
повышение энергии полупроводникового лазерного облучения с 600 
до 900 мДж усиливает положительный эффект. Корригирующее влияние 
КСД при энергии 900 мДж в основном уступает ППЛ с той же энергией, 
но превосходит ППЛ с энергией 600 мДж.

Таким образом, красное излучение полупроводникового лазера 
и светодиода модулирует иммунный ответ и энергообеспечение мозга 
крыс, инфицированных грамположительным анаэробом С. perfringens, 
что продемонстрировано в отношении функционально различающихся 
изоформ NOS и процессов связывания D-глюкозы в коре и подкорковых 
структурах. Преимущество малых доз красного излучения полупровод
никового лазера над красным светодиодом при одной и той же энергии 
и времени экспозиции свидетельствует о том, что такие специфические 
свойства лазерного излучения, как когерентность, поляризуемость-и 
высокая степень мондхроматичности, по-видимому, играют роль при 
формировании клеточных ответов.

Поступила 12.01.09
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Կիսահաղորդչային լազերի ու կարմիր լուսադիոդի ճառագայթման 
ազդեցությունը առնետների գլխուղեղի կառուցվածքների նիտրերգիկ 
համակարգի ակտիվության ու D-գլյուկոզի կլանման վրա կլոստրիդիալ 

սեպսիսի Ժամանակ

Հ. Ա. Մհվսեսյան, Ն. Խ. Ալչուջյան, Ն. Հ. Մովսեսյան, 
Ի.Ս.Հակոբյան, Ա. Գ. Գևորգյան, Հ. Լ. Հայրապեայան, 

Գ. Ա. Գևորգյան

Կիսահաղորդչային լազերի և/կամ կարմիր լուսադիոդի Clostridium 
perfringens-ով վարակված առնետների ճառագայթումը ընտրողական 
ազդեցություն է ցուցաբերում գլխուղեղի կառուցվածքներում D-գլյուկոգի 
կլանման և կսդցիում-կախյալ ու կալցիում-ոչկախյալ ազոտի օքսիդի սին- 
թազի իզոձևրի ակտիվության վրա' կախված ճառագայթման էներգիայից 
և տեսակից: Պարզվել է գլխուղեղի նիտրերգիկ համակարգի և էներգետիկ 
նյութափոխանակության կարգավորման մեջ կիսահաղորդչային լազերի 
առավելությունը' կարմիր լուսադիոդի համեմատությամբ կլոստրիդիալ 
սեպսիսի ժամանակ:

Nitrergic system activity and D-glucose uptake in brain regions of rats 
treated with half-conducted laser and red light diode in clostridial sepsis

H.A. Movsesyan, N Kh. Alchujyan, N.H. Movsesyan, I.S.Hakobyan, 
A.G Guevorkian, H.L. Hayrapetyan, GA. Kevorkian

Rats infected with Clostridium perfringens were treated with half-con- 
ducted laser (A. =654 nm) and/or red light diode. Irradiation caused regional changes 
in the activity of calcium-dependent and calcium-independent NO-generating en
zymatic system and D-glucose uptake of brain, and these parameters were selec
tively regulated depending on energy and type of radiation. We have stated the 
preference of half-conducted laser irradiation upon that of red-light diode in the 
modulation of brain nitrergic system and energy metabolism at clostridial sepsis.
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