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decrease of cardiohemodynamic parameters in SHR was shown: stroke volume by 2 times, ejection fraction by1.8 times, stroke work
by 5 times, end-diastolic volume on 17%, end-systolic volume by 1.3 times. Also increase of arterial rigidity by 1.4 times was
observed. Other morphological changes were revealed: fibrosis compiled by 18.1% in the left ventricle area in comparing with 1.8%
in Wistar rats but on the other hand adaptive angiogenesis, providing myocardial blood supply, was detected. Thus presenile SHR show
first stages of pathological heart remodeling with fibrosis and pump dysfunction.
Key words: spontaneously hypertensive rats, aging, heart remodeling, cardiohemodynamics, fibrosis.
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ИЗМЕНЕНИЕ АКТИВНОСТИ НЕСПЕЦИФИЧЕСКИХ ПРОТЕИНАЗ И ИХ
ИНГИБИТОРОВ В МЫШЕЧНОЙ ТКАНИ КРЫС ПРИ
ЭКСПЕРИМЕНТАЛЬНОМ РЕПЕРФУЗИОННОМ СИНДРОМЕ

Резюме. В результате проведенных экспериментальных исследований установлено, что развитие реперфузионного
синдрома в мышечной ткани сопровождается активацией неспецифических протеиназ при снижении контроля их ингиби-
торов. Выраженность локального дисбаланса протеиназ и их ингибиторов мышечной ткани нарастает при трансформации
ишемического повреждения в реперфузионное и зависит от сроков реперфузии.
Ключевые слова: реперфузионный синдром, мышечная ткань, протеолиз.

В ведение
Реперфузионный синдром, сопровождающийся по-

вреждением мышечной ткани, достаточно часто встре-
чается при инфаркте миокарда, хирургии сердца и со-
судов, трансплантации [Гринев, Гринев 2010; Гриценко
и др., 2012], реплантации конечностей и ряде других
состояний [Криворучко и др., 2012]. Ключевым патоге-
нетическим звеном при развитии реперфузионного
синдрома следует считать изменения, происходящие в
ишемизированных тканях с возрастанием тяжести по-
следствий ишемии после восстановления кровотока
[Новикова и др., 2011]. Последующее развитие систем-
ных осложнений, включающих формирование тяжелой
полиорганной недостаточности, нередко резистентной
к существующим методам лечения, приводит к увели-
чению летальности [Гринев, Гринев, 2010]. Особенно
ярко реперфузионный синдром проявляется в тех слу-
чаях, когда ишемии-реперфузии подвергается мышеч-
ная ткань, что связано с высокой чувствительностью
мышц к гипоксии [Бойко и др., 2011].

В настоящее время выделяют два уровня осложне-
ний, следующих за восстановлением кровотока в ра-
нее ишемизированных органах и тканях: местный, в
результате которого усугубляется местное поврежде-
ние, и системный, проявляющийся во вторичной недо-
статочности органов и тканей, удалённых от ишемизи-
рованных. Следует отметить, что если изучению сис-
темного уровня осложнений уделяется много внима-
ния, то местные изменения, от которых в первую оче-
редь зависит характер и степень выраженности ослож-
нений, изучаются гораздо менее интенсивно. Немно-
гочисленные исследования, посвященные изучению
местной реакции тканей, вовлеченных в реперфузи-
онное повреждение, посвящены поиску вариантов их
протекции [Гринев, Гринев 2010; Федосов, 2012].

Одним из наиболее существенных факторов тка-
невого и клеточного повреждения считаются неспеци-
фические протеиназы. Избыточная активация проте-
иназ является важным патогенетическим звеном в
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развитии ряда деструктивных и воспалительных реак-
ций организма [Смолиенко и др., 2013; Анисимова, 2014].
А основная функция ингибиторов протеолиза заключа-
ется в блокировании нарастающей активности протеаз,
непосредственно участвующих в развитии тканевой
деструкции. Состояние неспецифических протеиназ и
их ингибиторов может оказывать существенное влия-
ние на повреждение мышечной ткани при реперфузи-
онном синдроме, а следовательно и на развитие сис-
темных осложнений.

Целью проведенной роботы явилось установить ха-
рактер изменений неспецифических протеиназ и их
ингибиторов в мышечной ткани ранее ишемизирован-
ной конечности крыс и их роль в патогенезе развиваю-
щегося реперфузионного синдрома.

Материалы и методы
Экспериментальные исследования были проведе-

ны на 59 белых крысах-самцах линии "Вистар" массой
180-210 г в соответствии с принципами биоэтики. Син-
дром ишемии-реперфузии моделировали путём нало-
жения резиновых жгутов на обе задние конечности на
уровне паховой складки сроком на 6 часов. Ширина
пережатия тканей составила 2-3 мм. Показателем пра-
вильности наложения жгута являлось отсутствие отёка
конечностей и бледность их окраски. Забой животных
осуществляли под тиопенталовым наркозом через 6
часов после наложения жгутов, и через 6, 12, 24 и 48
часов после реперфузии.

Материалом для исследования служил супернатант
гомогената скелетных мышц крыс, который получали
следующим образом. Кусочки мышцы, полученные из
мышечной ткани ниже места наложения жгута промы-
вали в охлажденном физиологическом растворе, пос-
ле чего обсушивали фильтровальной бумагой, очища-
ли от жира и соединительной ткани и тщательно из-
мельчали ножницами в кашицу. Навеску этой массы
(1-2 г) помещали в ступку с кварцевым песком и тща-
тельно растирали до получения гомогенной массы.
После этого добавляли 10 объемов физиологического
раствора (10 мл на 1 г ткани) и перемешивали стеклян-
ной палочкой. Полученный экстракт мышц фильтрова-
ли через четыре слоя влажной марли и центрифуги-
ровали в течении 15 мин при 1500g. Надосадочную
жидкость (супернатант) использовали для биохимичес-
ких исследований.

Определение активности компонентов протеиназ-
ингибиторной системы проводили с использованием
энзиматических методов [Кубишкін та ін., 2010] на спек-
трофотометре "Biomat 5" (Великобритания). Трипсино-
подобную активность (ТПА) определяли по скорости от-
щепления N-бензоил-L-аргинина от синтетического суб-
страта этилового эфира N--Benzoil-L-arginine ethyl ester
hydrochloride (BAEE) (Sigma). Определение эластазопо-
добной активности (ЭПА) проводили на основании изу-
чения скорости гидролиза синтетического субстрата

Boc-L-alanine-4-nitrophenil ester (Boc-Ala-ONp) (Sigma).
Определение концентрации альфа-1-ингибитора про-
теиназ (АТА) проводили на основании торможения рас-
щепления трипсином BAEE. Аналогично определяли
активность кислотостабильных ингибиторов (КСИ) пос-
ле предварительной подготовки сыворотки путём про-
гревания в кислой среде. Общий белок исследовали
спектрофотометрическим методом по Лоури.

Статистическая обработка полученных данных про-
ведена с применением методов вариационной статисти-
ки с вычислением средних величин (M), оценкой вероят-
ности расхождений (m), оценкой достоверности измене-
ний с использованием t-критерия Стьюдента. За досто-
верную принимали разность средних значений при р<0,05.

Результаты. Обсуждение
Проведенные нами исследования показали, что при

моделировании синдрома ишемии-реперфузии про-
исходили изменения компонентов протеиназ-ингиби-
торной системы, проявляющиеся активацией протеи-
наз в гомогенатах скелетных мышц ранее ишемизиро-
ванных конечностей. Так, после 6 часов ишемии в тка-
нях не происходило активации протеиназ, а отмечалось
даже снижение их активности на 7% относительно груп-
пы контроля (табл. 1). Однако уже через 6 часов после
реперфузии ЭПА достоверно увеличилась относитель-
но контроля на 23%, а относительно группы перенес-
шей только 6-часовую ишемию на 48%. В группе жи-
вотных, перенесших 12 часов реперфузии, ЭПА го-
могенатов скелетных мышц стала статистически еще бо-
лее достоверно выше, превысив уровень контроля на
58,5%, а показатель группы с 6-часовой ишемией на
70%. В дальнейшем показатели эластазоподобной ак-
тивности оставались достоверно более высокими. В эк-
спериментальной группе, перенесшей 24 часа репер-
фузии, показатели ЭПА гомогенатов скелетных мышц
оставались на уровне группы с 12-ти часовой реперфу-
зией. В группе экспериментальных животных, перенес-
ших 48 часов реперфузии, ЭПА увеличилась относитель-
но контроля на 68%, а по сравнению группой, перенес-
шей только 6-ти часовую ишемию, - на 80%.

Аналогичные изменения выявлены при исследова-
нии ТПА в гомогенатах скелетных мышц конечностей
экспериментальных животных. Так, после 6 часов ише-
мии ТПА относительно контроля снизилась на 8%, од-
нако эти изменения были статистически недостовер-
ны. У экспериментальных животных через 6 часов после
реперфузии ТПА в гомогенатах скелетных мышц ко-
нечностей увеличилась на 7% по сравнению с конт-
рольной группой животных, а по сравнению с группой,
перенесшей только 6-часовую ишемию - на 71%. В
группе животных, перенесших 12-часовую реперфу-
зию ТПА гомогенатов скелетных мышц конечностей
увеличилась по сравнению с контролем на 62,6%, по
сравнению с группой, перенесшей только 6-часовую
ишемию - на 77%. У экспериментальных животных,
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перенесших 24 часа реперфузии, ТПА гомогенатов ске-
летных мышц конечностей статистически достоверно
увеличилась на 55% относительно контроля, а относи-
тельно группы, перенесшей только 6-ти часовую ише-
мию - на 67%. ТПА гомогенатов скелетных мышц ко-
нечностей животных, перенесших 48 часовую репер-
фузию увечилась на 62,% относительно контроля, а
относительно группы, перенесшей только 6-часовую
ишемию - на 76%.

Исследования ингибиторной активности гомогенатов
скелетных мышц конечностей крыс с моделью синдро-
ма ишемии-реперфузии показали, что у эксперимен-
тальных животных наблюдалось повышение уровня АТА
по отношению к контрольной группе и к группе пере-
несшей только 6-часовую ишемию. В эксперименталь-
ной группе, которую составили животные, перенесшие
только 6 часов после ишемии, АТА в гомогенатах ске-
летных мышц конечностей увеличилась на 20,3% отно-
сительно контроля, однако эти изменения были статис-
тически недостоверны. У животных перенесших 6-ти
часовую реперфузию АТА гомогенатов скелетных мышц
конечностей достоверно увеличилась относительно кон-
троля на 161,42%, а относительно группы, перенесшей
только 6-часовую ишемию - на 117%. В группе экспери-
ментальных животных спустя 12 часов реперфузии АТА
гомогенатов скелетных мышц конечностей выросла, по
сравнению с контролем, в 2,3 раза, по сравнению груп-
пой, перенесшей только 6-часовую ишемию - на 94%.
АТА гомогенатов скелетных мышц конечностей у группы
с 24-х часовой реперфузией увеличилась - в 2,8 раза
относительно животных из группы контроля, относитель-
но группы, перенесшей только 6-часовую ишемию - на
133%. А у животных из группы, перенесших 48-ми часо-
вую реперфузию АТА увеличилась относительно конт-
роля в 2,4 раза, а относительно группы, перенесшей
только 6-ти часовую ишемию, - почти в 2 раза.

Активность КСИ в гомогенатах скелетных мышц ко-
нечностей экспериментальных животных с моделью
синдрома ишемии-реперфузии, снижалась относитель-
но животных составивших контрольную группу, но пре-
вышала показатели группы, перенесшей только 6-ти

часовую ишемию. Так у животных через 6 часов после
ишемии активность КСИ снизилась относительно конт-
роля на 86%. В группе экспериментальных животных
после 6-часовой реперфузии активность КСИ гомоге-
натов скелетных мышц конечностей была на 66% ниже,
чем в группе контроля, но на 146% выше по сравне-
нию с группой, перенесшей только 6-часовую ишемию.
Практически аналогичные показатели активности КСИ
гомогенатов скелетных мышц конечностей наблюда-
лись у экспериментальных животных с 12-ти часовой
реперфузией. У группы животных перенесших 24-х
часовую реперфузию уровень активности КСИ относи-
тельно контроля снизился на 70%, и был на 119% выше
относительно группы, перенесшей только 6-часовую
ишемию. В группе экспериментальных животных пос-
ле 48 часов реперфузии активность КСИ гомогенатов
скелетных мышц конечностей снизилась на 87% ниже,
чем у животных контрольной группы и на 8%, чем у
группы, перенесшей только 6-часовую ишемию.

Проведенные нами исследования состояния проте-
иназ-ингибиторной системы в гомогенатах скелетных
мышц конечностей у крыс с моделью синдрома ише-
мии-реперфузии показали, что максимальное увели-
чение ЭПА происходило у группы животных с 48-ми
часовой реперфузией, а ТПА максимально увеличива-
лась уже после 12-ти часовой реперфузии как по срав-
нению с группой контроля, так и относительно группы,
перенесшей только 6-часовую ишемию. Наибольшее
увеличение антитриптической активности гомогенатов
скелетных мышц конечностей наблюдалось у живот-
ных после 24-х часов реперфузии. В тоже время уро-
вень КСИ снижался относительно контроля, достигая
максимального дефицита при 48-часовой реперфузии.

Как видно из представленных данных, развитие эк-
спериментального синдрома ишемии-репенфузии
сопровождается изменением активности неспецифичес-
ких протеиназ и их ингибиторов в мышечной ткани.
Реперфузионные нарушения характеризуются накопле-
нием трипсино- и эластазоподобных протеиназ, обла-
дающих высоким деструктивным потенциалом и спо-
собных приводить к дальнейшей деградации и разру-

Таблица 1. Активность протеолитических фаерментов и их ингибиторов в гомогенатах скелетных мышц конечностей в
условиях моделирования ишемии-реперфузии (M±m).

Примечание: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001, по сравнению с группой контроля; #p<0,05, ##p<0,01, ###p<0,001 по сравне-
нию с группой перенесшей 6-ти часовую ишемию.

Группа
ЭПА ТПА АТА KСИ

(мкM/млмин) (ЕД/мл)

Kонтрольная группа (n=11) 34,20±1,42 7,41±0,67 0,07±0,023 1,51±0,19

6 часов ишемии (n=10) 31,90±1,1 6,80±0,58 0,09±0,006 0,21±0,027***

6 часов после реперфузии (n=9) 47,20±4,3 ***,### 11,62±1,05***,### 0,19±0,012***,### 0,52±0,034 ***,###

12 часов после реперфузии (n=10) 54,20±3,91***,### 12,04±1,02***,### 0,17±0,19 ***,### 0,51±0,074***,###

24 часов после реперфузии (n=8) 54,08±3,91***,### 11,49±1,29**,### 0,20±0,02***,### 0,46±0,022***,###

48 часов после реперфузии (n=11) 57,38±3,03***,### 12,00±0,57***,### 0,17±0,017***,### 0,19±0,02 ***,###
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шению мышечной ткани. Причем, при активации проте-
иназ происходит снижение локального антипротеиназ-
ного потенциала, в первую очередь за счет уменьше-
ния синтеза местносинтезируемых кислотостабильных
ингибиторов протеиназ. Выраженность локального дис-
баланса протеиназ и их ингибиторов мышечной ткани
нарастает при трансформации ишемического поврежде-
ния в реперфузионное и зависит от сроков реперфузии.

Выводы и перспективы дальнейш их
разработок

1. Экспериментальная шестичасовая ишемия ниж-
них конечностей крыс приводит к угнетению синтеза

и секреции кислотостабильных ингибиторов протеи-
наз, но не сопровождается активацией трипсино- и эла-
стазоподобных протеиназ.

2. Реперфузия мышечной ткани после ишемии
приводит к выраженной активации неспецифических
протеиназ и угнетению местносинтезируемых ингиби-
торов, которые зависят от срока формирования ре-
перфузии.

Локальный дисбаланс с нарастанием протеиназной
активности в мышечной ткани может способствовать
усилению деструкции и свидетельствует о целесооб-
разности целенаправленной коррекции выявленных
нарушений, что требует дальнейшего изучения.

Мальченко О.О,  Анисимова Л.В. ,  Кубишкін А. В.
ЗМІНИ АКТИ ВНОСТІ Н ЕСПЕ ЦИФІ ЧНИХ  ПРОТЕЇН АЗ Т А ЇХ ІН ГІБІ ТОРІ В У М'ЯЗОВІЙ  ТКА НИНІ  ЩУР ІВ П РИ
ЕКСПЕРИ МЕНТ АЛЬН ОМУ РЕПЕ РФУЗІЙНОМУ СИНДР ОМІ
Резюме.  В результаті проведених експериментальних досліджень встановлено, що розвиток реперфузійного синдрому у
м'язовій тканині супроводжується активацією неспецифічних протеїназ при зниженні контролю з боку їх інгібіторів. Ви-
разність локального дисбалансу протеїназ та їх інгібіторів м'язової тканини наростає при трансформації ішемічного ушкод-
ження у реперфузійне і залежить від термінів реперфузії.
Ключові слова:  реперфузійний синдром, м'язова тканина, протеоліз.

Malchenko O.A. ,  Anisimova L .V. ,  Kubyshkin A .V.
CHANGES ACTIVITY OF NONSPECIFIC PROTEINASES AND THEIR INHIBITORS IN RATS MUSCLE TISSUE W ITH
EXP ERIMENTA L RE PERFUSION SY NDROME
Summary.  As the result of experimental studies has shown that the development of reperfusion syndrome is accompanied by the
changes in the activity of nonspecific proteinases and their inhibitors in muscle tissue. The severity the local imbalance of proteases
and their inhibitors, of muscle tissue increases in transformation of ischemic damage in to the reperfusion and depends on the time of
reperfusion.
Key words:  reperfusion syndrome, muscle tissue proteolysis.
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