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Реферат
Цель. У крыс разного возраста в интактном состоянии и с развившимся постинфарктным кардиосклеро-
зом определить присутствие продуктов перекисного окисления липидов и белков в мембранах эритроци-
тов и плазме крови.
Методы. У крыс в возрасте 4, 12, 24 мес моделировали постинфарктный кардиосклероз методом корона-
роокклюзии. В плазме крови и мембранах эритроцитов определяли продукты, реагирующие с тиобарби-
туровой кислотой, и карбонильные производные аминокислотных остатков белков.
Результаты. В мембранах эритроцитов интактных животных 12 мес было отмечено уменьшение содер-
жания продуктов, реагирующих с тиобарбитуровой кислотой, в сравнении с животными 4 мес, у живот-
ных 24 мес этот показатель значимо превышал значения у молодых особей. В плазме крови интактных 
животных в возрасте 12 и 24 мес выявлено повышенное содержание продуктов, реагирующих с тиобар-
битуровой кислотой, относительно крыс 4 мес. В условиях постинфарктного кардиосклероза отмечено 
увеличение накопления этих продуктов в мембранах эритроцитов животных 4 и 24 мес. В плазме крови 
повышение этого показателя было отмечено только в группе 4-месячных животных с постинфарктным 
кардиосклерозом. В мембранах эритроцитов интактных крыс всех возрастных групп не получено разли-
чий по уровню карбонильных производных аминокислотных остатков белков, в плазме крови с возрастом 
он достоверно увеличивается. У животных 4 и 12 мес с постинфарктным кардиосклерозом интенсивное 
повышение содержания карбонильных производных аминокислотных остатков белков наиболее выраже-
но в эритроцитарных мембранах. У животных 24 мес с постинфарктным кардиосклерозом этот показа-
тель в мембранах и плазме крови стабилен.
Вывод. Интенсивность процессов перекисного окисления липидов клеточных мембран и крови имеет вы-
раженные зависящие от возраста особенности, сохраняющиеся в условиях постинфарктного кардиоскле-
роза; белки мембран эритроцитов интактных животных подвержены перекисной модификации в меньшей 
степени, чем белки плазмы крови; при формировании постинфарктного кардиосклероза у животных 4 и 
12 мес карбонильные производные аминокислотных остатков белков интенсивнее накапливаются в мем-
бранах эритроцитов по сравнению с плазмой крови.
Ключевые слова: перекисное окисление липидов, карбонильные производные белков, мембраны эритро-
цитов, постинфарктный кардиосклероз.
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Abstract
Aim. To determine the presence of lipid and protein peroxidation products in erythrocyte membranes and blood 
plasma in rats of different ages in an intact state and with developed postinfarction cardiosclerosis.
Methods. In rats aged 4, 12, 24 months postinfarction cardiosclerosis was modeled by coronary occlusion. In 
blood plasma and erythrocyte membranes, products reacting with thiobarbituric acid and carbonyl derivatives of 
protein amino acid residues were determined.
Results. In erythrocyte membranes of intact animals aged 12 months, a decrease of the content of thiobarbituric 
acid-reacting products was revealed in comparison with 4 month-old animals, and in 24 months-old animals 
the index significantly exceeded the values of young subjects. In the blood plasma of intact animals aged 12 and 
24 months, an increased content of thiobarbituric acid-reacting products with respect to rats aged 4 months was 
revealed. In postinfarction cardiosclerosis, an increase in the accumulation of thiobarbituric acid-reacting products 
was observed in erythrocyte membranes of 4 and 24 months-old animals. In blood plasma, an increase of this 
parameter was noted only in the group of 4 months-old animals with postinfarction cardiosclerosis. In erythrocyte 
membranes of intact rats of all age groups, no differences in the level of carbonyl derivatives of protein amino acid 
residues were observed, and in blood plasma it significantly increased with age. In 4 and 12 months-old animals 
with postinfarction cardiosclerosis, significant increase of carbonyl derivatives of protein amino acid residues was 
mostly pronounced in erythrocyte membranes. In 24 months-old animals with postinfarction cardiosclerosis, this 
parameter in the membranes and blood plasma was stable.
Conclusion. The intensity of processes of cell membrane and blood lipid peroxidation has pronounced age-
dependent features that persist in postinfarction cardiosclerosis; proteins of erythrocyte membranes of intact 
animals are subject to peroxide modification to a lesser degree than blood plasma proteins; in postinfarction 
cardiosclerosis formation in 4 and 12 months-old animals, carbonyl derivatives of protein amino acid residues are 
more intensively accumulated in erythrocyte membranes compared to blood plasma.
Keywords: lipid peroxidation, carbonyl derivatives of proteins, erythrocyte membranes, postinfarction 
cardiosclerosis.
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В настоящее время выдвинуто несколько 
теорий старения, в том числе теория Харма-
на, согласно которой основной процесс, опре-
деляющий возрастные изменения, — усиление 
свободнорадикального повреждения клеток и 
их структур [1]. Известно, что оксидативный 
стресс представляет собой универсальное зве-
но развития как возрастных изменений, так 
и патогенеза многих заболеваний [2–4]. Обу-
словлено это тем, что свободные радикалы лег-
ко вступают во взаимодействие с липидами и 
нуклеиновыми кислотами, карбоксильными, 
амидными и заряжёнными аминогруппами 
аминокислотных остатков белков, вызывая 
их окислительную модификацию [3]. Проис-
ходящие окислительные изменения молекул 
отражаются на активности ферментов, струк-
турной целостности интегральных мембран-
ных белков и липидного бислоя.

В кардиологии насущным вопросом оста-
ётся изучение изменений, происходящих при 
ишемическом и реперфузионном поражени-
ях сердечной мышцы. Показано, что при раз-
витии инфаркта миокарда создаются условия 
для неконтролируемого развития перекисных 
процессов [5]. Считают, что возрастной фактор 

может иметь существенное влияние на интен-
сивность оксидативного повреждения при по-
стинфарктном кардиосклерозе (ПИКС).

Цель работы — у крыс разного возрас-
та в интактном состоянии и с развившимся 
ПИКС определить присутствие продуктов пе-
рекисного окисления липидов (ПОЛ) и белков 
в мембранах эритроцитов и плазме крови.

Исследования выполнены на трёх возраст-
ных группах самцов крыс линии Wistar:

– 4-месячные крысы с массой тела 200–
250 г;

– 12-месячные крысы с массой тела 400–
450 г;

– 24-месячные крысы с массой тела 500–
550 г.

Работы с животными проводили согласно 
всем принципам гуманности, содержащимся 
в директиве Европейского сообщества (86/609/
ЕС), и в соответствии с Приказом Минздрава 
РФ №267 от 19.06.2003 «Об утверждении пра-
вил лабораторной практики».

Каждая возрастная группа была представ-
лена 10 интактными крысами и 10 крысами 
с развившимся ПИКС. Моделирование ПИКС 
крысам выполняли, вызывая инфаркт  миокарда 
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методом коронароокклюзии [5]. Окклюзию ве-
нечной артерии выполняли в стерильных усло-
виях, под наркозом (телазол® внутримышечно 
в дозе 0,1 мг/кг). После торакотомии в верхней 
трети передней венечной (коронарной) арте-
рии накладывали лигатуру. Рану засыпали ан-
тибиотиком и зашивали.

Оперированных крыс содержали в стан-
дартных условиях вивария со свободным 
доступом к воде и корму в течение 42 сут. 
К этому сроку у экспериментальных живот-
ных формировался ПИКС, и их одновременно 
с интактными крысами выводили из экспери-
мента и производили забор крови.

Кровь забирали в пробирку с гепарином в со-
отношении 1:10. Для получения плазмы образ-
цы крови центрифугировали при 3000 об./мин 
в течение 15 мин. Мембраны эритроцитов по-
лучали методом гипоосмотического гемолиза 
клеток по описанной ранее методике [6]. Полу-
ченную плазму крови и мембраны эритроцитов 
аликвотировали и хранили в низкотемператур-
ном морозильнике при –80 °C.

Присутствие продуктов ПОЛ в мембранах 
эритроцитов и плазме крови оценивали по ре-
акции с 2-тиобарбитуровой кислотой, опреде-
ляя концентрацию продуктов, реагирующих 
с 2-тиобарбитуровой кислотой (ТБК-РП), при 
λ=535 нм [5].

Продукты окислительной модификации 
белков мембран эритроцитов определяли по 
реакции карбонильных производных амино-
кислотных остатков белков (КПБ) с 2,4-дини-

трофенилгидразином по методу R.L. Levine 
[7]. Метод основан на реакции взаимодействия 
окисленных до альдегидных и кетоновых груп-
пировок (карбонильных групп) аминокислот-
ных остатков с 2,4-динитрофенилгидразином 
с образованием 2,4-динитрофенилгидразонов, 
имеющих максимум поглощения при λ=370 нм. 
Определение белка в мембранах эритроцитов 
выполняли микробиуретовым методом [8].

Оценку статистической значимости выяв-
ленных различий изучаемых показателей про-
водили с использованием непараметрического 
критерия Манна–Уитни для независимых вы-
борок. Статистически значимыми считали раз-
личия при значении р <0,05.

В табл. 1 представлены данные, полученные 
при определении содержания ТБК-РП в мем-
бранах эритроцитов интактных крыс рассма-
триваемых возрастных групп.

Видно, что значение этого показателя у крыс 
24-месячного возраста в 1,6 раза превышает 
аналогичный показатель, полученный у живот-
ных 4 мес, и в 3,1 раза — 12-месячного возрас-
та. Сопоставление этих данные свидетельствует 
о том, что выраженная активация ПОЛ в мем-
бранах эритроцитов происходит при достиже-
нии крысами практически максимального для 
них срока жизни. И напротив, для крыс сред-
него возраста характерно снижение образова-
ния конечного продукта пероксидации липидов 
в мембранах эритроцитов. Такой результат, воз-
можно, обеспечен высокой активностью антиок-
сидантных ферментов в  эритроцитах.

Таблица 1. Содержание реагирующих с тиобарбитуровой кислотой продуктов (ТБК-РП) в мембранах  
эритроцитов и плазме крови крыс разного возраста в интактном состоянии и при моделировании  
постинфарктного кардиосклероза (ПИКС), М±m

Показатель
Группа

ТБК-РП в мембранах эритроцитов,  
ммоль/мг белка

ТБК-РП в плазме крови,  
ммоль/л

Интактные крысы 4 мес 
(n=10), группа 1

11,51±1,12
р1–2=0,002
р1–3=0,141
р1–5=0,013

20,57±2,69
р1–2=0,006
р1–3=0,037
р1–5=0,027

Крысы с ПИКС 4 мес (n=10), 
группа 2

19,71±1,65
р2–4=0,002
р2–6=0,007

28,23±1,97
р2–4=0,002
р2–6=0,007

Интактные крысы 12 мес 
(n=10), группа 3

6,23±1,23
р3–5=0,003
р3–4=0,391

24,19±0,88
р3–5=0,112
р3–4=0,004

Крысы с ПИКС 12 мес 
(n=10), группа 4

6,86±0,97
р4–6=0,00006

12,56±1,67
р4–6=0,003

Интактные крысы 24 мес 
(n=10), группа 5

17,17±0,71
р5–6=0,0006

23,18±1,75
р5–6=0,071

Крысы с ПИКС 24 мес 
(n=10), группа 6 27,40±1,23 21,20±1,24
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При определении ТБК-РП в плазме крови 
интактных крыс наименьшее значение получе-
но для группы 4-месячных крыс. Содержание 
ТБК-РП в пробах 12- и 24-месячных крыс было 
значительно выше.

Анализ полученных результатов позволя-
ет сказать, что интенсивность процессов ПОЛ 
в отношении и мембран эритроцитов, и плазмы 
крови на рассматриваемых этапах онтогенеза 
крыс имеет свою специфику. У крыс в 12-месяч-
ном возрасте происходит активное накопление 
ТБК-РП в плазме крови, в то время как в мем-
бранах эритроцитов — напротив, снижение их 
образования. В 24-месячном возрасте у крыс за-
регистрировано накопление ТБК-РП как в плаз-
ме крови, так и в мембранах эритроцитов. Такое 
соотношение позволяет сделать вывод о генера-
лизации процесса свободнорадикального окис-
ления липидов и ослаблении антиоксидантной 
защиты в эритроцитах, а возможно — и в клет-
ках других тканей.

Данные, полученные при определении ТБК-
РП в образцах мембран эритроцитов и плазмы 
крови крыс с ПИКС, представлены в табл. 1. 
Оказалось, что в мембранах эритроцитов крыс 
4- и 24-месячного возраста на фоне ПИКС 
происходит статистически значимое усиле-
ние образования ТБК-РП соответственно в 1,7 
и 1,6 раза относительно интактных животных 
аналогичного возраста. В группе 12-месячных 
крыс формирование ПИКС не повлияло на ин-
тенсивность образования ТБК-РП в мембранах 
эритроцитов. Полученный результат свиде-
тельствует о том, что именно у 12-месячных 

крыс антиоксидантная активность в формен-
ных элементах крови сохраняется наиболее 
полно и способна сдерживать неконтролируе-
мое развитие ПОЛ.

Иное соотношение содержания ТБК-РП 
на фоне ПИКС получено для плазмы крови 
(см. табл. 1). Для 4-месячных крыс было ха-
рактерно статистически значимое увеличе-
ние этого показателя в 1,3 раза относительно 
интактных животных этой возрастной груп-
пы. У 12-месячных крыс отмечено значимое 
уменьшение этого показателя в 1,9 раза в срав-
нении с показателями у интактных особей со-
ответствующего возраста. В пробах плазмы 
крови 24-месячных крыс уровень ТБК-РП в ус-
ловиях ПИКС не отличался от интактных зна-
чений у животных этого возраста.

Сопоставление полученных результатов по-
зволяет сделать вывод, что у 4-месячных крыс 
в ответ на формирование ПИКС происходит 
активация свободнорадикальных процессов 
как в мембранах эритроцитов, так и в плазме 
крови. У крыс 12-месячного возраста такой ак-
тивации не отмечено. Выявленное различие, 
вероятно, можно объяснить тем, что к этому 
возрасту у крыс формируются наибольшие 
компенсаторные возможности антиоксидант-
ной системы как в мембранах эритроцитов, так 
и в плазме крови. Формирование ПИКС у крыс 
24-месячного возраста сопровождается увели-
чением интенсивности ПОЛ только в мембра-
нах эритроцитов.

На рис. 1 представлены результаты опре-
деления содержания КПБ в мембранах 

Рис. 1. Содержание карбонильных производных аминокис-
лотных остатков белков в образцах мембран (А) и плазме 
крови (Б) животных в возрасте 4, 12 и 24 мес в интактном 
состоянии и при постинфарктном кардиосклерозе (ПИКС). 
Уровень значимости различий: у интактных животных 
разных возрастных групп — *р <0,05, **р <0,01; у интактных животных и животных с ПИКС одного возраста — 
##р <0,01; у животных с ПИКС между группами в возрасте 4, 12 и 24 мес — @p <0,05, @@p <0,001
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 эритроцитов (А) и плазме крови (Б). Видно, 
что в эритроцитах интактных крыс разного 
возраста этот показатель не имел значимых 
различий. Стабильность показателя КПБ по-
зволяет предположить, что в процессе онто-
генеза у крыс белки эритроцитарных мембран 
не подвергаются выраженной модификации 
активными формами кислорода, как это было 
отмечено при исследовании интенсивности 
свободнорадикальных процессов в липидах. 
Напротив, в плазме крови было выявлено зна-
чимое увеличение значения КПБ в зависимо-
сти от возраста животных. Так, значения КПБ 
в плазме крови 24-месячных крыс в 1,5 раза 
(р <0,01) превышало аналогичный показатель 
у 4-месячных. Значимое увеличение показате-
ля КПБ позволяет говорить о том, что процессе 
онтогенеза повышается интенсивность окисле-
ния активными формами кислорода аминокис-
лотных остатков белков плазмы крови.

Содержание карбонильных групп в бел-
ках эритроцитарных мембран и плазмы крови 
рассматриваемых возрастных групп живот-
ных с ПИКС изменялось разнонаправлен-
но. В эритроцитарных мембранах животных 
в возрасте 4 и 12 мес отмечено достовер-
но значимое увеличение содержания КПБ 
в 4,5 и 4,4 раза соответственно (см. рис. 1, А). 
В группе 24-месячных животных с ПИКС 
показатель КПБ в мембранах эритроцитов 
достоверно не отличался от показателя у ин-
тактных животных.

На рис. 1, Б представлены результаты опре-
деления содержания КПБ в плазме крови жи-
вотных с ПИКС. Развитие ПИКС не привело 
к значимым изменениям этого показателя 
в сравнении с группами интактного возраст-
ного контроля. Следует отметить, что в плаз-
ме крови животных 24 мес с ПИКС показатель 
КПБ значимо превышал значения в группах 4- 
и 12-месячных животных с ПИКС, что было 
характерно для крыс этой возрастной груп-
пы и в интактном состоянии. КПБ обладают 
большим периодом полураспада и выведения 
из организма [9], что выражается в их высоком 
содержании в образцах плазмы крови.

ВЫВОДЫ
1. Интенсивность процессов перекисно-

го окисления липидов мембран эритроцитов 
и плазмы крови имеет выраженные зависи-
мые от возраста особенности, заключающиеся 
в снижении интенсивности свободнорадикаль-
ного окисления липидов у животных 12 мес по 
сравнению с животными 4 мес и их активации 
у животных 24 мес. Отмеченные особенности 

сохраняются в условиях постинфарктного ре-
моделирования миокарда.

2. Белки мембран эритроцитов в процессе 
онтогенеза животных подвержены перекисной 
модификации в меньшей степени, чем белки 
плазмы крови. При формировании постинфар-
ктного кардиосклероза перекисное поврежде-
ние белкового компонента, наоборот, наиболее 
интенсивно протекает в эритроцитарных мем-
бранах в сравнении с белками плазмы крови. 
Эта динамика отмечена у молодых животных 
и животных среднего возраста. У животных 
в возрасте 24 мес белковый компонент мем-
бран стабилен в условиях патологической ак-
тивации свободнорадикального окисления при 
постинфарктном кардиосклерозе.
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