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Аннотация 
Цель: исследование методом спектроскопии электронного парамагнитного резонанса (ЭПР) интенсив-
ности продукции оксида азота (NO)и содержания меди (как показателя фермента супероксиддисмута-
зы) в травмированных и нетравмированных участках мозга с учетом эффектов интраназального введе-
ния мезенхимальных стволовых клеток при моделировании сочетанной травмы головного и спинного 
мозга.
Методы и организация исследования: методом ЭПР-спектроскопии сравнивали продукцию NO и со-
держания меди в поврежденных и неповрежденных участках мозга при моделировании сочетанной 
травмы головного и спинного мозга у крыс Вистар. Повреждали прецентральную извилину головного 
мозга и затем спинной мозг на уровне первого поясничного позвонка. 
Результаты исследования и их обсуждение: через семь дней после травмы установили снижение содер-
жания NO на 84% в поврежденных участках мозга и на 66% в неповрежденных участках мозга. Разница 
в продукции NO в травмированной и нетравмированной областях мозга была также достоверной. Со-
держание меди в мозге через неделю после моделирования травмы оставалось неизменным. 
Заключение: полученные в экспериментах данные позволяют объяснить проблемы в терапии пациен-
тов с сочетанной черепно-мозговой травмой.
Ключевые слова: сочетанная травма головного и спинного мозга, оксид азота, электронный парамаг-
нитный резонанс, мезенхимальные стволовые клетки.
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ВВЕДЕНИЕ
Травмы головного и спинного мозга, которые 
сопровождаются нарушением кровоснабже-
ния органов, продолжают оставаться одной из 
самых сложных проблем современной физио-
логии и медицины [3, 14]. Вопрос о значимой 
реабилитации пациентов, перенесших травмы 
спинного мозга (СМ), ведущие к нарушению 
двигательной активности, относится к числу 
нерешенных социально значимых проблем. 
Травмы и инсульты СМ сопровождаются про-
грессирующими соматическими и вегетатив-
ными изменениями во всем организме вплоть 
до длительной потери работоспособности и 
инвалидизации пациентов [22]. Нарушения ра-
боты нейронных сетей при травме СМ любой 
этиологии (травма, кровоизлияние, опухоле-
вый или воспалительный процессы) сопрово-
ждаются не только потерей центрального кон-
троля соматических и вегетативных функций, 
но и нарастающими деструктивными процес-
сами в нервной ткани. Ослабевает кровоснаб-
жение нервных и глиальных клеток, гипоксия 
и гиперкапния сопровождаются изменением 
метаболизма и катастрофическим накоплени-
ем в ткани СМ свободных радикалов, провос-
палительных цитокинов и сдвигом естествен-
ных взаимоотношений нейромедиаторов и 
иных сигнальных молекул [7, 8, 10]. Изучение 
механизмов нейрорегенерации и разработка 
новых методов восстановления нейрональных 
структур составляют одно из актуальных на-
правлений физиологии и имеют большое зна-
чение для разработок новых терапевтических 

и реабилитационных стратегией.
Одной из причин и одновременно следствий 
патологических процессов в тканях головного 
и спинного мозга является развитие гипоксии, 
которая служит предшественником многих па-
тологических процессов в организме [2, 3].Она 
возникает при недостаточном снабжении тка-
ней организма кислородом или нарушении 
его утилизации в процессе биологического 
окисления; это ключевой компонент пато-
генеза многих заболеваний. При гипоксии и 
ишемии мозга нарушается функционирование 
нейромедиаторных систем, включая систему 
монооксида азота. Оксид азота (NO) известен 
как одна из наиболее важных сигнальных мо-
лекул, регулирующих физиологические функ-
ции организма и метаболизм клеток [24]. От-
крытие способности клеток млекопитающих к 
синтезу NO стимулировало огромные усилия 
исследователей к изучению роли NO во всех 
областях биологии и медицины. NO широко 
распространен в нервной [13], сердечно-со-
судистой [1, 5, 6] и других функциональных 
системах организма [24].В последние годы по-
явилось много фактов, свидетельствующих 
о том, что биосинтез NO является одним из 
ключевых факторов в патофизиологическом 
ответе мозга на гипоксию-ишемию [15, 28]. 
Однако функциональная роль эндогенного 
NO в процессах, протекающих при повреж-
дениях нервной системы, противоречива и не-
достаточно исследована [24]. Это обусловлено 
тем, что NO является примером классического 
двуликого Януса [27].
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The purpose is to conduct a study using electron paramagnetic resonance (EPR) spectroscopy of the intensity 
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В последние несколько десятилетий появились 
доказательства того, что физиологическое об-
новление и регенерация тканей в течение всей 
жизни животного и человека происходят бла-
годаря стволовым клеткам [23]. Важнейшей 
популяцией стволовых клеток взрослого ор-
ганизма являются мезенхимальные стволовые 
клетки (МСК) [16]. В физиологических усло-
виях эндогенные стволовые клетки в областях 
головного и спинного мозга генерируют ней-
робласты, которые мигрируют к тем участкам 
мозга, где требуется интенсивное образование 
новых нейронных сетей [19]. Авторами статьи 
в экспериментах на грызунах установлено, что 
интраназальное введение МСК в остром пери-
оде ишемии мозга сопровождалось более бы-
стрым восстановлением контроля двигатель-
ной активности [11].
Целью данной работы было исследование ме-
тодом спектроскопии электронного парамаг-
нитного резонанса (ЭПР) интенсивности про-
дукции NO и содержания меди (как показателя 
фермента супероксиддисмутазы) в травмиро-
ванных и нетравмированных участках мозга с 
учетом эффектов интраназального введения 
мезенхимальных стволовых клеток при моде-
лировании сочетанной травмы головного и 
спинного мозга.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДИКА 
ЭКСПЕРИМЕНТА
Моделирование сочетанной травмы 
головного и спинного мозга у крыс. 
Протокол эксперимента
Моделирование травмы головного и спинно-
го мозга проводили в Центре мозга Института 
физиологии НАН Беларуси в соответствии с 
утвержденным протоколом Комиссии по этике 
(протокол №1 от 31.01.2019 г.; ApprovalCode: 
Approvalcode Е7/04/2023) Института физио-
логии НАН Беларуси, г. Минск. Все при-
менимые международные, национальные и/
или институциональные принципы ухода и 
использования животных были соблюдены. 
Эксперименты с использованием лаборатор-
ных животных выполнялись в соответствии с 
нормами обращения с животными, регламен-
тированными Европейской конвенцией по за-
щите позвоночных животных, используемых 
для исследовательских и научных целей, в со-
ответствии с принципами биомедицинской 

этики, изложенными в Хельсинкской деклара-
ции 1964 г. и последующих поправках к ней. 
Эксперименты проведены на крысах-самцах 
(n=20) массой 200-300 грамм. Животных со-
держали в стандартных условиях вивария (с 
поддержанием 12/12-часового ритма освеще-
ния и темноты, температуры воздуха на уров-
не 23±1 ОС и стабильной приточно-вытяжной 
вентиляцией) при свободном доступе к воде  и 
пище (adlibitum) и одинаковом рационе пи-
тания в соответствии с нормами содержания 
лабораторных животных. Все операционные 
процедуры проводили на наркотизированных 
животных (55,6 мг/кг кетамина, 5,5 мг/кг кси-
лазина, 1,1 мг/кг ацепромазина, внутрибрю-
шинно)[26].
Наркотизированных лабораторных крыс фик-
сировали на хирургическом столе в положе-
нии пронации с помощью растяжек на конеч-
ностях. Фиксировали голову животного, после 
удаления шерсти на своде черепа обрабатывали 
кожу 2-процентным раствором йода и скальпе-
лем осуществляли разрез кожи и мягких тканей 
10-12 мм по средней линии. Удаляли локально 
надкостницу в проекции прецентральной из-
вилины и с помощью бор-машины проводили 
трепанацию черепа и последующее локальное 
разрушение участка мозга стилетом в прецен-
тральной области мозга слева. Затем ушивали 
рану и обрабатывали кожу 2-процентным рас-
твором йода. На следующем этапе продол-
жали проводить операцию, но уже на уровне 
поясничного отдела спинного мозга. Удаля-
ли шерсть, обрабатывали 2-процентным рас-
твором йода кожу, осуществляли разрез кожи 
и мягких тканей в проекции поясничных по-
звонков. Затем погружали стилет в спинной 
мозг на уровне первого поясничного позвон-
ка и отмечали в дневнике продолжительность 
кровотечения из раны после удаления стиле-
та. После прекращения кровотечения накла-
дывали два шва на рану и обрабатывали кожу 
2-процентным раствором йода.
Протокол эксперимента был следующий. 
Операции проводили на 15 животных: 5 жи-
вотных оперировали с последующим взятием 
образцов тканей через семь суток после опе-
рации (n=5), 5 животных оперировали с одно-
временным (через 10 мин) введением МСК с 
последующим взятием образцов тканей через 
семь суток после операции (n=5), столько же 
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оперированных животных (n=5) оставляли для 
оценки эффективности восстановления цен-
трального контроля двигательных функций 
после операции. МСК вводили с помощью 
инсулинового шприца под слизистую обо-
лочку полости носа крысы в 50 мкл суспензии, 
содержащей 400 тысяч МСК (интраназальное 
введение) [9]. Также 5 интактных животных, 
которые не подвергались хирургическим ма-
нипуляциям, составляли контрольную группу 
(n=5).
Через неделю (семь дней) после операции из-
влекали ткани из травмированной и нетрав-
мированной (контралатеральной) областей 
мозга (лобная доля) у всех групп животных 
Данные сроки были выбраны по двум при-
чинам: с одной стороны, – это учет данных в 
проведенных ранее экспериментах с иммуно-
гистохимическим окрашиванием поврежден-
ных областей мозга [26], а, с другой стороны, 
– это поведенческие эксперименты [11]. Затем 
биологический материал в специальных кон-
тейнерах отправляли из Минска в Казань. В 
Минске оставалось 10 животных после моде-
лирования травмы головного и спинного моз-
га, которых продолжали наблюдать в течение 
месяца после начала эксперимента для оценки 
эффективности восстановления центрально-
го контроля двигательных функций.
Формирование комплекса NO со спиновой 
ловушкой и измерения ЭПР спектров
Измерения интенсивности продукции NO 
методом ЭПР-спектроскопии проводили в 
Казанском физико-техническом институте 
КазНЦ РАН [9, 29]. Была использована ме-
тодика спиновых ловушек, основу которой 
составляет связывание диэтилдитиокарба-
мата (ДЭТК) с железом; полученная гемо-
вая структура связывается с NO и образует 
парамагнитный комплекс, который может 
быть зарегистрирован ЭПР-спектроскопией 
[4]. Компоненты спиновой ловушки для NO 
(ДЭТК-Na, FeSO4, sodiumcitrate) вводили жи-
вотным за 30 мин до извлечения исследуемых 
тканей: ДЭТК-Na вводили внутрибрюшинно 
в дозе 500 мг/ кг в 2,5 мл воды,смесь раство-
ров: 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 непосредствен-
но перед введением, вводили подкожно в три 

точки – правое и левое бедро и в ростральную 
часть межлопаточной области [9]. В результате 
формируется соединение ДЭТК-Fe2+, которое 
образует с NO стабильный радикал (ДЭТК)2-
Fe2+-NO. Этот комплекс (ДЭТК)2-Fe2+-NO ха-
рактеризуется легко распознаваемым спектром 
ЭПР со значением g-фактора g=2.038 и тремя 
компонентами сверхтонкой структуры. [4, 20]. 
Кроме того, ДЭТК взаимодействует с Cu, образуя 
комплекс Cu(ДЭТК)2, который также может быть 
зарегистрирован методом ЭПР-спектроскопии 
[21]. Измерения спектров комплекса биологи-
ческих образцов (ДЭТК)2-Fe2+-NO и Cu(ДЭТК)2 
проводили на спектрометре фирмы Брукер Х 
диапазона (9.5320 GHz) EMX/plus. Образец в 
пальчиковом Дьюаре фирмы Брукер помеща-
ли в двойной резонатор (модель ER 4105DR) 
при частоте модуляции магнитного поля 100 
kHz, амплитуды модуляции 2Гс, мощности 
СВЧ излучения 2 mW, временной константе 
327 ms и температуре 77° K. Амплитуда мо-
дуляции, усиление и мощность СВЧ во всех 
экспериментах подбирались с условием отсут-
ствия перемодуляции и насыщения сигнала 
ЭПР и сохранялись одинаковыми на протяже-
нии всех измерений. Масса образцов состав-
ляла около 100-200 мг. Амплитуду спектров 
ЭПР нормировали на вес образца и на ампли-
туду сигнала ЭПР эталонного образца.
Статистическая обработка результата. 
Результаты были статистически обработаны, 
они представлены как среднее ± SEM. Досто-
верность различий оценивали по t-критерию 
Стьюдента и U-критерию Манна-Уитни. Была 
использована программа SigmaPlot (версия 
11.0). Статистическая значимость оценивалась 
по p<0.05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
На рисунке 1 показаны спектры ЭПР интакт-
ной-контрольной крысы (контроль), трав-
мированной крысы (Травма) и травмирован-
ной крысы с введением стволовых клеток 
(Травма+МСК) – тканей областей левой лоб-
ной доли мозга (область, где наносилась трав-
ма экспериментальным животным) через 7 су-
ток после моделировании сочетанной травмы 
головного и спинного мозга. Данные спектры 
получены при микроволновом излучении по-
стоянной частоты при протяжке магнитного 
поля. В этом спектре присутствуют сигналы от 
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разных парамагнитных частиц (комплексов). 
В области магнитного поля от 330 до 337 mT 
происходит наложение сигналов от комплек-
са спиновой ловушки с NO(ДЭТК)2-Fe2+-NO, 
который характеризуется легко распознаваемым 
спектром ЭПР со значением g-фактора g=2.038 
и тремя компонентами сверхтонкой структуры[4, 
20]. Кроме того, наблюдается хорошо выражен-
ный спектр ЭПР от комплекса меди с ДЭТК 
– Cu(ДЭТК)2 [9. 21]. Сплошной линией пред-

ставлен спектр образца, прерывистая линия 
– сигнал от оксида азота, связанного со спи-
новой ловушкой, в составе спектра комплекса 
((ДЭТК)2-Fe2+-NO) (рисунок 1). Относитель-
ное изменение количества NO-содержащего 
комплекса и комплекса Cu(ДЭТК)2 оценивали 
по его центральной компоненте сверхтонко-
го расщепления, т.е. по разности максимума и 
минимума первой производной сигналов по-
глощения от этих комплексов.

Рисунок 1 – Спектры ЭПР тканей лобных долей области, где наносилась травма экспериментальным животным 
(левое полушарие мозга)
Показаны спектры тканей контрольной крысы (Контроль), а также травмированной крысы (Травма) и травмированной крысы 
с введением стволовых клеток (Травма+MSC) через 7 суток после травмы. Жирные линии – спектры образцов тканей мозга, 
тонкие линии – эталонный сигнал комплекса (ДЭТК)2-Fe2+-NO с амплитудой, равной вкладу в спектр соответствующего 
образца. Спектры образцов получали при 77ОK. Рамкой показана область сигнала (ДЭТК)2-Fe2+-NO

Figure 1 – EPR spectra of tissues in the region of the frontal lobes where the injury was inflicted on experimental animals  
(left hemisphere of the brain)
Note: The spectra of tissues of a control rat (Control), an injured rat (Trauma) and an injured rat with the introduction of stem 
cells (Trauma+MSC) 7 days after injury are shown. Thick lines are the spectra of brain tissue samples, thin lines are the reference 
signal of the (DETC)2-Fe2+-NO complex with an amplitude equal to the contribution to the spectrum of the corresponding 
sample. The spectra of the samples were obtained at 77ОK. The frame shows the signal region (DETC)2-Fe2+-NO

Статистические данные по интегральным 
интенсивностям сигнала (ДЭТК)2-Fe2+-NO в 
спектрах исследованных образцов травмиро-
ванной и нетравмированной (контралатераль-
ной) областей мозга при сочетанной травме 
головного и спинного мозга демонстрируют 
достоверное снижение продукции NO через 
7 суток после травмы в травмированной обла-

сти мозга (P = 0.029, Mann-Whitney) (рисунок 
2) и также значительное, но недостоверное 
снижение продукции NO в нетравмирован-
ной (контралатеральной) области мозга (P = 
0.38, Mann-Whitney) (рисунок 2А). При этом 
была разница в продукции NO между повреж-
денной и контралатеральной областями мозга 
(Р = 0.05, Манн-Уитни).
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Рисунок 2 – Содержание NO в тканях лобных долей контрольных (Контроль), а также травмированных крыс (Травма) и 
крыс, травмированных с одновременным введением стволовых клеток (Травма+МСК) через 7 суток после травмы
А – ткани лобных долей правого полушария мозга, Б – ткани лобных долей левого полушария мозга (область, где наноси-
лась травма экспериментальным животным).
Приведена средняя удельная интегральная интенсивность сигнала (ДЭТК)2-Fe2+-NO в спектрах образцов тканей (в относи-
тельных единицах). * – достоверное отличие (p<0.05)

Figure 2 – NO content in the tissues of the frontal lobes of control (Control), injured rats (Trauma) and injured rats with 
simultaneous injection of stem cells (Trauma+MSC) 7 days after injury
Note: A – tissues of the frontal lobes of the right hemisphere of the brain, B – tissues of the frontal lobes of the left hemisphere 
of the brain (the area where the injury was inflicted on the experimental animals).
The average specific integrated signal intensity (DETC)2-Fe2+-NO in the spectra of tissue samples is given (in relative units). 
* – significant difference (p<0.05)

На рисунке 3 приведены статистические дан-
ные по интегральным интенсивностям сигнала 
Cu(ДЭТК)2. Результаты показывают, что содер-

жание меди через 7 суток после моделирования 
травмы остается неизменным как в травмирован-
ной, так и в нетравмированной областях мозга.

Рисунок 3 – Содержание Cu в тканях лобных долей контрольных (Контроль), а также травмированных крыс (Травма) и 
крыс, травмированных с одновременным введением стволовых клеток (Травма+МСК) через 7 суток после травмы
А – ткани лобных долей правого полушария мозга, Б – ткани лобных долей левого полушария мозга (область, где наноси-
лась травма экспериментальным животным). 
Приведена средняя удельная интегральная интенсивность сигнала Cu(ДЭТК)2 в спектрах образцов тканей (в относительных 
единицах).

Figure 3 – Cu content in the tissues of the frontal lobes of control (Control), injured rats (Trauma) and rats injured with 
simultaneous injection of stem cells (Trauma+MSC) 7 days after injury
Note: A – tissues of the frontal lobes of the right hemisphere of the brain, B – tissues of the frontal lobes of the left hemisphere 
of the brain (the area where the injury was inflicted on the experimental animals).
The average specific integrated signal intensity of Cu (DETC)2 in the spectra of tissue samples is given (in relative units)
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Из рисунка 2 видно, что при одновременном с трав-
мой интраназальном введении МСК интегральная 
интенсивность сигнала (ДЭТК)2-Fe2+-NO в спек-
трах от травмированной и нетравмированной 
(контралатеральной) областей мозга при соче-
танной травме головного и спинного мозга зна-
чительно снижается через 7 суток после травмы. 
Не было показано достоверного отличия уров-
ня продукции NO в группах с введением МСК 
и без его введения, хотя при этом наблюдалась 
тенденция к увеличению уровня NO в травми-
рованных тканях мозга в группе животных с 
введением МСК (рисунок 2Б). Рисунок 3демон-
стрирует отсутствие изменений интенсивностей 
сигнала Cu(ДЭТК)2- при введении МСК. 

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
При травме головного и спинного мозга реа-
лизуется много патологических механизмов, 
которые способствуют нарушению целост-
ности нервных и глиальных клеток, а также 
повреждению кровеносных сосудов [17, 18]. 
Сходство определенных этапов патогенеза этих 
церебральных повреждений свидетельствует 
о том, что терапевтические стратегии защиты 
после ишемии нервной ткани также могут быть 
востребованными после травмы головного и 
спинного мозга [14, 25]. Все эти процессы ради-
кально изменяются при повреждении нервной 
ткани в результате травмы или инсульта ише-
мической или геморрагической природы.
Нами методом ЭПР-спектроскопии проведено 
исследование относительной интенсивности 
продукции NO и содержания меди в травми-
рованных и нетравмированных участках лоб-
ных долей мозга при моделировании сочетан-
ной травмы головного и спинного мозга. Эти 
молекулярные компоненты давно привлекают 
внимание исследователей при изучении ме-
ханизмов функционирования мозга в норме 
и при патологических нарушениях. Для экс-
периментального анализа используются раз-
личные методические подходы, и одним из 
наиболее чувствительных является метод ЭПР-
спектроскопии [4, 15, 20]. Значительный про-

гресс в развитии этого метода был достигнут 
после разработки проф. А.Ф. Ваниным с со-
трудниками метода электронной спиновой 
ловушки для обнаружения и количественного 
определения NО в биологических тканях [27].
Результаты экспериментального анализа содер-
жания NO в травмированной и контралатераль-
ной областях головного мозга при сочетанной 
травме головного и спинного мозга выявили 
снижение интенсивности продукции NO через 
7 суток после травмы. Также была достоверной 
разница в продукции NO между поврежденной 
и контралатеральной областями мозга. В то же 
время содержание меди через 7 суток после моде-
лирования травмы остается неизменным. Таким 
образом, травма сопровождается значительным 
снижением продукции NO как в травмирован-
ной, так и в контралатеральной интактной об-
ласти мозга. При этом не происходит изменение 
активности антиоксидантной системы. Однако 
не было показано достоверных отличий уровня 
продукции NO в группах с введением МСК и 
без его введения, несмотря на тенденцию в трав-
мированной области. Исходя из полученных 
данных, нельзя утверждать, что интраназальное 
введение МСК влияет на уровень продукции NO 
при травме.
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