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Цель исследования — изучить активность севофлурана, даларгина и хлорида лития в отношении защиты мозга крыс от то=
тальной ишемии/реперфузии и определить механизм реализации феномена фармакологического прекондиционирова=
ния. Материалы и методы. Работа выполнена на 80 белых крысах=самцах, у которых моделировали временную оста=
новку кровообращения (ОК) в организме путем пережатия сосудистого пучка сердца длительностью 10 и 20 минут.
Оживление проводили с помощью искусственной вентиляции легких (ИВЛ) и наружного массажа сердца с внутритрахе=
альным введением адреналина (эпинефрин, «Московский эндокринный завод») в дозе 0,1мг/кг. Животные были разде=
лены на 9 групп, в которых использовали отдельно севоран (севофлуран, «AbbottLaboratories»), даларгин («Микроген
НПО ФГУП»), хлорид лития («SigmaChemicalCo.») как в сочетании с ОК, так и без нее. Концентрацию общей ГСК=3ββ
определяли колориметрически на спектрофотометре Hitachi=557 (HitachiLtd., Japan). Содержание фосфорилированной
формы ГСК=3ββ (фГСК=3ββ) определяли методом вестерн=блоттинга. Результаты. Суммарное содержание ГСК=3ββ во
всех группах составляло 80—90 отн. ед. и не менялось на протяжении каждого опыта. Двадцатиминутная ишемия макси=
мально активировала ГСК=3ββ, переводя фермент в дефосфорилированную форму. Десятиминутная («тренировочная»)
ишемия увеличивала содержание фГСК=3ββ более чем в 5 раз по сравнению с исходом. Количество фГСК=3ββ в группе ише=
мии/реперфузии на фоне инсуффляции севофлурана не изменялось, на фоне действия даларгина уменьшалось на 27%, а
в группе с предварительным введением лития превышало контрольный уровень в 2 раза. Заключение. В эксперименте на
модели тотальной ишемии крыс доказано наличие у тестируемых препаратов эффекта фармакологического прекондици=
онирования в отношении нейронов головного мозга. В порядке увеличения эффекта препараты расположились в следу=
ющей последовательности: даларгин<севофлуран<хлорид лития. Клиническая значимость обнаруженного феномена
требует дальнейшего изучения. Ключевые слова: литий, даларгин, севофлуран, прекондиционирование, головной мозг.

Objective: to investigate the activity of sevoflurane, dalargin, and lithium chloride in protecting the rat brain from total
ischemia/reperfusion and to define whether the GSK=3ββ deposphorylation contributes to the mechanism of pharmacolog=
ical preconditioning. Materials and methods. Experiments were carried out on 80 male albino rats in which temporary cir=
culatory arrest (CA) was simulated by ligating the cardiovascular fascicle for 10 and 20 minutes. The animals were revived
by mechanical ventilation external cardiac massage, and the intratracheal injection of adrenaline (epinephrine, Moscow
Endocrinology Plant) at a dose of 0.1 mg/kg. Animals were divided into 9 groups and sevorane (sevoflurane, Abbott
Laboratories), dalargin (Microgen Research=and=Production Association), or lithium chloride (Sigma Chemical Co.) were
separately given with and without CA. Brain tissue homogenate specimens were obtained from euthanized animals. The
concentration of total glycogen synthase kinase=3ββ (GSK=3ββ) was colorimetrically determined using a Hitachi=557 spec=
trophotometer (Hitachi Ltd., Japan). The content of phosphorylated GSK=3ββ (pGSK=3ββ) in brain homogenate was esti=

mated by Western blotting. Results. The total level of
GSK=3ββ in each group was similar  (80—90 relative
units) and remained unchanged throughout each
experiment. Twenty=minute ischemia maximally acti=
vated GSK=3ββ through dephosphorylation. Ten=minute
ischemia elevated pGSK=3ββ levels by more than 5 times
as compared to the baseline value revealing the «train=
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Введение

Интерес анестезиологов к проблеме ишемическо�
го и фармакологического прекондиционирования оче�
виден и понятен: данный феномен увеличивает шансы
пациента пережить локальную или тотальную гипо�
ксию — состояние, борьба с которым и является одной
из основных задач нашей специальности. Ишемичес�
кое прекондиционирование было впервые описано для
кардиомиоцитов [1], активно исследуется в отноше�
нии сердца, и первые клинические результаты были
получены именно при кардиохирургических операци�
ях, выполняемых в условиях общего искусственного
кровообращения. Известен и основной анестетик,
имитирующий эффект ишемического прекондициони�
рования — севофлуран [2], галогенсодержащий препа�
рат третьего поколения, широко используемый в кли�
нике для обеспечения интраоперационной защиты.
Данное явление получило название анестетического
прекондиционирования и расценивается как частный
случай более широкого явления, названного фармако�
логическим прекондиционированием. Стоит заметить,
что феномен ишемического прекондиционирования
вряд ли является уникальным механизмом, созданным
природой для защиты именно миокарда. Более оправ�
данным представляется предположение, что и ишеми�
ческое, и фармакологическое прекондиционирование —
универсальные процессы, реализация которых возмож�
на и в других тканях, а следовательно, и в головном моз�
ге. Точный механизм реализации эффекта анестетичес�
кого прекондиционирования неизвестен, однако
существует предположение, что севофлуран повышает
концентрацию активных форм кислорода в клетке [3],
создавая «пороговую» концентрацию, которая через ка�
скад последовательных реакций, запускает процесс, фи�
нальной стадией которого является закрытие неспеци�
фической митохондриальной поры через угнетение
активности ключевого регуляторного фермента — гли�
коген�синтетазы�киназы типа 3 бета. Это гарантирует
стабильность митохондрий в период ишемии и повы�
шает выживаемость клеток [4]. Подобный же каскад ре�
акций запускается и наркотическими аналгетиками с
доказанной дельта�опиоидной активностью [5]. Таким
образом, на реализацию эффекта прекондиционирова�
ния можно рассчитывать при использовании морфина,
но не фентанила. Ранее нами был описан органопротек�
торный эффект отечественного синтетического аналога
лей�энкефалина — даларгина, обладающего дельта —
опиоидной активностью [6]. Тогда мы не смогли объяс�
нить механизм реализации данного эффекта; сегодня
вполне оправданным представляется предположение,
что даларгин активирует процессы прекондициониро�
вания, что, однако, нуждается в проверке. Каскадный

механизм фармакологического прекондиционирова�
ния достаточно уязвим, т.к. процесс может быть оста�
новлен специфическим ингибитором одной из реак�
ций, составляющей биохимический путь реализации.
В эксперименте и клинике показано, что анестетичес�
кое прекондиционирование отменяется препаратами
сульфонилмочевины, трасилолом, ингибиторами цик�
лооксигеназы 2�го типа, кетамином, возможно, пропо�
фолом, бета�адреноблокаторами и т. д. [7]. 

Теоретически более эффективными в формирова�
нии защиты клетки могли бы быть прямые ингибиторы
гликоген�синтетазы�киназы типа 3�бета, например, со�
ли лития. Известно, что нейроны головного мозга осо�
бенно чувствительны к гипоксии [8], а постгипоксичес�
кая энцефалопатия — основной бич современных
отделений реанимации [9]. В связи с этим изучение воз�
можных механизмов возможного нейропротекторного
эффекта ингибиторов гликоген�синтетазы�киназы типа
3�бета представляется актуальной и насущной задачей
анестезиологии�реаниматологии.

Материал и методы
Работа выполнена на 80 белых крысах�самцах в весенний

период. Использовали модель временной остановки кровообра�
щения в организме путем пережатия сосудистого пучка сердца
[10]. Срок остановки кровообращения составлял 10 и 20 минут.
Оживление крыс проводили с помощью искусственной вентиля�
ции легких (ИВЛ) воздухом в режиме гипервентиляции аппара�
том AnimalRespiratorAdvanced 4601�1 (TSETechnical&Scientific,
Germany) и наружного массажа сердца с внутритрахеальным
введением адреналина (эпинефрин, «Московский эндокринный
завод») в дозе 0,1 мг/кг. Животные были разделены на 9 групп.
Крысам группы 1 (n=10) вводили внутрибрюшинно хлоралгид�
рат («RanbaxyLaboratoriesLimited») в дозе 300 мг/кг массы тела,
что обеспечивало достаточно глубокое угнетение сознания, и че�
рез 10 минут декапитировали. Животных группы 2 (n=9) поме�
щали в эксикатор, насыщенный парами севорана (севофлуран,
«AbbottLaboratories»). После введения в наркоз крыс интубиро�
вали, переводили на ИВЛ воздухом и продолжали введение се�
ворана через интубатор в дыхательные пути в течение 15 минут
со скоростью 0,1 мл/мин, что позволяло создавать концентра�
цию севорана в выдыхаемом воздухе порядка 2,0�2,5 минималь�
ных альвеолярных концентраций (МАК), затем декапитировали.
Крысам группы 3 (n=8) вводили даларгин («Микроген НПО
ФГУП») 50 мкг/кг, через 50 минут анестезировали хлоралгидра�
том как описано выше и еще через 10 минут декапитировали.
Животным группы 4 (n=8) вводили 60 мг/кг хлорида лития
(«SigmaChemicalCo.»), через 50 минут анестезировали хлоралги�
дратом и еще через 10 минут декапитировали. В группе 5 (n=10)
анестезию осуществляли хлоралгидратом и через 10 минут моде�
лировали остановку кровообращения с последующим оживле�
нием. В группе 6 (n=10) осуществляли аналогичную анестезию,
но остановку кровообращения моделировали в течение 20 минут,
без последующего оживления. В группе 7 (n=9) осуществляли
анестезию севораном как описано выше, после чего моделирова�
ли остановку кровообращения с последующим оживлением.
Крысам 8 и 9 групп (n=8 в каждой) вводили, соответственно, да�
ларгин и хлорид лития как описано выше, через 50 минут осуще�
ствляли анестезию хлоралгидратом и еще через 10 минут моде�
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ing» effect. The quantity of pGSK=3ββ was unchanged in the ischemia/perfusion group during sevoflurane insufflation and
was decreased by 27% during dalargin administration. Conclusion. The experimental model of total ischemia provided evi=
dence that the test drugs had a pharmacological preconditioning effect on brain neurons. According to their increasing
effect, the drugs were arranged in the following order: dalargin < sevoflurane < lithium chloride. The data warranties fur=
ther studies to reveal the clinical significance of dalargin, sevofluran and lithium for preconditioning to protect the brain.
Key words: lithium, dalargin, sevofluran, preconditioning, brain.



лировали остановку кровообращения с последующим оживле�
нием. Все животные, которым моделировали остановку кровооб�
ращения, через 20 минут от момента восстановления сердечной
деятельности были декапитированы. 

Определение концентрации белка. Определение концентра�
ции белка в гомогенатах ткани мозга во всех опытах было опре�
делено по методу, описанному P. K. Smith [11], основанному на
колориметрической реакции бицинхониновой кислоты с белка�
ми. Для определения использовали раствор следующего состава:
натриевая соль бицинхониновой кислоты (SigmaChemicalCo.,
США), Na виннокислый (SigmaChemicalCo., США), NaHCO3
0,95% (реагент А) и CuSO4 x 5H2O 4% (реагент В). Его готовили
непосредственно перед измерением концентрации белка, смеши�
вая исходные реагенты А и В в соотношении 50:1. К аликвоте 50
мкл анализируемого образца добавляли 1 мл раствора для опре�
деления, перемешивали и инкубировали 30 мин при 37°С, по�
сле чего определяли оптическую плотность раствора при 562
нм в акриловой кювете на спектрофотометре Hitachi�557
(HitachiLtd., Япония). 

Концентрация белка в анализируемом образце определя�
лась по калибровочной кривой с помощью программного обес�
печения SigmaPlot 2000. В качестве стандарта для построения
калибровочной кривой использовался коммерческий препарат
бычьего сывороточного альбумина («Fermentas») с концентра�
цией 2 мг/мл. 

Вестерн�блоттинг. Электрофорез белков проводили в
12,5% полиакриламидном геле в денатурирующих условиях по
U. K. Laemmli [12]. Образцы митохондрий растворяли в буфере,
содержащем 0,125 М Tрис�HCl (pH 6,8), 4% додецилсульфата
натрия (SigmaChemicalCo., США), 20% глицерина, 0,005%
бромфенола синего (SigmaChemicalCo., США) и 10% 2β�мер�
каптоэтанола (Merck, Германия). Образцы кипятили 2 мин
на водяной бане и вносили в лунки геля. Для приготовле�
ния разделяющего геля использовали 30% смесь акрилами�
да (SigmaChemicalCo., США) и бис�акриламида
(SigmaChemicalCo., США) (37,5:1), которую разводили до
12,5% 1,5 М Трис�HCl буфером (pH 8,8) и водой до конеч�
ной концентрации Трис�HCl 375 мМ. В смесь также добав�
ляли додецилсульфат натрия до 0,1%, персульфат аммония
(SigmaChemicalCo., США) до 0,1% и TEMEД (N,N,N`,N`�
тетраметилэтилендиамин, Acros, Бельгия) до 0,1%. Для
приготовления концентрирующего геля 30% смесь акрила�
мида и бис�акриламида разводили до 5% 1 М Трис�HCl бу�
фером (рН 6,8) и водой до конечной концентрации Трис�HCl
125 мМ. В смесь также добавляли 0,1% додецилсульфата на�
трия, 0,1% персульфат аммония и 0,1% TEMEД. В работе ис�
пользовали стекла 8�10 см со спейсерами толщиной 1 мм. Для
проведения электрофореза использовали Трис�глициновый эле�
ктродный буфер, содержащий 25 мМ Трис�HCl, 192 мМ глицин,
0,1% додецилсульфата натрия, pH 8,3. Электрофорез проводили
при постоянном токе 10 мА в режиме концентрирования и 15
мА в режиме разделения. По окончании электрофореза белки
переносили на PVDF мембрану (AmershamPharmaciaBiotech,
Объединенные Королевства) согласно методике, описанной ра�
нее [13]. Перенос проводили полусухим методом в течение 2 ч
при 200 мА, 20 V. Качество переноса оценивали окрашиванием ча�
сти геля и окрашиванием мембраны 2% раствором Ponceau
(SigmaChemicalCo., США), как описано у J. Sambrook [14]. Мем�
браны блокировали 12 ч при 4°С в трис�буферной среде
(SigmaChemicalCo., США), содержащей 5% обезжиренного сухо�
го молока. Затем мембраны промывали трис�буферной средой 3
раза по 10 мин и инкубировали 2 ч при комнатной температуре с
первичными антителами против фосфо�ГСК 3бета (Cell
Signaling, США; распознают участок молекулы ГСК3 бета,содер�
жащий фосфорилированный Ser9) или антителами против то�
тальной ГСК�3бета (Santa Cruz Biotechnology, США) (против
гликоген�синтетазы�киназы типа 3�бета или фосфорилирован�
ной формы гликоген�синтетазы�киназы типа 3�бета) в разведе�
нии 1:1000 в трис�буферной среде, содержащей 0,5% бычьего сы�
вороточного альбумина («Calbiochem») и 0,01% Tween�20

(«SigmaChemicalCo.»). Мембраны три раза по 15 мин промывали в
TBS, содержащей 0,01% Tween�20 и инкубировали 1 ч с вторичны�
ми антителами, конъюгированными с пероксидазой хрена, в разве�
дении 1:10000 в трис�буферной среде, содержащей 0,01% Tween�
20. После финальной отмывки от несвязанных антител полосы
детектировали с помощью хемилюминесцентного субстрата пе�
роксидазы хрена ECL (Еnhancedchemiluminescencesystem,
AmershamPharmaciaBiotech, Бельгия). Хемилюминесценция
детектировалась на фотопленку KodakProfessional T�MAX
P3200 TMZ 135�36 (Kodak, США). Изображение оцифровывали
на сканере EpsonPerfection V750 Pro (SeikoEpsonCorp., Япония) и
анализировали с помощью программы ImageJ (рис. 1).

Содержание фосфорилированной формы гликоген�синте�
тазы�киназы типа 3�бета выражали в относительных единицах
(отн. ед.).

Полученные данные обработаны методом вариационной
статистики с вычислением t�критерия Стьюдента. 

Результаты и обсуждение

Опыты показали, что во всех исследованных сери�
ях суммарное содержание гликоген�синтетазы�киназы
типа 3�бета не менялось, оставаясь на уровне 80—90
отн. ед. (рис. 2). Таким образом, становилось понятно,
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Рис. 1. Вестерн=блоттинг: содержание фосфорилированной
формы гликоген=синтетазы=киназы типа 3 бета в гомогена=
тах мозга крыс при различных воздействиях.
Примечание. 1 — хлоралгидрат; 2 — севоран; 3 — хлоралгидрат
и ишемия/реперфузия; 4 —севоран и ишемия/реперфузия.

Рис. 2. Количество общей гликоген=синтетазы=киназы типа 3
бета в гомогенатах мозга крыс при различных воздействиях
(M±m).
Примечание. Контроль — хлоралгидрат; И/Р — хлоралгидрат
и ишемия/реперфузия; Ишемия 20 минут; Севоран; Сево�
ран+И/Р — севоран и ишемия/реперфузия.



что все изменения активности обсуждаемого фермента
происходили за счет процесса фосфорилирования/де�
фосфорилирования.

Двадцатиминутная ишемия максимально активи�
ровала гликоген�синтетазы�киназы типа 3 бета, перево�
дя фермент в дефосфорилированную форму (рис. 3).
Подтверждают адекватность выбранной модели резуль�
таты, полученные у крыс группы 5. В данной группе де�
сятиминутная тотальная ишемия с последующей деся�
тиминутной реперфузией вызывала более чем
5�кратный рост содержания фосфорилированной фор�
мы гликоген�синтетазы�киназы типа 3 бета. Очевидно,
организм животного воспринимает десятиминутную
ишемию как «тренировочный» стимул. 

Тестируемые препараты также активировали про�
цесс фосфорилирования гликоген�синтетазы�киназы
типа 3�бета и по мере нарастания данного эффекта рас�
положились в следующем порядке: даларгин (145%;
p<0,05); севофлуран (200%; p<0,01), хлорид лития
(500%; p<0,01) (рис. 3).

Предварительное введение тестируемых препара�
тов действительно защищало нейроны мозга крыс от
последующей ишемии/реперфузии. Количество фос�
форилированной формы гликоген�синтетазы�киназы
типа 3 бета при ишемии/реперфузии на фоне предвари�
тельного введении даларгина уменьшалось на 71%
(p<0,05), но все�таки было отлично от «0», который был
зафиксирован при «чистой» ишемии (рис. 4).

Севофлуран оказался более эффективным препа�
ратом на модели тотальной ишемии головного мозга
крыс. Ишемия/реперфузия на фоне инсуффляции это�
го анестетика практически не вызывала изменений со�
держания фосфорилированной формы гликоген�синте�
тазы�киназы типа 3 бета по сравнению с контрольной
группой (рис. 4).

Еще более эффективным оказалось предваритель�
ное введение хлорида лития (рис. 4). Несмотря на то,
что животное было подвергнуто критической ишемии с
последующей реперфузией, количество фосфорилиро�
ванной формы гликоген�синтетазы�киназы типа 3 бета
превышало контрольный уровень в 2 раза (p<0,01). 

Обсуждение

Когда более двадцати лет назад нам удалось пока�
зать наличие у даларгина органопротекторных свойств
в отношении миокарда, печени и легких, был отмечен и
более слабый эффект в отношении головного мозга [6].
Данный феномен легко объясним, если вспомнить, что
гематоэнцефалический барьер (ГЭБ) практически не�
проницаем для веществ пептидной природы [15]. Но
это в норме, а при тяжелой патологии, особенно затра�
гивающей ЦНС, регулирующая роль ГЭБ нарушается и
проницаемость увеличивается [16]. Остановка кровооб�
ращения, на наш взгляд, может по праву расцениваться
как причина, вызывающая серьезные повреждения
ЦНС. Таким образом, с одной стороны, нами показано
наличие у даларгина защитного эффекта в отношении

гипоксического повреждения нейронов головного моз�
га крыс, с другой стороны — вряд ли стоит удивляться,
что из трех тестируемых препаратов эффект даларгина
оказался наименее выраженным. Ведь в отличие от ве�
ществ пептидной природы ГЭБ не создает проблем для
проникновения севофлурана и ионов лития. Возможно,
защитный эффект даларгина может оказаться более вы�
раженным в отношении других органов: миокарда, по�
чек и т. д.

В условиях прекондиционирования севофлураном
ишемия/реперфузия не вызывала значимых изменений
содержания фосфорилированной формы гликоген�син�
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Рис. 3. Изменение содержания фосфорилированной формы
гликоген=синтетазы=киназы типа 3 бета в гомогенатах мозга
крыс (в % от контроля) при  воздействии на интактных жи=
вотных ишемии; повреждающей ишемии, севорана, даларги=
на и хлорида лития (M±m).
Примечание. И/Р — хлоралгидрат и ишемия/реперфузия
(«Ишемия»); Ишемия 20 минут — («повреждающая ише�
мия»); Севоран; Даларгин; Li — хлорид лития.

Рис. 4. Изменение содержания фосфорилированной формы
гликоген=синтетазы=киназы типа 3 бета в гомогенатах мозга
крыс (в отн. ед) при различных воздействиях (M±m).
Примечание. И/Р — хлоралгидрат и ишемия/реперфузия; Се�
воран+И/Р — севоран и ишемия/реперфузия; Даларгин+И/Р
— даларгин и ишемия/реперфузия; Li+И/Р — хлорид лития и
ишемия/реперфузия.
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тетазы�киназы типа 3�бета. Таким образом, находит под�
тверждение гипотеза о целесообразности использования
севофлурана для защиты ЦНС от возможного гипокси�
ческого повреждения. Получив подобные данные в экс�
перименте, можно ожидать, что в клинике анестезия на
основе севофлурана сократит количество послеопераци�
онных когнитивных расстройств (формирование кото�
рых хотя бы отчасти связано с периоперационной ише�
мией головного мозга) и не исключено — уменьшит
летальность (за счет предотвращения или минимализа�
ции повреждений при инсультах) и повысит качество
жизни после операций (за счет снижения частоты разви�
тия послеоперационных постгипоксических энцефало�
патий). Это не столь маловероятно, как может показать�
ся на первый взгляд, тем более что уменьшение
послеоперационной летальности за счет снижения час�
тоты кардиологических осложнений было продемонст�
рировано в хирургии сердца [17] и в некардиальной хи�
рургии у пациентов группы высокого риска [18].
Анестезия на основе севофлурана в последнее время на�
ходит все больше приверженцев [19]. Доказательства
клинической значимости эффекта анестетического пре�
кондиционирования только повышают привлекатель�

ность обсуждаемой методики, тем более что реализация
концепции ИИПА не требует дополнительного исполь�
зования каких�либо препаратов. Эффект защиты от воз�
можной гипоксии достигается за счет применения ос�
новного анестетика как бы «в нагрузку». Правда,
«расплатой» за это является отказ от многих внутривен�
ных анестетиков и адъювантных препаратов, т.к. послед�
ние ослабляют или отменяют эффект анестетического
прекондиционирования. Последнего недостатка лише�
ны препараты, прямо активирующие процесс фосфори�
лирования гликоген�синтетазы�киназы типа 3�бета, в
нашем случае — ионы лития. Кроме того, и эффект от
введения хлорида лития среди тестируемых препаратов
оказался наиболее выраженным. В России существует
препарат Седалит (карбонат лития, «Фармстандарт»),
используемый в психиатрии, доказана безвредность его
многолетнего введения [20]. Таким образом, представля�
ется важным возможное начало клинических испыта�
ний эффективности солей лития для предупреждения и
лечения гипоксических повреждений ЦНС, а это весьма
представительная группа больных с инсультами, постги�
поксическими энцефалопатиями, травматическими по�
вреждениями вещества головного мозга и т. д. и т. п.
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