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Резюме 
Инфаркт головного мозга по ишемическому типу на сегодняшний день является одной из наибо-

лее приоритетных проблем здравоохранения. Несмотря на различие в вариантах течения ишемиче-
ского и ишемически-реперфузионного повреждения нервной ткани, в конечном счете процент ин-
валидизации напрямую зависит от эффективности воздействия на зону пенумбра. Применение 
дихолинсукцината (ДХС) — нейронального инсулин-сенситайзера является перспективным фарма-
кологическим методом лечения и профилактики последствий перенесенного инсульта. 

Цель исследования. Изучить влияние фармакологического прекондиционирования ДХС на ги-
бель клеток мозга в условиях экспериментального ишемического инсульта у крыс. 

Материалы и методы. Ишемический инсульт у крыс (n=16) моделировали введением вазокон-
стриктора эндотелина-1 (ET-1) в стриатум. Эффект фармакологического прекондиционирования с 
использованием ДХС как активного вещества оценивали, измеряя площадь инфаркта мозга в срезах 
мозга, окрашенных крезиловым фиолетовым. Влияние ДХС на показатели гликолиза и окислитель-
ного фосфорилирования в первичной культуре клеток мозжечка крысы оценивали, измеряя ско-
рость закисления внеклеточной среды и скорости поглощения кислорода, соответственно. 

Результаты. Курсовое введение ДХС в режиме прекондиционирования в течение 7 дней, один раз 
в день, в дозе 50 мг/кг per os снижает максимальную площадь зоны инфаркта мозга на 34% (p�0,05)
по сравнению с контролем в условиях последующего экспериментального ишемического инсульта, 
вызванного введением ET-1. Трехдневная инкубация первичной культуры мозжечка крыс с 50 мкМ 
ДХС не влияет на базовые уровни гликолиза (p=0,916) и дыхания в клетках (p=0,8346), но увеличивает 
гликолитический резерв клеток на 70,0% (p�0,0001) по сравнению с контролем.

Заключение. Впервые показан нейропротективный эффект фармакологического прекондицио-
нирования нейрональным инсулин-сенситайзером дихолинсукцинатом в условиях ишемического 
инсульта. Механизм действия ДХС связан с повышением гликолитического резерва клеток мозга, то 
есть с увеличением способности прекондиционированных клеток вырабатывать АТФ и лактат по-
средством гликолиза в условиях острого падения окислительного фосфорилирования. 
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Summary
Ischemic stroke is currently considered as one of the most pressing public health issues. Despite the differ-

ences in underlying mechanisms of ischemic and ischemic-reperfusion damage to the nervous tissue, the ul-
timate percentage of disability depends on intervention effects on the penumbra zone. The use of dicholine 
succinate (DCS), a neuronal insulin-sensitizer, is a promising pharmacological agent for management and 
prevention of stroke consequences. 

The aim of the study was to investigate the effect of pharmacological preconditioning with DCS on brain 
cell death in experimental ischemic stroke in rats. 

Materials and methods. Ischemic stroke in rats (N=16) was modeled by injecting the vasoconstrictor en-
dothelin-1 (ET-1) into the striatum. The effect of pharmacological preconditioning with DCS as the active sub-
stance was evaluated by measuring the area of brain infarction in brain sections stained with cresyl violet. The 
effect of DCS on glycolysis and oxidative phosphorylation in primary cultures of rat cerebellum cells was as-
sessed by measuring the rate of extracellular acidification and the rate of oxygen uptake, respectively. 

Results. DCS administration in the preconditioning mode for 7 days, once a day orally, at a dose of 50 mg/kg, 
reduces the maximum area of the brain infarction zone by 34% (P�0.05) compared to the control in the subse-
quent experimental ischemic stroke induced by ET-1 administration. Three-day incubation of rat cerebellum 
primary culture with 50 µM DCHS does not affect the basal levels of glycolysis (P=0.916) and cellular respiration 
(P=0.8346), but increases cellular glycolytic reserve by 70.0% (P�0.0001) compared to the control. 

Conclusion. For the first time, the neuroprotective effect of pharmacological preconditioning with the neu-
ronal insulin-sensitizer DCS in ischemic stroke has been shown. Mechanism of DCS action associates with an 
increase in the glycolytic reserve of brain cells, i.e., with increased ability of preconditioned cells to produce 
ATP and lactate via glycolysis in case of acutely compromised oxidative phosphorylation. 
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Введение 

Ишемический инсульт является основной 
причиной инвалидизации населения в России 
и остается третьей совокупной причиной смерти 
и инвалидности в мире [1]. Нарушение крово-
снабжения вследствие эмболии, тромба, или 
спазма сосудов мозга ведет последовательно к 
гипоксии, падению уровней АТФ и фосфокреа-
тина, аноксической деполяризации мембран 
нейронов, выбросу глутамата и развитию глу-
таматной эксайтотоксичности, а после раство-
рения сгустка к массовому образованию ак-
тивных форм кислорода и воспалительному 
ответу микроглии, что в совокупности ведет к 
гибели клеток мозга и формированию зоны 
некроза [2]. Несмотря на всю важность защиты 
нейронов в острейшем периоде инсульта, эта 

проблема до сих пор не имеет фармакологиче-
ского решения, а успешные доклинические экс-
периментальные испытания более чем 1000 ве-
ществ-кандидатов не привели к появлению 
нейропротекторов в клинической практике [3, 
4]. Успехи в этой области связаны с открытием 
эффекта ишемического прекондиционирова-
ния, когда кратковременный эпизод нелеталь-
ной ишемии снижает гибель клеток в после-
дующем ишемическом эпизоде [5, 6]. Защитное 
действие ишемического прекондиционирования 
включает адаптацию метаболизма клеток к 
условиям гипоксии, в частности повышение 
роли анаэробного гликолиза как источника 
АТФ и снижение активности энергопотребляю-
щих процессов  [7]. Центральную роль в адап-
тации к ишемии играет активация гипоксия-
индуцируемого фактора 1 (HIF-1), регулирую-
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щего транскрипцию более 700 генов, в том 
числе генов эритропоэтина (EPO), фактора роста 
эндотелия сосудов (VEGF), ферментов гликолиза 
и транспортера глюкозы GLUT1 [8, 9]. Альтер-
нативным активатором HIF-1 в условиях нор-
моксии является инсулин [10]. Так же, как и ги-
поксия, инсулин вызывает транскрипцию генов, 
в совокупности обеспечивающих адаптацию к 
гипоксии/ишемии, включая гены EPO, VEGF, 
GLUT1 и ферментов гликолиза  [11–16]. Кроме 
того, имеются также ограниченные данные о 
прекондиционирующем эффекте инсулина. Так, 
инсулин при интрацеребровентрикулярном вве-
дении снижал гибель нейронов гиппокампа 
СА3 у монгольских песчанок по сравнению с 
плацебо в последующем эпизоде кратковре-
менной церебральной ишемии  [17]. С учетом 
этих фактов прекондиционирование с исполь-
зованием средств, улучшающих инсулиновую 
сигнализацию в мозге, может представлять со-
бой новый подход к защите нейронов в условиях 
ишемического инсульта.  

Дихолинсукцинат (ДХС) представляет собой 
соль холина и янтарной кислоты (рис. 1, a) и
проявляет свойства нейронального инсулин-
сенситайзера, обладая способностью повышать 
фосфорилирование инсулинового рецептора в 
нейронах в ответ на низкие субоптимальные 
концентрации инсулина [18]. ДХС препятствует 
снижению когнитивной функции у крыс в усло-
виях экспериментальной хронической цереб-
ральной гипоперфузии [18, 19]. Предварительное 
введение ДХС значимо снижает скорость паде-
ния макроэргов АТФ и фосфокреатина в мозге 
в последующем эпизоде глобальной ишемии, 
что было показано с использованием метода 
31Р ЯМР in vivo [20]. Однако, вопрос, может ли
ДХС снижать гибель клеток мозга в условиях 
ишемического инсульта при введении в режиме 
прекондиционирования, остается открытым.  

Цель исследования — изучить влияние 
фармакологического прекондиционирования 
с использованием ДХС как активного вещества 
на гибель клеток мозга в условиях экспери-
ментального ишемического инсульта у крыс.  

Материал и методы 
В исследовании применяли материалы Sigma-

Aldrich (Merck, США). 
Моделирование ишемического инсульта. Ис-

следования проводили на крысах–самцах линии Ви-
стар, средняя масса 200–250 г, полученных из филиала 
«Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России, Москов-
ская обл. Животные получали стандартный комби-
корм гранулированный полнорационный для лабо-
раторных животных (экструдированный) ПК-120 
ГОСТ Р 51849-2001 Р.5. Водопроводную очищенную 
воду всем животным давали ad libitum. Животных

содержали в контролируемых условиях окружающей 
среды при температуре воздуха 18–22°С, относитель-
ной влажности 60–70% и искусственном освещении 
с циклом 12/12. Исследования проводили в соответ-
ствии с «Принципами надлежащей лабораторной 
практики (GLP)», Решением Коллегии Евразийской 
экономической комиссии от 26.11.2019 г. № 202 «Об 
утверждении Руководства по доклиническим иссле-
дованиям безопасности в целях проведения клини-
ческих исследований и регистрации лекарственных 
препаратов». Все эксперименты были одобрены био-
этической комиссией ФГБУН НЦБМТ ФМБА России 
(Протокол № 8 от 06.02.2024).  

16 животных разделили на две группы. Первая 
группа получала физ. раствор (контроль), а вторая 
ДХС в дозе 50 мг/кг в 1 мл воды per os через желу-
дочный зонд в течение 7 дней до индукции инсульта. 
Через сутки после последнего введения физ. раствора 
или ДХС крыс анестезировали 2,0% изофлурана в 
смеси закиси азота/кислорода в соотношении 70/30 
по объему, помещали на стереотаксическую раму и 
поддерживали на анестезию 1–1,5% изофлурана в 
течение оставшейся части процедуры. Ректальный 
зонд контролировал температуру тела, нормотермию 
поддерживали подогреваемым одеялом. В черепе 
просверливали небольшое отверстие. Чтобы вызвать 
ишемическое повреждение мозга, 1 мкл физиоло-
гического раствора, содержащего 25 пмоль эндоте-
лина-1 (ET-1), вводили в левый стриатум в течение 
2  мин с помощью стеклянной капиллярной иглы 
(кончик �50 мкм). Для стереотаксических инъекций 
использовали следующие координаты: кпереди от 
Брегмы +1,0 мм, латерально +3,0 мм и +4,5 мм в 
глубину от поверхности мозга. Через 24 ч после вве-
дения ET-1 крыс подвергали глубокой анестезии и 
транскардиальной перфузии гепаринизированным 
физ. раствором с последующей фиксацией раствором 
формалина. Мозг быстро извлекали и замораживали 
в изопентане, охлажденном на сухом льду. Стриатум 
пошагово разделяли на секции на криостате (секции 
толщиной 20 мкм) с интервалом 80 мкм. Все срезы 
окрашивали крезиловым фиолетовым. Площадь 
максимальной зоны инфаркта регистрировали. 

Культура клеток мозжечка. Мозжечок 5–7 днев-
ных крыс линии Wistar, помещали в холодный раствор 
HBSS в/o Ca2+/Mg2+ с добавлением 1 mM пирувата 
натрия, 10 mM Hepes, измельчали и инкубировали в 
0,5% растворе трипсин-HBSS в/o Ca2+/Mg2+ в течение 
15 мин при 37°С. Полученную суспензию клеток от-
мывали дважды холодным раствором HBSS и цен-
трифугировали при 1700 об/мин в течение 3 мин 
при +4°С. Осадок ресуспендировали в стандартной 
среде Neurobasal Medium с добавками: B-27 Supplement 
(50X), 2 mM GlutaMax, 20 mM KCl, 100 units/mL пени-
цилина, 100 µ/mL стрептомицина. Клетки засевали 
в концентрации 1×105 клеток на лунку на стандартный 
24-луночный планшет Seahorse XF 24, предварительно 
покрытый полиэтиленимином, культивировали при 
37°С в присутствии 5% СО₂. Начиная с 7-х сут инку-
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бации в образцы клеток исследуемой группы добав-
ляли 50 µМ ДХС или буфер (контроль), раз в день 
три дня подряд. Через 24 ч после последнего добав-
ления ДХС или буфера проводили анализ метабо-
лической активности клеток с использованием ана-
лизатора Seahorse XF 24 (Agilent Technologies) в соот-
ветствии с инструкцией производителя.  

 Оценка метаболической активности. Для оцен-
ки гликолитической активности клеток использовали 
стандартный протокол гликолитического стресс-
теста (Seahorse glycolytic stress test, Aglient technologies). 
Клетки предварительно дважды промывали 500 мкл 
Ng-буфера (рН 7,4, 0,4 мМ NaH₂PO₄, 3,5 мМ KCl, 120 мМ 
NaCl, 5 мМ HEPES, GlutaMAX, 1,3 мМ CaCl₂, 1  мМ 
MgCl₂, 2 мМ пирувата натрия), затем инкубировали 
с 500 мкл Ng-буфера в течение 40 мин в термостате 
при 37°С без СО₂, после чего определяли скорость 

закисления внеклеточной среды (extracellular acidi-
fication rate, ECAR) в соответствии с инструкцией 
производителя. Базовый уровень гликолиза (G, gly-
colysis), гликолитическую емкость (GC, glycolytic ca-
pacity), гликолитический резерв (GR, glycolytic reserve) 
и не связанное с гликолизом закисление среды (NA, 
non-glycolytic acidification) при последовательном до-
бавлении глюкозы, олигомицина и 2-деоксиглюко-
зы (2-ДГ) определяли как показано на рис. 1, b.

Для оценки окислительного фосфорилирования 
использовали стандартный протокол митохондри-
ального стресс-теста (Seahorse Mito-stress test, Aglient 
technologies). Клетки предварительно дважды про-
мывали 500 мкл Nm-буфера (рН 7,4, 0,4 мМ NaH₂PO₄, 
3,5 мМ KCl, 120 мМ NaCl, 5 мМ HEPES, GlutaMAX, 
1,3 мМ CaCl₂, 1 мМ MgCl₂, 10 мМ глюкозы), затем ин-
кубировали с 500 мкл Nm-буфера в течение 40 мин в 
термостате при 37°С без СО₂, после чего определяли 
скорость поглощения кислорода (oxygen consumption 
rate, OCR) в соответствии с инструкцией производи-
теля. Базовый уровень дыхания (BR, basal respiration), 
максимальный уровень дыхания (MR, maximal respi-
ration), производство АТФ (ATP) и резервную дыха-
тельную емкость (SC, spare capacity) при последова-
тельном добавлении олигомицина, протонофора 
FCCP и антимицина А с ротеноном определяли как 
показано на рис. 1, с.

Данные OCR и ECAR нормализовали по ДНК. 
Для этого ДНК выделяли из клеток по стандартному 
протоколу The ReliaPrep™ gDNA Tissue (Promega) и 
определяли количественно с использованием набора 
для флуоресцентного окрашивания QuantiFluor® 
dsDNA (Promega).  

Статистический анализ проводили с помощью 
непарного двустороннего t-критерия Стьюдента, двух-
факторного дисперсионного анализа (two-way ANOVA) 
с апостериорным тестом Сидака (Sidak’s test) для мно-
жественных сравнений между группами с использо-
ванием программного обеспечения GraphPad 
Prism v.8.3.0 («San Diego», США). Критерий Шапиро–Уил-
ка применяли для выбора параметрических или не-
параметрических методов статистического анализа. 
Использовали следующие обозначения: М — среднее; 
m — стандартная ошибка; n —объем выборки; р — 
достигнутый уровень значимости. Различия считали 
статистически значимыми при p�0,05.

Результаты  
Для того, чтобы выяснить может ли фар-

макологическое прекондиционирование с ис-
пользованием ДХС как активного вещества вли-
ять на размеры зоны инфаркта мозга при после-
дующем эпизоде ишемии, крысам-самцам Ви-
стар вводили per os ДХС или физ. раствор один
раз в день в течение 7 дней, а через 24 ч после 
последнего введения индуцировали ишемиче-
ский инсульт инъекцией вазоконстриктора ET-1 
в стриатум и определяли размеры зоны ин-
фаркта в срезах мозга, полученных через 24 ч 

Рис. 1.  Схема оценки влияния ДХС (a) на показатели 
гликолиза в гликолитическом стресс-тесте (b) и показа-
тели окислительного метаболизма в митохондриальном 
стресс-тесте (c).
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после индукции инсульта (рис. 2). Сравнение 
средних значений максимальных площадей 
зоны инфаркта показало, что ДХС статистически 
значимо снижает максимальную площадь зоны 
на 34% (p�0,05) по сравнению с контролем.

В совокупности, полученные результаты 
показывают, что введение ДХС в режиме пре-
кондиционирования может снижать гибель кле-
ток мозга при последующем эпизоде ишемии.  

Для того, чтобы выяснить связан ли ней-
ропротективный эффект прекондиционирова-
ния ДХС с его воздействием на метаболизм и, в 
частности, на показатели гликолиза в клетках 
мозга, первичную культуру клеток мозжечка 
крыс инкубировали в течение 3-х сут в присут-
ствии ДХС или без него (контроль), после чего 
измеряли скорость закисления внеклеточной 
среды (ECAR) в присутствии добавок (рис. 3, a).

Выраженные в единицах ECAR такие по-
казатели гликолиза, как базовый уровень гли-
колиза (G), гликолитическая емкость (GC), гли-
колитический резерв (GR) и не связанное с гли-
колизом закисление среды (NA) представили 
на рис. 3, b. Посредством двухфакторного ана-
лиза ANOVA выявили наличие статистически 
значимых отличий между группами по фактору 
«показатель гликолиза» (F3,157=157,0; p�0,0001)
и фактору «ДХС/контроль» (F1,157=52,28; p�0,0001).
Используя апостериорный тест Сидака пока-
зали, что ДХС статистически значимо увеличил 
на 50,5% гликолитическую емкость (p�0,0001)
и на 70,0% гликолитический резерв клеток 
(p�0,0001) по сравнению с контролем, но не
влиял на базовые уровни гликолиза (р=0,916)
и на не связанное с гликолизом закисление 
среды (р=0,699).

Для того, чтобы выяснить влияет ли ДХС 
на окислительное фосфорилирование в клетках 
мозга, первичную культуру клеток мозжечка 
крыс инкубировали в течение 3-х сут в присут-
ствии ДХС или без него (контроль), после чего 
измеряли скорость поглощения кислорода (OCR) 
в присутствии добавок (рис. 3, c). Выраженные
в единицах OCR такие показатели окислитель-
ного метаболизма, как базовый уровень дыхания 
(BR), максимальный уровень дыхания (MR), про-
изводство АТФ (ATP) и резервная дыхательная 
емкость (SC) представили на рис. 3, d. Посред-
ством двухфакторного анализа ANOVA выявили 
наличие статистически значимых отличий между 
группами по фактору «показатель окислитель-
ного метаболизма» (F3,208=249,0; p�0,0001) и фак-
тору «ДХС/контроль» (F1,208=17,28; p�0,0001). Ис-
пользуя апостериорный тест Сидака показали, 
что ДХС статистически значимо снизил на 19,4% 
максимальный уровень дыхания (p=0,0006) и на 
18,7% резервную дыхательную емкость (p=0,014)
по сравнению с контролем, но не влиял на ба-

зовый уровень дыхания (p=0,8346) и на про-
изводство АТФ (p=0,9596).

В совокупности эти результаты показывают, 
что фармакологическое прекондиционирование 

Рис. 2.  Эффекты фармакологического прекондициони-
рования с использованием ДХС как активного вещества 
на площадь и объем зоны инфаркта мозга крыс в условиях 
инсульта, вызванного введением вазоконстриктора ET-1. 
Примечание. a — расписание эксперимента; b — средние
площади максимальной зоны инфаркта, мм²; c — репре-
зентативные гистологические изображения срезов мозга, 
окраска крезиловый фиолетовый. Результаты представили, 
как M±m (n=8). * — p�0,05.
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с использованием ДХС повышает способность 
клеток мозга увеличивать скорость анаэробного 
превращения глюкозы в лактат в условиях ост-
рого дефицита окислительного фосфорилиро-
вания, не влияя на базовые показатели глико-
лиза и окислительного метаболизма. 

Обсуждение 
Фармакологическое прекондиционирова-

ние рассматривается как альтернативный ги-
поксическому прекондиционированию подход 
к защите клеток мозга в условиях ишемии. В 
качестве кандидатов на роль фармакологиче-
ских средств, обладающих подобным эффектом, 
исследовались соединения разных классов, в 
том числе фактор роста эритропоэтин, летучие 
анестетики (изофлуран), селективный откры-
ватель митохондриальных калиевых каналов 

диазоксид, хелатор железа дефероксамин, 
опиоиды [21] и инсулин [17]. В настоящей работе 
показали, что средства, улучшающие чувстви-
тельность к инсулину (инсулин-сенситайзеры), 
также могут рассматриваться как потенциаль-
ные нейропротекторы при их использовании в 
режиме прекондиционирования.  

Дихолина сукцинат, нейрональный инсу-
лин-сенситайзер, входит в качестве активного 
вещества в состав препарата для лечения ише-
мического инсульта в раннем восстановитель-
ном периоде [22, 23]. В настоящем исследовании 
впервые продемонстрировали, что введение 
ДХС здоровым животным в режиме преконди-
ционирования является эффективным способом 
снижения размера зоны инфаркта мозга, воз-
никающего при последующем эпизоде острого 
нарушения мозгового кровообращения.  

Рис. 3.  Влияние ДХС на показатели гликолиза и окислительного метаболизма в первичной культуре клеток мозжечка 
крыс по данным анализа Seahorse. 
Примечание. a — скорость закисления внеклеточной среды (ECAR) в присутствии добавок глюкозы, олигомицина и
2-деоксиглюкозы (2-ДГ); b — показатели гликолиза — базовый уровень гликолиза (G), гликолитическая емкость (GC),
гликолитический резерв (GR) и не связанное с гликолизом закисление среды (NA); c — скорость поглощения кислорода 
(OCR) клетками в присутствии добавок олигомицина, протонофора FCCP, а также ротенона и антимицина А, ингибиторов 
митохондриальных комплексов I и III, соответственно; d — показатели окислительного метаболизма — базовый уровень 
дыхания (BR), максимальный уровень дыхания (MR), производство АТФ (ATP) и резервная дыхательная емкость (SC). Ре-
зультаты представили, как M±m (n=15–30). ** — p�0,01; **** — p�0,0001; ns — незначимо. 
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Механизм прекондиционирующего дей-
ствия ДХС может быть связан с его метаболиче-
скими эффектами. Хотя ДХС не влиял на базовые 
показатели гликолиза и окислительного фос-
форилирования в первичной культуре клеток, 
он статистически значимо на 70% повышал гли-
колитический резерв, то есть способность клеток 
производить АТФ в условиях острого падения 
окислительного метаболизма. Этот эффект по-
видимому лежит в основе нейропротективного 
действия ДХС и позволяет объяснить результаты 
раннего исследования, когда введение ДХС кры-
сам Вистар в таком-же точно режиме прекон-
диционирования значимо замедляло скорость 
падения содержания макроэргов АТФ и фос-
фокреатина в мозге при последующем эпизоде 
глобальной ишемии, вызванной остановкой 
сердца, [19]. Кроме того, защитный эффект ДХС 
может быть связан с повышением способности 
клеток производить лактат в свете того, что 
лактат обладает свойствами нейропротектора в 
условиях церебральной ишемии [24–27].  

Снижение показателей максимального ды-
хания в прекондиционированных клетках мозга 

в среднем на 19,4%, по-видимому, также можно 
отнести к защитным эффектам ДХС, так как 
появление активных метаболитов кислорода, 
известных повреждающих факторов инсуль-
та [28], прямо связано с повышенным потреб-
лением кислорода в фазе реперфузии.  

Заключение 
В настоящей работе впервые показали 

нейропротективный эффект фармакологиче-
ского прекондиционирования нейрональным 
инсулин-сенситайзером дихолинсукцинатом в 
условиях ишемического инсульта. Выявили, 
что ДХС при профилактическом введении сни-
жает размеры зоны инфаркта мозга в после-
дующем эпизоде ишемии у крыс, вызванном 
введением вазоконстриктора эндотелина-1 в 
стриатум. Механизм действия ДХС связан с по-
вышением гликолитического резерва клеток 
мозга, то есть повышением способности клеток, 
прекондиционированных ДХС, увеличивать 
выработку АТФ и лактата посредством глико-
лиза в условиях острого снижения окисли-
тельного фосфорилирования.
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