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Резюме 
Высокая частота послеоперационных когнитивных нарушений при кардиохирургических опера-

циях у детей обуславливает поиск новых стратегий нейропротекции. 
Цель исследования. Установить влияние гипоксии и интерлейкина-6 (ИЛ-6) на экспрессию клау-

дина-5, окклюдина-1, рецепторов ИЛ-1 и ИЛ-6 в клетках нейроваскулярной единицы (НВЕ). 
Материалы и методы. В исследовании in vitro сформировали клеточную модель НВЕ, состоя-

щую из нейронов, астроцитов и эндотелиоцитов. Провели культивирование НВЕ в условиях нор-
моксии и гипоксии с содержанием кислорода в среде 15, 10, 7 и 5%, а также с добавлением сыво-
ротки больных из групп с максимальной и минимальной концентрацией ИЛ-6. Инкубацию клеток 
проводили в режиме нормотермии в течение 30 мин с дальнейшей оценкой экспрессии маркеров 
повреждения клеток НВЕ. 

Результаты. Уменьшение интенсивности флюоресценции для клаудина-5 наступало при 10% кис-
лорода в среде (15,2 vs 34,3 в контрольной группе (р=0,0105)) и менее. На окклюдин-1 гипоксия не ока-
зала влияния. Увеличение флюоресценции для экспрессии рецепторов интерлейкина-1 отметили 
при 7 и 5% кислорода (соответственно 12,2 и 12,9 vs 9,9 в контрольной группе, р=0,0105), но гипоксия 
не повлияла на экспрессию рецепторов интерлейкина-6. В группе с нормоксией и во всех группах с 
гипоксией добавление сыворотки пациентов значимо влияло на экспрессию исследуемых маркеров, 
гипоксия потенцировала данные эффекты. Добавление сыворотки с максимальным содержанием 
ИЛ-6 приводило к наибольшему снижению интенсивности флюоресценции маркеров. 

Заключение. Воздействие ИЛ-6 оказало более выраженное действие на экспрессию исследуемых 
маркеров в клетках НВЕ, чем гипоксия. Гипоксия с концентрацией кислорода в среде до 10% не обла-
дала действием на экспрессию маркеров. 
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Summary 
The high incidence of postoperative cognitive dysfunction in children undergoing cardiac surgery under-

scores the urgent need for effective neuroprotective strategies. 
Aim. To examine the effects of hypoxia and interleukin-6 (IL-6) on the expression of claudin-5, occludin-1, 

and interleukin-1 (IL-1) and IL-6 receptors in neurovascular unit (NVU) cells. 
Materials and methods. An in vitro NVU model comprising neurons, astrocytes, and endothelial cells was 

established. The cells were cultured under normoxic and hypoxic conditions with oxygen concentrations of 
15%, 10%, 7%, and 5%. The cultures were also treated with patient-derived sera containing high or low levels 
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of IL-6. All incubations were conducted under normothermic conditions for 30 minutes. Injury marker ex-
pression was then assessed using fluorescence analysis. 

Results. Significant reductions in claudin-5 fluorescence intensity were observed at oxygen levels of 10% 
and below (15.2 vs. 34.3 in controls, P=0.0105). Hypoxia did not affect occludin-1 expression. IL-1 receptor flu-
orescence intensity increased under 7% and 5% oxygen conditions (12.2 and 12.9 versus 9.9 in the control 
group, P=0.0105), while IL-6 receptor expression remained unchanged. In both normoxic and hypoxic condi-
tions, adding patient sera significantly altered marker expression; hypoxia enhanced these effects. Sera with 
the highest IL-6 levels induced the most pronounced reduction in injury marker fluorescence. 

Conclusion. IL-6 had a more significant impact on injury marker expression in NVU cells than hypoxia 
did. Hypoxic conditions with oxygen concentrations down to 10% did not affect marker expression. 
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Введение 

Современные достижения кардиохирургии 
и кардиоанестезиологии достигли такого уров-
ня, что при проведении хирургических операций 
необходимо учитывать сохранение не только 
жизненно важных функций пациента, но и ка-
чества его жизни. Когнитивные функции играют 
важную роль в этом контексте, и требуется при-
ложить все усилия для их поддержания на уров-
не, существовавшем до операции. Однако мно-
гочисленные исследования показывают, что 
кардиохирургические операции у  детей часто 
связаны с высоким риском послеоперационных 
когнитивных нарушений. Послеоперационный 
делирий (ПОД) фиксируется в  40–65% случа-
ев [1–4]. Это состояние значительно увеличивает 
время пребывания пациента в  отделении ин-
тенсивной терапии из-за нарастания потреб-
ности в механической вентиляции, седативных 
препаратах и других вмешательствах [1, 5]. В ре-
зультате увеличивается продолжительность 
госпитализации и летальность [6]. Более того, 
негативное влияние ПОД не ограничивается 
только этими эффектами, так как было уста-
новлено, что он имеет долгосрочные послед-
ствия, снижающие когнитивные способности 
ребенка в  течение нескольких месяцев после 
операции. Подобные долгосрочные последствия 
могут возникать не только из-за ПОД, но и вслед-
ствие любых церебральных повреждений, про-
исходящих во время операции [7, 8]. 

 Существуют данные о негативных поведен-
ческих изменениях у детей, перенесших эпизод 
послеоперационного делирия. Эти изменения 
могут проявляться в виде проблем с концентра-
цией внимания, эмоциональной нестабильности 
и  трудностей в  социальных взаимодействиях. 
Исследования показывают, что такие дети могут 
сталкиваться с долгосрочными последствиями, 

влияющими на их психоэмоциональное состояние 
и качество жизни [9]. Это приводит к трудностям 
использования уже приобретенных навыков, 
а также к проблемам в освоении новой инфор-
мации, что особенно актуально для детей до-
школьного возраста  [10, 11]. Развитие делирия 
у детей приводит к увеличению как медицинских, 
так и финансовых затрат [12].  

При рассмотрении причин высокой часто-
ты когнитивных нарушений после хирургиче-
ской коррекции врожденных пороков сердца 
у детей следует учитывать, что кардиохирурги-
ческие вмешательства включают множество 
патологических факторов, оказывающих нега-
тивное воздействие на мозг и вызывающих це-
ребральные повреждения. К  таким факторам 
относятся влияние анестетиков, которые спо-
собны вызывать апоптоз нейронов и нарушать 
синаптическую пластичность, что в свою оче-
редь может приводить к  когнитивным нару-
шениям. Кроме того, следует учитывать воз-
можные эпизоды гипоксии и нестабильной ге-
модинамики, применение симпатомиметических 
препаратов и  длительность операции, что ха-
рактерно, но не уникально для данного типа 
вмешательств [13–15].  

Особенностью же кардиохирургических 
операций является частое использование ис-
кусственного кровообращения (ИК). Эффекты, 
связанные с ИК и создающие риски церебраль-
ного повреждения, включают микроэмболию, 
ламинарный поток крови и  циркуляторный 
арест. И даже гипотермия, которая очень часто 
применяется в детской кардиохирургии по раз-
личным причинам, может иметь как защитные 
свойства для головного мозга, так и негативные, 
как, например, изменение реологических свойств 
крови и нарушения микроциркуляции, а также 
инициацию нейровоспаления посредством ак-
тивации CIRBP (Cold-inducible RNA-binding pro-

Экспериментальные исследования
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tein) [16–18]. Эти факторы требуют 
особого внимания и тщательного 
контроля для минимизации риска 
повреждения мозга. 

Функционирование клеток 
мозга осуществляется посредством 
взаимодействия структур комплек-
са: сосудов и астроцитов, образую-
щих гематоэнцефалический барьер, 
и нейронов (рис. 1). Данный ком-
плекс носит название нейроваску-
лярной единицы (НВЕ). Под дей-
ствием прямых деструктивных 
факторов и системного воспаления 
в мозге происходит разрушение ге-
матоэнцефалического барьера и  поступление 
через него в НВЕ системных цитокинов, которые 
усиливают возникшее нейровоспаление и  на-
рушают функционирование НВЕ через различ-
ные механизмы. В  частности, интерлейкин-1β 
способен вызывать дисфункцию глимфатической 
системы, взаимодействуя с астроцитами, и тем 
самым нарушать выведение токсинов, что усу-
губляет цикл нейровоспаления [19–23]. 

Таким образом, интерлейкин-1β способен 
выступать в качестве маркера развития воспа-
ления. Два других потенциальных маркера  — 
это клаудин-5 и окклюдин-1, которые являются 
белками плотных контактов гематоэнцефали-
ческого барьера и  их исследование отражает 
состояние данной структуры. Так как много-
численные исследования доказали корреляцию 
между концентрацией данных маркеров в крови 
и клинической картиной повреждения голов-
ного мозга, а также есть данные, что клаудин-5 
и окклюдин-1 участвуют в процессе воспаления, 
то существует возмож-
ность их использования 
для оценки состояния 
НВЕ [24–26]. 

Исходя из вышеопи-
санного можно заклю-
чить, что существует со-
четание прямых повреж-
дающих факторов и тех, 
которые действуют кос-
венно, через системное 
воспаление, приводящее 
к  последующей гибели 
НВЕ (рис. 2). В этом кон-
тексте применение лю-
бых методик, направлен-
ных на ограничение си-
стемного воспалитель-
ного ответа (СВО) у детей, 
которым проводится кор-
рекция ВПС, представ-
ляет особый интерес. Од-

ним из возможных подходов является ограничение 
использования донорских компонентов крови 
в  течение интраоперационного и  послеопера-
ционного периода. Эта концепция особенно кри-
тична для педиатрических пациентов, поскольку 
трансфузии в кардиохирургии часто проводятся 
профилактически для предотвращения избыточ-
ной гемодилюции, возникающей из-за несоот-
ветствия между объемом циркулирующей крови 
ребенка и объемом, необходимым для подготовки 
системы ИК [21]. 

Однако исследования показали, что до-
норские компоненты крови сами по себе могут 
быть источником СВО [27, 28]. Тем не менее, не-
смотря на сложность этой проблемы, донорские 
компоненты крови при ИК используются не 
путем системного регулирования, а  по усмот-
рению анестезиолога или перфузиолога. 

В настоящее время в педиатрической прак-
тике преобладает рестриктивная стратегия 
трансфузий из-за многочисленных рисков. Эти 

Рис. 1. Схема строения нейроваскулярной единицы (рисунок авторов).

Рис. 2. Схема воздействия патологических факторов на нейроваскулярную единицу 
во время кардиохирургических вмешательств (рисунок авторов).
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риски включают возможность развития ин-
фекций, острых гемолитических реакций, ме-
таболических осложнений в виде гиперкалие-
мии или гипокальциемии, аллергических ре-
акций, а  также синдромов перегрузки крово-
обращения, ассоциированной с  трансфузией 
(TACO), и острого легочного повреждения, свя-
занного с  трансфузией (TRALI). Тем не менее, 
в  кардиохирургии трансфузия по-прежнему 
широко используется из-за опасений ослож-
нений гемодилюции в период экстракорпораль-
ного кровообращения [29–31]. Следовательно, 
актуальным остается вопрос: что оказывает 
больший деструктивный эффект на НВЕ — ги-
поксия, вызванная гемодилюцией, или же си-
стемное воспаление, как результат применения 
компонентов донорской крови. 

Цель экспериментального исследования —
установление влияния гипоксии и  интерлей-
кина-6 (ИЛ-6) на экспрессию клаудина-5, ок-
клюдина-1, рецепторов ИЛ-1 и ИЛ-6 в клетках 
нейроваскулярной единицы. 

Материал и методы 
В лаборатории КрасГМУ разработали модель 

повреждения головного мозга при кардиохирурги-
ческих операциях на основе клеточной модели НВЕ, 
которую культивировали в  условиях, аналогичных 
интраоперационным. Посредством реализации сле-
дующих этапов на базе КрасГМУ провели экспери-
ментальное исследование. 

1. Получение первичных культур клеток го-
ловного мозга in vitro. 

Процесс получения первичных культур клеток 
головного in vitro и формирование эксперименталь-
ных групп подробно описали в раннее опубликованной 
работе [32]. Индикатором степени выраженности си-
стемного воспаления выступила концентрация ин-
терлейкина-6 (ИЛ-6) в сыворотке крови пациентов. 

2. Формирование экспериментальных групп. 
Для определения эффектов ИЛ-6 на клеточную 

модель НВЕ in vitro в культуральную среду добавляли 
образцы сыворотки с минимальной и максимальной 
концентрацией ИЛ-6. Это позволило моделировать 
воздействие системного воспаления различной вы-
раженности. 

Сформировали группы с зависимости от кон-
центрации ИЛ-6 в образце. 

1. Группа «Контроль» — интактная модель НВЕ. 
2. Группа «Минимум» — образцы с минималь-

ным содержанием ИЛ-6 в культуре. 
3. Группа «Максимум» — образцы с максималь-

ным содержанием ИЛ-6 в культуре. 
В соответствии с условиями гипоксической ин-

кубации НВЕ сформировали группы: 
1. Контрольная — стандартные условия куль-

тивирования: N₂ — 75%, O₂ — 20%, CO₂ — 5%. 
2. Гипоксия 1: N₂ — 80%, O₂ — 15%, CO₂ — 5%. 

3. Гипоксия 2: N₂ — 85%, O₂ — 10%, CO₂ — 5%. 
4. Гипоксия 3: N₂ — 88%, O₂ — 7%, CO₂ — 5%. 
5. Гипоксия 4: N₂ — 90%, O₂ — 5%, CO₂ — 5%. 
Инкубацию проводили при 37°С. Длительность 

воздействия гипоксией составила 30 мин. 
Число повторностей в каждой группе составило 5. 
На данном этапе исследования оценили воз-

действия сыворотки с высоким и низким содержа-
нием ИЛ-6, а также различных кислородных условий 
на следующие параметры: экспрессия белков плот-
ных контактов (клаудин 5, ZO-1), экспрессия рецеп-
торов и  концентрация в  культуральной жидкости 
цитокинов (IL-1, IL-6). 

3. Иммуноцитохимические исследования. 
Для регистрации целевых молекул-маркеров 

использовали метод двойного непрямого иммуно-
цитохимического окрашивания согласно протоколу 
фирмы-изготовителя антител. Использовали пер-
вичные антитела к  клаудину-5 (Claudin 5) (AF0130, 
Affinity Biosciences), окклюдину-1 (ZO1) (AF5145, Affinity 
Biosciences), Interleukin 1 Receptor Type I (PAA066Ra01, 
Cloud-Clone Corp), Interleukin 6 Receptor (DF2530, 
Affinity Biosciences). Технология исследования более 
подробно описана в другом нашем исследовании [32]. 

Статистический анализ. 
Данные обрабатывали статистически c помощью 

программы BioStat Pro 5.9.8 и представили в тексте, 
таблицах в виде медианы (Me), верхнего (Q1) и нижнего 
(Q3) квартилей, так как большинство данных имело 
характер распределения, отличный от нормального 
(критерий Шапиро–Уилка, р�0,05). Количественные 
переменные сравнивали с использованием односто-
роннего критерия Манна–Уитни. Статистически 
значимыми считали различия при р�0,05. Для вы-
явления значимых отличий в нескольких независимых 
группах применяли критерий Краскела–Уоллеса. Для 
попарного сравнения групп использовали критерий 
Манна–Уитни с применением поправки Бонферрони. 
С учетом поправки Бонферрони на множественные 
сравнения, критический уровень значимости рав-
нялся 0,0125, так как для выявления влияния гипо-
ксии на НВЕ сравнивали 4 исследуемых группы с одной 
контрольной. Для выявления влияния ИЛ-6 на НВЕ 
сравнили между собой группы с максимальным и ми-
нимальным содержанием ИЛ-6, с  учетом поправки 
Бонферрони на множественные сравнения, крити-
ческий уровень значимости был равен 0,017. 

Результаты и обсуждение 
При воздействии гипоксии отметили 

уменьшение интенсивности флюоресценции 
клаудина-5 с 34,3 у. е. до 27,0 у. е. Статистически 
значимым снижение было в группах с гипоксией 
10% (р=0,0105), 7% (р=0,0105) и  5% (р=0,0105) 
(табл. 1). 

Воздействие гипоксии с  концентрацией 
кислорода 15% не вызвало значимого снижения 
экспрессии клаудина-5. При этом одновременное 
воздействие гипоксии и ИЛ-6 вызвало умень-



36 w w w . r e a n i m a t o l o g y . c o m G E N E R A L  R E A N I M AT O L O G Y,  2 0 2 5 ,  2 1 ;  3

Experimental  Studies

шение интенсивности флюоресценции 
в  подгруппе с  минимальным содер-
жанием ИЛ-6 (р=0,0043). При попарном 
сравнении выявили, что интенсив-
ность флюоресценции клаудина-5 
была ниже в  группе с  гипоксией 2 
(р=0,0105), гипоксией 3 (р=0,0105) и ги-
поксией 4 (р=0,0105) относительно 
группы с нормокосией. 

Также необходимо отдельно об-
ратить внимание, что максимальное 
уменьшение изучаемого показателя 
наблюдали в группе «Максимум», даже 
в условиях нормоксии (р=0,0105). При 
гипоксическом воздействии не про-
изошло дальнейшего уменьшения ин-
тенсивности флюоресценции (р=0,0734). 
Одновременно с  этим, в  присутствии 
ИЛ-6 с минимальной концентрацией, 
отметили динамическое изменение ин-
тенсивности флюоресценции при уси-
лении гипоксических воздействий 
(р=0,043). 

Особый интерес представляет 
сравнение интенсивности флюорес-
ценции клаудина-5 между группами 
с минимальным и максимальным со-
держанием ИЛ-6 в культуре и группой 
с  концентрацией кислорода в  среде 
5%. Анализ выявил, что статистически 
значимых отличий между группой 
с минимальным ИЛ-6 и группой с ги-
поксией (13,0  [11,5–13,6] у. е. vs 
13,5 [11,2–15,8] у. е. (р=0,5637)) не было, 
однако интенсивность флюоресцен-
ции клаудина-5 была значимо ниже 
в группе с высоким содержанием ИЛ-6 
относительно группы с  гипоксией 
(13  [11,5–13,6] у. е. vs 3,6  [3,3–3,8] 
(р=0,0105)). Таким образом, можно го-
ворить о  том, что гипоксия с  мини-
мальным содержанием кислорода 
в среде, равна по своим эффектам на 
выработку клаудина-5 воздействию 
низких концентраций ИЛ-6. Однако, 
высокая концентрация ИЛ-6, а значит 
и  уровень СВО, превосходила гипо-
ксию по своим эффектам на НВЕ. 

Поэтому можно считать, что влия-
ние ИЛ-6 было более выражено, чем 
влияние гипоксии. То есть, более вы-
сокое содержание ИЛ-6 приводило 
к максимально выраженному влиянию 
на экспрессию клаудина 5, оцененную 
посредством интенсивности флюо-
ресценции. А гипоксическое состояние 
усиливало эффекты ИЛ-6, даже если 
его содержание было низким. Та
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Вторым белком, который участву-
ет в обеспечении функциональной ак-
тивности гематоэнцефалического 
барьера, является белок плотных кон-
тактов окклюдин-1. 

Гипоксическое воздействие не вы-
звало статистически значимого изме-
нения интенсивности флюоресценции 
окклюдина-1, которая составила 
58,7–62,2 у. е. (р=0,2092). Обнаружили 
только некоторую тенденцию к  уве-
личению интенсивности флюоресцен-
ции (табл. 2). 

Присутствие сыворотки пациен-
тов в  питательной среде при культи-
вировании клеток привело к  значи-
мому снижению интенсивности флюо-
ресценции как для группы с  мини-
мальным ИЛ-6 (р=0,0151), так и  для 
группы с  максимальной концентра-
цией ИЛ-6 (р=0,0105). Гипоксические 
условия приводили к  дальнейшему 
снижению интенсивности флюорес-
ценции только в  группах гипоксия 3 
(р=0,0105) и  гипоксия 4  — для сыво-
ротки как с минимальным, так и с мак-
симальным ИЛ-6 (р=0,0105). 

Таким образом можно сделать 
считать, что влияние ИЛ-6 на ок-
клюдин было значимым при любой 
его концентрации. При этом эффект 
ИЛ-6 зависел от его содержанием 
в питательной среде, т. е. чем выше 
было содержание ИЛ-6, тем мень-
ше  — интенсивность флюоресцен-
ции окклюдина-1. Гипоксия не ока-
зала статистически значимого влия-
ния на окклюдин-1. 

Следующим видом исследований 
было определение экспрессия рецеп-
торов интерлейкина-1 (ILR1). 

В условиях гипоксии, но без при-
сутствия ИЛ-6 в  питательной среде, 
изменения интенсивности флуорес-
ценции рецепторов ILR1 отметили 
в группах «Гипоксия 3» и «Гипоксия 4» 
(концентрация О₂ 7% и 5%) — увеличе-
ние на 23% (р=0,0105) и 30% (р=0,0105), 
соответственно (табл. 3). 

Присутствие минимального со-
держания ИЛ-6 в условиях нормоксии 
привело к увеличению интенсивности 
флюоресценции ILR1 боле чем в 2 раза 
(с 9,9 у. е. до 22,7 у. е.) (р=0,0105), мак-
симальное содержание ИЛ-6 вызвало 
увеличение флюоресценции ILR1 
в  2,8  раза  — 27,6 у. е. по сравнению 
с 9,9 у. е. для контроля (р=0,0105). Та
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В условиях усиления гипоксии обнаружили, 
что интенсивность флюоресценции рецепторов 
ИЛ-1 динамически увеличивается. При этом 
максимальные изменения проявлялись в под-
группе «Максимум» при более выраженной ги-
поксии (Гипоксия 4), когда фиксировали четы-
рехкратное увеличение изучаемого показателя 
(р=0,0105) по сравнению с  интактной группой 
клеток, которые культивировали в  условиях 
нормоксии. В  группе «Минимум» произошло 
трехкратное увеличение интенсивности флюо-
ресценции ILR1 (р=0,0105). При этом в  группе 
с минимальным ИЛ-6 влияние гипоксия с 15% 
кислорода еще не оказывала значимого влияния 
на интенсивность флюоресценции и статисти-
ческую разницу выявили только для групп 
с концентрацией кислорода 10 и менее %. 

Таким образом, выявили, что минимальное 
влияние на интенсивность флюоресценции 
ILR1 оказывает гипоксия  — изменения варь-
ировали в  пределах 20%. Присутствие ИЛ-6 
в питательной среде вызывало более выражен-
ные изменения по сравнению с гипоксическим 
влиянием. При этом наблюдали потенцирующее 
влияние гипоксических условий на эффекты 
ИЛ-6, связанных с ILR1. 

В условия гипоксии, но без присутствия 
ИЛ-6 в питательной среде, статистически значи-
мых изменений интенсивности флуоресценции 
рецепторов ИЛ-6 (IL6R) не обнаружили (р=0,5152) 
(табл. 4). 

Даже в условиях усиления гипоксического 
воздействия, вплоть до 5% концентрации кис-
лорода в среде, не фиксировали статистически 
значимого изменения интенсивности флюорес-
ценции, по сравнению с условиями нормоксии. 

При добавлении в культуру сыворотки па-
циентов, содержащей ИЛ-6, в условиях нормок-
сии не происходило статистически значимого 
изменения интенсивности флюоресценции ни 
в группе с минимальным (р=0,2819), ни в группе 
с максимальным ИЛ-6 (р=0,1933). В группе в ми-
нимальным ИЛ-6 при усилении гипоксических 
воздействий отметили значимое увеличение 
интенсивности флюоресценции экспрессии IL6R 
в  группах с  10% (р=0,0105), 7% (р=0,0105) и  5% 
кислорода (р=0,0105) относительно нормокси-
ческих условий. В группах с максимальным со-
держанием ИЛ-6 также наблюдали динамиче-
ское увеличение интенсивности флюоресценции 
экспрессии IL6R по мере увеличения степени 
гипоксии, но статистически значимым оно стало 
уже начиная с  концентрации кислорода 15% 
(р=0,0105). По мере снижения концентрации 
кислорода в  среде значения интенсивности 
флюоресценции увеличивались с аналогичным 
уровнем статистической значимости. Наивысшее 
значения, как и в случае с IL1R, были достигнуты 

в группе в максимальным ИЛ-6 в культуре и ги-
поксии 5% — в 4,8 раза выше, чем в контрольной 
группе (р=0,0105). Таким образом выявили, что 
присутствие ИЛ-6 в питательной среде вызывает 
увеличение экспрессии ILR6, оцененную по-
средством интенсивности флюоресценции, и эф-
фекты ИЛ-6 при этом усиливаются в условиях 
гипоксии. Обнаруженные изменения соответ-
ствовали изменениям в  отношении эффектов 
гипоксии и ИЛ-6 на IL6R. 

Все эксперименты показали, что гипоксия 
обладает меньшим эффектом на клеточную мо-
дель НВЕ, чем ИЛ-6. При этом увеличение сте-
пени гипоксии приводило к  динамическому 
снижению показателей флуоресценции для всех 
маркеров. Таким образом, можно предположить, 
что стратегии отказа от компонентов донорской 
крови при кардиохирургических операциях у де-
тей будет эффективна. При рестриктивной транс-
фузионной тактике существует риск гемической 
гипоксии, однако при применении трансфузии 
значимо потенцируется СВО и нейровоспаление 
в дальнейшем, что описано нами ранее [27, 28]. 
Это согласуется с другими работами, где было 
изучено влияние трансфузии на НВЕ у  детей 
и доказано, что ее применение сопряжено с по-
вышенным риском послеоперационного дели-
рия и когнитивных нарушений [33, 34]. При этом 
ранее в  клиническом исследовании доказали, 
что оперативная коррекция септальных ВПС 
в условиях ИК безопасна даже без трансфузии, 
при условии массы тела ребенка более 8 кг и от-
сутствии анемии до операции  [35]. В  этом же 
исследовании доказали, что среди детей, кото-
рым не вводили компоненты донорской крови, 
выраженность СВО и  церебрального повреж-
дения была меньше. 

Стоит отметить, что выполненное иссле-
дование имеет ряд ограничений. Во-первых, 
оценивали небольшое количество групп с раз-
личными концентрациями кислорода, что 
уменьшает шансы на достоверные результаты 
относительно влияния гипоксии на модель НВЕ. 
Во-вторых, использовали неоптимальную кле-
точную модель. Существует несколько типов 
клеточных моделей НВЕ. Самая простая модель 
состоит из монокультуры эндотелиальных кле-
ток [36]. Более сложной моделью является Tran-
swell-модель, содержащая полупроницаемую 
вставку, позволяющую имитировать просвет 
сосуда и, с помощью которой возможно иссле-
довать механизмы проницаемости ГЭБ, а также 
моделировать заболевания центральной нерв-
ной системы [37].  

Данная модель является самой распро-
страненной, и мы использовали именно такой 
тип. Более сложными считаются 3D-модели, 
например, модели ГЭБ in vitro на основе вне-
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клеточного матрикса  [38]. Они стали первым 
шагом на пути к созданию наиболее достовер-
ных моделей, имитирующих пространственное 
взаимодействие клеток. Однако, сложности до-
ставки питательных веществ в матрикс, а также 
отсутствие тока крови и низкая воспроизводи-
мость состава матрицы считаются существен-
ными недостатками подобных моделей и потому 
они не имеют широкого распространения. Более 
современным типом модели являются сферо-
идные [39]. В моделях этого типа, в результате 
сокультивирования, эндотелиальные клетки, 
астро- и перициты самоорганизуются в сферо-
идные структуры, где эндотелиальные клетки 
представляют внешний слой, а  ядро состоит 
из астроцитов и перициты располагаются в сред-
нем слое. Отличаются такие модели более вы-
раженной экспрессией белков плотных и адге-
зивных контактов (ZO-1, окклюдин, клаудин-5), 
а также простой, хорошей воспроизводимостью 
и длительным сроком жизнеспособности — до 
21 сут. К их недостаткам относят недостаточность 
питания «ядра» сфероида и невозможность из-
мерения трансэндотелиального сопротивления.  

Самым современном и перспективным ти-
пом моделей по праву считаются микрофлюид-
ные  [40]. В  них клетки организованы также 
трехмерно, а  отличительной чертой является 
наличие постоянного ламинарного тока жид-
кости по микроканалам, что обеспечивает ав-
томатизированное питание клеток, снижает 

риск контаминации и создает напряжение сдви-
га, что обусловливает клеточную морфологию, 
приближенную к условиям in vivо. К недостат-
кам таких моделей относят трудности с изме-
рением трансэндотелиального сопротивления 
и сложность их воспроизведения, требующая 
дорогостоящего оборудования. Возможно, ис-
пользование сфероидных или микрофлюидных 
моделей могло бы принести больший объем 
информации о влиянии гипоксии и системного 
воспаления на НВЕ, но на данный момент от-
сутствует материально-техническая база их 
применения. 

Заключение 
Исследование на клеточной модели НВЕ 

показало, что гипоксия оказала меньшее воз-
действие на экспрессию маркеров церебраль-
ного повреждения, чем концентрация ИЛ-6. 
Клаудин-5 был значимо повышен только при 
гипоксии с  10% кислорода и  менее, а  окклю-
дин-1 не реагировал на изменение кислородного 
статуса, также как экспрессия рецепторов 
к ИЛ-1. При этом экспрессия рецепторов к ИЛ-6 
значимо изменялась при гипоксии с  7 и  5% 
кислорода. Добавление сыворотки пациентов 
в  культуру НВЕ во всех группах изменяло ин-
тенсивность флюоресценции больше, чем ги-
поксия, и потенцировала ее эффекты, причем 
негативный эффект усиливался с увеличением 
концентрации ИЛ-6 в добавляемой сыворотке.
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