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ВВЕДЕНИЕ
Острые нарушения мозгового кровообращения 

являются актуальной медицинской и социальной 
проблемой. Несмотря на большой арсенал це-
ребропротективных средств, продолжается поиск 
новых лекарственных препаратов в целях защиты 
мозга при острой ишемии.

Механизм физиологических и патофизиологи-
ческих реакций, развивающихся в мозге на моле-
кулярном уровне при ишемии, включает в себя 
каскад метаболических превращений, одним из 
основных звеньев которого является энергетичес-
кий обмен.

Снижение перфузии ткани мозга сопровожда-
ется уменьшенной доставкой кислорода из крове-
носного русла к клеткам, где он участвует в реак-
циях аэробного образования энергии. Развивающе-
еся вслед за этим гипоксическое состояние пред-
ставляет собой сложный фазный процесс.

Наиболее ранним ответом на гипоксическое 
воздействие является усиление интенсивности 
НАД-зависимого пути окисления [1, 2]. Дальней-
шее же нарастание гипоксического состояния 
приводит к снижению интенсивности окисления 
НАД-зависимых субстратов и связанного с ним 
окислительного фосфорилирования, чувствитель-
ности дыхания к специфическим ингибиторам 

НАД-зависимого участка дыхательной цепи [3]. 
Следствием перечисленных изменений является 
потеря клеткой способности к окислению ряда 
энергетических субстратов.

Нарушение функции митохондриального фер-
ментного комплекса на раннем этапе гипоксии не 
приводит к значимым изменениям внутриклеточ-
ной концентрации аденозинтрифосфата (АТФ) и 
функциональной активности клеток. Это обуслов-
лено активацией компенсаторных метаболических 
процессов, позволяющих сохранить энергосинте-
зирующую функцию клетки [4].

Нарастание кислородной недостаточности со-
провождается уменьшением содержания АТФ, 
появляется линейная зависимость дыхания и кон-
центрации АТФ от парциального давления кисло-
рода [3, 5, 6].

На последних этапах кислородного голодания 
уровень энергетического дефицита становится 
достаточным для запуска основных механизмов, 
приводящих к нарушению жизнедеятельности и 
гибели клетки. Стремительное увеличение концен-
трации аденозинмонофосфата (АМФ) сопровож-
дается активацией протеинкиназной системы, что 
является дополнительным механизмом разрушения 
клеточных мембран [7].

Нейроны, подверженные тяжелой ишемии, а 
следовательно, и быстро развивающимся грубым 
нарушениям энергетического метаболизма, не 
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никотинамида —предшественника НАД и ингибитора ПАРП. Результаты работы показывают, что в 
условиях острой ишемии головного мозга уровень адениловых нуклеотидов в его ткани резко меня-
ется: содержание АТФ по сравнению с контролем снижается до 42,2%, а уровень АДФ и АМФ уве-
личивается, достигая 260,9% и 233,3% соответственно. Ишемия мозга сопровождается незначитель-
ными изменениями суммарного содержания адениловых нуклеотидов (на 9,1%), резким падением 
коэффициента АТФ/АДФ до 16,2% и снижением величины энергетического заряда до 63,8% по 
сравнению с контролем. Применение никотинамида в условиях церебральной ишемии способство-
вало восстановлению энергетического метаболизма. Уровень АТФ увеличился по сравнению с кон-
тролем 1,5 раза, и в 3,5 раза по сравнению с изолированной ишемией, а уровень АДФ и АМФ в 
мозге не снижался после окклюзии. Ишемия на фоне применения никотинамида сопровождалась 
увеличением суммарного содержания адениловых нуклеотидов в мозге на 39,8%, коэффициент АТФ/
АДФ значительных изменений не претерпевал, а величина энергетического заряда увеличивалась до 
нормальных величин. Профилактическое введение никотинамида при острой церебральной ишемии 
способствует сохранению энергетического статуса клетки.
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могут поддерживать ионный градиент мембран за 
счет подавления Na+/K+-АТФ-азной ферментной 
системы [8]. Скорость развития аноксической де-
поляризации мембран нейронов зависит от глуби-
ны и длительности ишемии и ведет к некротичес-
кой смерти клетки.

Информация об изменении состояния мемб-
ранных структур и рецепторов, определяемая 
картиной перераспределения протеинкиназ на 
мембранах, передается с помощью систем вторич-
ных мессенджеров (аденилатциклаз, протеинки-
наз, фосфатаз) к ядру клетки, что является сигна-
лом к включению единого молекулярного меха-
низма, реализующего универсальный алгоритм 
ответа ткани мозга на повреждающее воздействие 
[9, 10]. Таким образом, острая церебральная ише-
мия активирует комплекс генетических программ, 
которые приводят к последовательной экспрессии 
большого числа генов.

Биохимические процессы генной экспрессии 
определяются доступностью АТФ и в целом со-
хранностью энергетического метаболизма [11]. 
Первой реакцией ткани мозга на снижение мозго-
вого кровотока является снижение синтеза матрич-
ной РНК и белков [12]. Для поддержания белково-
го синтеза требуется адекватный мозговой крово-
ток, необходимый для поддержания продукции 
АТФ [13, 14].

Относительно неспецифичной реакцией гено-
ма на ишемическое повреждение является индук-
ция генов раннего реагирования [9, 15, 16]. Их 
включение происходит уже в первые минуты ише-
мии в ответ на изменения активного ионного 
транспорта и потенциала мембран в поврежденной 
области, стимуляцию нейрональных рецепторов 
продуктами глутаматной «эксайтотоксичности» и 
оксидантного стресса [15, 17]. От рецепторов и 
мембран сигнал о повреждающем клетку воздейс-
твии передается к ядру нейронов, где и начинает-
ся экспрессия генов [9, 10]. Активность синтези-
рованных белков изменяется под влиянием пост-
трансляционной модификации по механизмам 
фосфорилирования и дефосфорилирования в виде 
реакции поли(АДФ-рибозил)ирования [18].

Экспрессия большинства генов раннего реаги-
рования приводит к синтезу ДНК-связанных про-
теинов, или транскрипционных факторов, которые 
в свою очередь вызывают экспрессию широкого 
спектра генов [19].

Поли(АДФ-рибозил)ирование представляет 
собой реакцию посттрансляционной модификации 
белков. Процесс синтеза поли(АДФ-рибозы) (ПАР) 

предшествует началу репарации повреждений ДНК. 
Синтез ПАР локализован в ядре, его осуществляет 
фермент поли(АДФ-рибоза)-полимераза (ПАРП).

Экспрессия ПАРП-кДНК в ядрах детальна для 
клеток. Это связано с тем, что внутриядерное на-
копление ПАР сопровождается подавлением реп-
ликации ДНК и транскрипции [20; 21]. Донором 
АДФ-рибозы является никотинамид-динуклеотид 
(НАД). Активность ПАРП возрастает в 500 раз и 
более при связывании с участками разрыва ДНК. 
Чрезмерная активация ПАРП при массированных 
разрывах ДНК, сильно снижая содержание внут-
риклеточного НАД, ведет к подавлению гликолиза 
и митохондриального дыхания и вызывает гибель 
клетки по варианту некроза.

Известно, что НАД регулирует жизненно важ-
ные процессы в клетке; он является кофактором 
для процесса гликолиза и цикла трикарбоновых 
кислот, восстанавливая АТФ, в большинстве кле-
точных процессов. НАД служит также предшест-
венником никотинамид-динуклеотидфосфата 
(НАДФ), который действует как кофактор в пен-
тозном цикле [22].

В результате реакции посттрансляционной 
модификации белков остатки АДФ-рибозы, связы-
ваясь с белками-акцепторами, формируют развет-
вленный полимер [23]. Первый остаток АДФ-ри-
бозы присоединяется к гамма-карбоксильной 
группе глутаминовой кислоты белка-акцептора (в 
качестве акцепторов ПАР может выступать целый 
ряд ассоциированных с хроматином белков, вклю-
чая, гистоны, топоизомеразы, ДНК-лигазы, ДНК-
полимеразы и саму поли(АДФ-рибоза)-полимера-
зу) [24]. Присоединение каждого остатка АДФ-
рибозы к полимеру сопровождается образованием 
молекулы никотинамида. Последний включается в 
реакции ресинтеза НАД, протекающие непосредс-
твенно в ядре.

Одним из подходов, направленных на сниже-
ние риска развития церебральной ишемии в пери-
од временного прекращения кровотока по несуще-
му сосуду, является использование фармакологи-
ческой защиты головного мозга. В связи с этим 
научный и практический интерес представляет 
применение препаратов, блокирующих реакцию 
ПАР путем ингибирования клеточного фермента 
ПАРП. На животных моделях ингибирование 
ПАРП лекарственными препаратами уменьшает 
повреждение тканей, связанное с ишемическим 
инсультом и инфарктом миокарда [25].

Ингибиторы ПАРП, а также вещества, улавли-
вающие свободные кислородные радикалы, предо-
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твращают резкое падение уровня НАД, подавляют 
синтез ПАР и увеличивают выживаемость клеток. 
Показано, что ингибиторы ПАРП вызывают умень-
шение области инфаркта мозга при окклюзии 
средней мозговой артерии [26]. Такие же результа-
ты были получены и при нокаутировании гена 
ПАРП депривацией [27].

К числу активных ингибиторов ПАРП относит-
ся амид никотиновой кислоты — никотинамид. 
Никотинамид по строению и действию близок к 
никотиновой кислоте, входит в состав коферментов 
(НАД, НАДФ), пируватдегидрогеназного комплек-
са и принимает участие в окислительно-восстано-
вительных процессах в организме.

Никотинамид обладает высокой избиратель-
ностью к ПАРП. При использовании никотинами-
да был выявлен целый ряд неспецифических эф-
фектов: действие его в качестве антиоксиданта, 
влияние на метаболизм глюкозы, липидов и нук-
леотидов, подавление общего синтеза ДНК, РНК 
и белка [22, 23].

Целью нашей работы явилось изучение влия-
ния никотинамида на энергетический обмен при 
острой циркуляторной ишемии мозга.

МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
Опыты проведены на трех группах половозре-

лых крыс-самцов массой 180—200 г (по 8 крыс в 
каждой группе). Ишемию мозга вызывали у крыс 
под уретановым наркозом окклюзией обеих общих 
сонных артерий, в течение 90 мин. Первая группа 
— ложнооперированные животные (контроль); 
вторая группа — животные с окклюзией обеих 
общих сонных артерий без применения никотина-
мида; третья группа — животные с окклюзией 
обеих общих сонных артерий, получавшие никоти-
намид дважды: внутрибрюшинно в дозе 500 мг/кг 
за сутки до ишемии, а также внутриартериально в 
той же дозе в одну из общих сонных артерий не-
посредственно перед их окклюзией. Мозг после 
декапитации фиксировали, погружая голову в жид-
кий азот.

Метаболический статус полушарий мозга и его 
изменения под воздействием никотинамида оцени-
вали по количественному содержанию АТФ, АДФ, 
АМФ в тканях головного мозга, рассчитывали ве-
личину энергетического заряда, отношение АТФ/
АДФ и сумму нуклеотидов.

Уровень АТФ в анализируемых образцах про-
водили на Luminometer LKB-Wallac 1251 с помо-
щью набора «Микролюм» ООО Люмтек. Образец 
ткани головного мозга растирали в гомогенизаторе 

с ледяным стерильным физ. раствором в соотно-
шении 1/10. 0,1 мл полученного гомогената сразу 
после его получения соединяли с 0,9 мл ДМСО. 
Полученный гомогенат хранили в морозильной 
камере (–20 °С). Из образца отбирали 0,03 мл ана-
лизируемого образца в ДМСО, вносили в кювету 
люминометра с 0,07 мл АТФ-реагента, измеряли 
биолюминесцентный сигнал. Концентрацию АТФ 
в образцах рассчитывали по стандартной кривой 
уровня АТФ.

Содержание АДФ определяли спектрофотомет-
рически по снижению величины оптической плот-
ности по скорости окисления НАДН. АМФ опре-
деляли по окончании основной реакции (после 
того, как АДФ полностью превращается в АТФ): 
АМФ  + АТФ = 2АДФ. В основе метода определе-
ния содержания АДФ и АМФ лежит фосфорили-
рование АДФ в АТФ и освобождение пирувата в 
ферментативной пируваткиназной реакции (АДФ 
+ Фосфоенолпируват = АТФ + пируват). При этом 
концентрация АДФ будет эквивалентна массе пи-
рувата, который участвует в восстановлении лак-
тата через НАДН. (Пируват + НАДН + Н+ = Лактат 
+ НАД).

Навеску (500 мг) ткани головного мозга расти-
рали в фарфоровой ступке в жидком азоте, поме-
щали в охлажденную центрифужную пробирку, 
куда предварительно наливали 1 мл 6%-ной хлор-
ной кислоты (НСlО4). Перемешивали, добавляли 
дополнительно 2,25 мл НСlО4, оставляли на льду 
на 10 мин. для полной экстракции. Белки отделяли 
центрифугированием в течение 10 мин. при 3000 
g. Безбелковый экстракт переносили в центрифуж-
ную пробирку и удаляли избыток хлорной кислоты, 
добавляя 5М раствор K2СО3 из расчета 0,05 мл на 
1 мл кислого экстракта. Через 10 мин. осадок цен-
трифугировали, нейтрализованный экстракт нагре-
вали до комнатной температуры и немедленно 
использовали для ферментативного анализа. Для 
проведения ферментативной реакции в кювету 
толщиной 1 см наливали 2,0 мл тканевого экстра-
кта; добавляли 0,2 мл раствора фосфоенолпирува-
та (10 мМ в 1,3 М KСl и 0,4 М MgCO4); 0,2 мл 
раствора НАДН (2,5 мМ); 0,02 мл суспензии ЛДГ 
(500 ЕД/мл); перемешивали и измеряли начальное 
значение экстинкции (E1). Затем добавляли 0,02 мл 
суспензии пируваткиназы (100 ЕД/мл) и определя-
ли промежуточное значение (Е2). Добавляли 
0,02 мл миокиназы, и по окончании реакции изме-
ряли конечное значение (Е3). Концентрацию АТФ, 
АДФ и АМФ в образцах рассчитывали по стандар-
тной кривой уровня АТФ [28]:
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Энергетический заряд (ЭЗ) рассчитывали по 
формуле [29]:

 [ ] [1/ 2 ]
[ ] [ ] [ ]

+
=

+ +
АТФ АДФ

ЭЗ
АТФ АДФ АМФ

Полученные результаты обрабатывали обще-
принятыми методами с использованием t-критерия 
Стьюдента.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Одной из существенных причин повреждения 

и гибели клеток при гипоксии является развиваю-
щаяся недостаточность энергообеспечения, свя-
занная как с повышенным расходом энергии (ра-
бота систем детоксикации, активация транспорт-
ных АТФ-аз), так и с недостаточным синтезом 
макроэргов (повреждение митохондриальных 
мембран и др.). Поэтому для характеристики энер-
гетического состояния клеток при гипоксии голо-
вного мозга, вызванной перевязкой обеих сонных 
артерий необходимо определить содержание аде-
ниловых нуклеотидов.

Окклюзия сонных артерий приводит глубоким 
изменениям в метаболизме энергетической систе-
мы мозга (табл. 1). Содержание АТФ при ишемии 
снижается почти в 2,4 раза (42,2% по отношению 
к контролю), уровень АДФ и АМФ увеличивается 
и по сравнению с контролем достигает 260,9% и 
233,3% соответственно. Обнаруженные сдвиги 
могут свидетельствовать как о торможении ресин-
теза, так и об ускорении использования макроэргов 
в условиях интоксикации.

О более существенных сдвигах аденилнуклео-
тидной системы можно говорить при анализе от-
дельных его компонентов (таблица 2).

Ишемия мозга сопровождается незначительны-
ми изменениями суммарного содержания аденило-
вых нуклеотидов (на 9,1 %).

Одним из высокоинформативных показателей 
энергетического потенциала является отношение 
АТФ/АДФ. Влияние ишемии, вызванной перевяз-
кой обеих сонных артерий, приводит к резкому 
падению этого коэффициента с 3,48 ± 0,31 у интак-
тных крыс до 0,56 ± 0,04 (до 16,2%) у ишемизиро-
ванных животных.

Важным показателем взаимоотношения нук-
леотидов является энергетический заряд. Резуль-
таты эксперимента показывают, что величина ЭЗ 
снижалась в условиях ишемии головного мозга до 
63,8%. Существенное снижение величины ЭЗ при 
гипоксии является результатом падения содержа-
ния АТФ и параллельного прироста продуктов ее 
распада.

Таким образом, экспериментальные данные 
свидетельствуют об изменении концентрации про-
дуктов энергетического метаболизма в головном 
мозге крыс.

О влиянии никотинамида на состояние энерге-
тического статуса клеток судили по тем же коли-
чественным изменениям адениловых нуклеотидов 
и основных их параметров.

Никотинамид способствует восстановлению 
уровня адениловых нуклеотидов в условиях ише-
мии головного мозга. Уровень АТФ достоверно 

Таблица 1
Влияние никотинамида на энергетический обмен в головном мозге при острой ишемии,

вызванной перевязкой обеих сонных артерий (n = 8)

Показатели
Контроль Ишемия Никотинамид + ишемия

М ± m

АТФ, мкмоль/г 2,23 ± 0,13 0,94 ± 0,04
Р1—2 < 0,001

3,33 ± 0,20
Р1—3 < 0,001; Р2—3 < 0,001

% от контроля — 42,2 149,3

АДФ, мкмоль/г 0,64 ± 0,05 1,67 ± 0,07
Р1—2 < 0,001

0,79 ± 0,05
Р1—3 > 0,05; Р2—3 < 0,001

% от контроля — 260,9 123,4

АМФ, мкмоль/г 0,42 ± 0,04 0,98 ± 0,02
Р1—2 < 0,001

0,48 ± 0,04
P1—3 > 0,05; Р2—3 < 0,001

% от контроля — 233,3 114,3

Защитный эффект никотинамида при острой ишемии мозга
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увеличился по сравнению с контролем 1,5 раза (с 
2,23 ± 0,13 до 3,33 ± 0,20 мкмоль/г) и в 3,5 раза по 
сравнению с изолированной ишемией (с 0,94 ± 0,04 
до 3,33 ± 0,20 мкмоль/г). Введение дважды нико-
тинамида до окклюзии сонных артерий не снижа-
ло уровень АДФ и АМФ в мозге после окклюзии 
(0,79 ± 0,05 и 0,48 ± 0,04 мкмоль/г) по сравнению 
с контролем (0,64 ± 0,05 и 0,42 ± 0,04 мкмоль/г).

Ишемия на фоне применения никотинамида 
сопровождается увеличением суммарного содержа-
ния адениловых нуклеотидов в мозге с 3,29 ± 0,30 
до 4,6 ±0,41 (на 39,8%).

Значительных изменений коэффициента АТФ/
АДФ у неишемизированных животных и живот-
ных, получавших никотинамид до церебральной 
ишемии не наблюдалось (3,48 ± 0,31 и 4,22 ± 0,38 
соответственно).

Величина ЭЗ в условиях ишемии головного 
мозга и протекции его никотинамидом достоверно 
увеличивалась до нормальных величин относи-
тельно контрольных животных.

ВЫВОДЫ
Острая циркуляторная церебральная ишемия у 

крыс характеризуется грубыми нарушениями энер-
гетического обмена.

Профилактическое введение никотинамида при 
острой церебральной ишемии предупреждает раз-
витие тяжелых нарушений метаболизма в мозге, 
активирует работу систем энергетического обмена 
в клетке, тем самым способствует сохранению 
энергетического статуса клетки.
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