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Аннотация. К наиболее острым проблемам биомедицины в настоящее время относят наруше-
ния мозгового кровообращения, одним из ключевых неспецифических факторов патогенеза кото-
рых выступает окислительный стресс. Вместе с тем, при развитии подобных нарушений защитных 
резервов антиокислительной системы организма может оказаться недостаточно, и целесообразны-
ми представляются исследования биологически активных соединений, обладающих антиоксидант-
ной активностью, среди которых можно выделить гормон мелатонин. Целью работы стала оценка 
воздействия мелатонин-корригирующих препаратов – мелаксена и эпифамина, на активность ако-
нитатгидратазы – чувствительную мишень действия свободных радикалов, содержание цитрата 
и α-токоферола в мозге и сыворотке крови крыс с экспериментальной ишемией/реперфузией го-
ловного мозга. В качестве объекта исследования использовали самцов белых лабораторных крыс, 
ишемию/реперфузию головного мозга у которых моделировали под наркозом путём 30-минутной 
окклюзии общих сонных артерий и последующего снятия окклюзоров. Оценку содержания лактата 
проводили с помощью диагностического набора фирмы “Витал” (Россия). Активность аконитат-
гидратазы определяли спектрофотометрически при 235 нм. Концентрацию цитрата определяли по 
методу Нательсона, уровень α-токоферола оценивали по формированию комплексного соединения 
с Fe2+ и ортофенантролином. Как показали результаты исследования, введение мелаксена и эпифа-
мина способствовало повышению активности аконитатгидратазы в мозге крыс в 2.3 и 1.5 раза, а в 
сыворотке крови – в 2.0 и 1.9 раза относительно показателей животных с патологией. В этих усло-
виях вследствие возрастания активности фермента имело место уменьшение содержания цитрата в 
мозге и сыворотке крови животных, накапливающегося при патологии. Концентрация данного со-
единения снижалась при введении мелаксена соответственно в 2.5 и 1.8 раза, эпифамина – в 2.3 и 1.7 
раза. Кроме того, применение мелатонин-корригирующих препаратов приводило к нормализации 
концентрации α-токоферола, снижавшейся при патологии. Наблюдаемые изменения, по-видимому, 
были сопряжены со способностью тестируемых препаратов поддерживать оптимальный уровень 
мелатонина, обладающего нейропротекторным и антиоксидантным эффектом, а также способным 
оказывать позитивное регуляторное воздействие на неферментативную антиоксидантную систему.  
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Нейропротекция и оптимизация терапевтиче-
ских подходов к восстановлению больных, пере-
несших острое нарушение мозгового кровообра-
щения, до сих пор являются одними из наиболее 
актуальных задач в биомедицине. Существующее 
фармакологическое лечение нередко оказывается 
малоэффективным или приводит к неблагопри-
ятным последствиям. Как известно, ткань мозга 

весьма уязвима к дефициту кислорода, что обу-
славливает развитие в условиях ишемии глубоких 
морфофункциональных нарушений нейронов, 
формирование неврологических расстройств [1]. 

Среди наиболее существенных проявлений 
ишемического повреждения головного мозга мож-
но выделить нарушение аэробной утилизации глю-
козы в нейронах. Развивающейся при этом клеточ-
ный энергодефицит лежит в основе расстройств 
процессов ионного обмена нейронов и феномена 
эксайтотоксичности, является причиной необрати-
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мого повреждения нервной ткани [2]. В последние 
годы были достигнуты определенные успехи в вы-
явлении механизмов формирования ишемического 
повреждения головного мозга. Вместе с тем, оста-
ются вопросы в понимании сдвигов клеточного 
метаболизма, а также механизмов восстановления 
или дополнительного повреждения нервной тка-
ни в реперфузионном периоде [3]. Ишемическое 
и реперфузионное повреждение головного мозга 
сопровождается нарушением окислительно-вос-
становительного гомеостаза и приводит к измене-
нию функционирования ферментов, вовлеченных в 
регуляцию соответствующих процессов [4].

Окислительный стресс (ОС) считается одной 
из наиболее существенных причин повреждения 
ткани, вызванной ишемией/реперфузией. Показа-
но, что данное патологическое состояние сопря-
жено со значительным увеличением концентрации 
окислителей и кислородных радикалов в тканях [5]. 
Ишемия и реперфузия могут способствовать гене-
рации активных форм кислорода (АФК), таких как 
супероксидный анион-радикал, гидроксильный ра-
дикал, пероксид водорода и оксид азота (NO), что 
является основным фактором, способствующим 
прогрессированию нарушения функционирования 
клеток [6]. Формирование АФК, индуцированное 
ишемией/реперфузией, является конечным резуль-
татом активации нескольких путей, продуцирую-
щих оксиданты, таких как образование радикалов 
кислорода в митохондриях, функционирование 
ксантиноксидазы и никотинамидадениндинуклео-
тид-фосфат-оксидазы [7]. Кислородные радикалы 
вызывают пероксидное окисление липидов (ПОЛ), 
которое может привести к разрушению клеточной 
мембраны и митохондриальному повреждению, 
вызывающих гибель клеток [8]. Кроме того, об-
разование АФК опосредуется рядом метаболиче-
ских путей в различных органах и эндотелиальных 
клетках, сопряженных с хемотаксисом лейкоцитов 
к ишемизированной ткани [9]. ОС, возникающий 
при реперфузии, может опосредовать «кислород-
ный парадокс» – состояние, при котором реокси-
генизация ишемической ткани приводит к степени 
повреждения, значительно превышающей наруше-
ния, вызванные только ишемией. Вместе с тем, в 
дополнение к прямым цитотоксическим эффектам 
ОС, чрезмерная генерация свободных радикалов 
индуцирует также образование медиаторов воспа-
ления, что приводит к повреждениям тканей вос-
палительного характера [10, 11]. 

ОС может привести к нарушению баланса 
между оксидантами и системой антиоксидант-

ной защиты (АОС), играющей критическую роль 
в предотвращении окислительного повреждения 
при ишемии и реперфузии. Среди ключевых не-
ферментативных антиоксидантов можно выде-
лить витамин Е, который защищает внутренние 
митохондриальные мембраны и лизосомы от по-
вреждающего действия радикалов, поддерживает 
функциональную целостность цитоплазматиче-
ской мембраны клеток [12]. Важное место в нефер-
ментативном звене АОС занимает также цитрат, 
который относится к веществам-комплексонам, 
обладающим способностью хелатировать ионы 
металлов с переменной валентностью. Цитрат 
способен элиминировать ионы Fe2+, участвующие 
в реакции Фентона, продуктом которой является 
чрезвычайно реакционноспособный гидроксиль-
ный радикал. Обратимую реакцию превращения 
цитрата в изоцитрат катализирует фермент акони-
татгидратаза (КФ 4.2.1.3: АГ), рассматривающий-
ся в настоящее время как чувствительная мишень 
действия свободных радикалов, поскольку его мо-
лекула легко разрушается АФК [13].

В последнее время большой интерес пред-
ставляет изучение биологически активных ве-
ществ, обладающих антиоксидантным действием 
и способных корректировать функционирование 
АОС организма. Одним из таких веществ являет-
ся мелатонин – гормон, секретируемый шишко-
видной железой и нейроэндокринными клетками 
желудочно-кишечного тракта, дыхательных путей, 
поджелудочной железы, надпочечников, тимуса, 
мозжечка, мочеполовой системы и других органов. 
Мелатонин относится к производным аминокис-
лот, принимает участие в синхронизации циркад-
ных и сезонных биоритмов организма, участвует 
в регуляции репродуктивной и иммунной систем, 
тормозит некоторые функции гипоталамо-гипофи-
зарной системы [14]. В ряде исследований показана 
его антиоксидантная активность, а также наличие 
противоопухолевого и антистрессового эффекта 
[15]. В настоящей работе тестируемыми препара-
тами являлись мелаксен, основным действующим 
веществом которого является мелатонин, и эпифа-
мин, представляющий собой пептидный биорегу-
лятор, тропный к эпиталамо-эпифизарной области 
и способный обеспечивать коррекцию содержания 
мелатонина в организме.

Целью работы явилась оценка воздействия 
мелаксена и эпифамина на активность АГ, содер-
жание цитрата и α-токоферола в мозге и сыворот-
ке крови крыс на  фоне развития ишемии/репер-
фузии головного мозга (ИРГМ). 

Воздействие мелатонин-корригирующих препаратов
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МЕТОДИКА ЭКСПЕРИМЕНТА
В качестве объекта исследования использовали 

самцов белых лабораторных крыс массой 150-200 
г., содержащихся на стандартном режиме вивария 
при 12-часовом световом дне. Все процедуры экс-
перимента соответствовали требованиям междуна-
родных правил гуманного отношения к животным, 
отражённых в санитарных правилах по отбору и 
содержанию экспериментально-биологических 
клиник (вивариев). ИРГМ у животных моделиро-
вали под наркозом путём 30-минутной окклюзии 
общих сонных артерий и последующего снятия ок-
клюзоров [16]. Восстановление кровотока контро-
лировали визуально. Спустя 3-е суток животных 
забивали. Кровь забирали из сердца, головной мозг 
извлекали из черепной коробки по стандартной 
методике. Экспериментальные животные были 
разделены на 4 группы. В качестве контроля (1-ая 
группа) использовали ложнооперированных жи-
вотных. 2-ую группу составили крысы с ИРГМ. В 
3-ей группе животным с постишемической репер-
фузией ежедневно в течение 3-х дней в утренние 
часы вводили внутрибрюшинно мелаксен (“Юни-
фарм”, США) в дозе 10 мг/кг веса в виде раствора 
в 0.5 мл 0.9 % NaСl. Крысам 4-ой группы на фоне 
ИРГМ вводили эпифамин аналогичным образом 
в дозе 2.5 мг/кг трижды в день на протяжении 3-х 
дней. Гомогенат головного мозга крысы получали 
путем гомогенизации навески ткани в трёхкрат-
ном объёме охлаждённой среды выделения (50 
мМ трис-НСl- буфер (рН 7.8)), содержащий 1 мМ 
ЭДТА, 1% β-меркаптоэтанол) и центрифугировали 
при 5000 g в течение 10 мин. Полученный гомоге-
нат и сыворотку крови использовали для дальней-
ших исследований. Оценку содержания лактата 
проводили с помощью диагностического набора 
фирмы “Витал” (Россия). Активность АГ опреде-
ляли спектрофотометрически при 233 нм в среде, 
содержащей 50 мМ трис-НСl-буфер (рH 7.8), 4 
мМ цитрат. За единицу активности (Е) принима-
ли количество фермента, необходимого для пре-
вращения 1 мкмоля субстрата в 1 мин при 25°С. 
Для определения содержания белка использовали 
метод Лоури. Активность фермента выражали в 
виде Е/мл сыворотки крови, Е/г сырой массы тка-
ни и удельной активности (Е/мг белка). Концен-
трацию цитрата определяли по методу Нательсона 
[17]. Концентрацию α-токоферола определяли по 
методике, основанной на фотометрировании хро-
могенного комплексного соединения Fe2+ и орто-
фенантролина [18]. Эксперименты проводили как 
минимум в двукратной аналитической и 8-кратной 

биологической повторностях. Результаты опытов 
сравнивали с контролем. Для статистической обра-
ботки использовали стандартные методы с приме-
нением t-критерия Стьюдента [19]. Обсуждаются 
статистически достоверные различия при р<0.05.

ОБСУЖДЕНИЕ РЕЗУЛЬТАТОВ
Как известно, повреждение головного мозга, 

вызванное ишемией и реперфузией, приводит к 
угнетению аэробной утилизации глюкозы и акти-
визации анаэробного гликолиза, направленного 
на компенсацию энергетического дефицита [20]. 
Накопление лактата, происходящее в результате 
данных метаболических изменений, приводит к 
формированию в ишемизированной ткани аци-
доза, способствующего угнетению клеточного 
обмена веществ и ионного транспорта, оказыва-
ющего цитотоксическое действие посредством 
нарушения физико-химических свойств мембран 
нейронов, усугубляемого активизацией процессов 
свободнорадикального окисления [21]. Проведен-
ные исследования показали, что использование 
мелатонин-корригирующих препаратов способ-
ствовало снижению в мозге концентрации лактата, 
возраставшей на фоне развития ИРГМ. Так, со-
держание данного метаболита уменьшалось при 
введении мелаксена в 3.2 раза, а эпифамина – в 3.0 
раза относительно показателей животных второй 
экспериментальной группы (рис. 1). Позитивные 
изменения в энергетическом метаболизме мозга 
были обусловлены, судя по всему, способностью 
тестируемых препаратов корректировать в тка-
нях животных уровень мелатонина, обладающего 
нейропротекторной активностью. Данный гормон 
обладает амфифильными свойствами, благодаря 
чему легко преодолевает все клеточные барьеры, 
включая гематоэнцефалический, свободно про-
ходит через клеточные мембраны. Системные за-
щитные свойства мелатонина связаны с синхрони-
зацией активности кардио- и цереброваскулярных 
систем, предупреждением нарушений ночного сна 
и эмоциональной реактивности, оптимизирующим 
влиянием гормона на гемостаз и иммунный статус 
[22]. Показана способность данного гормона осла-
блять поведенческие и морфологические наруше-
ния у крыс, перенесших черепно-мозговую травму 
[23]. Мелатонин уменьшает последствия ишемии 
головного мозга у грызунов, ограничивая отек моз-
га и зону инсульта, с одновременным снижением 
масштабов клеточной дегенерации в неокортек-
се, гиппокампе, полосатом теле [24]. Кроме того, 
гормон вносит весьма существенный вклад в ни-
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велирование глутаматной нейротоксичности [25]. 
Определенную роль в нейропротекции играют ан-
тиапоптогенные свойства мелатонина, связанные с 
повышением экспрессии в нервной ткани белков-
ингибиторов апоптоза из семейства Bcl-2, а также 
с подавлением активности ключевых для реализа-
ции апоптоза ферментов из семейства каспаз [25].

Рис. 1. Содержание лактата в гомогенате мозга 
ложнооперированных животных (1), крыс с ише-
мией/реперфузией головного мозга (2), животных, 
получавших на фоне патологии инъекции мелак-
сена (3), а также крыс, которым на фоне ишемии/
реперфузии вводили эпифамин. 

Развитие ИРГМ у крыс способствовало уг-
нетению активности АГ, что было сопряжено, 
по-видимому, с индукцией ОС и повреждением 
молекулы фермента АФК [26]. Использование те-
стируемых препаратов приводило к изменению 
данного показателя в направлении контрольных 
значений. Так, активность АГ, выраженная в Е/
мл сыворотки крови, возрастала на фоне введе-
ния мелаксена в 2.0 раза, при введении эпифа-
мина – в 1.9 раза относительно животных с па-
тологией. Активность фермента в мозге крыс, 
выраженная в Е/г сырой массы ткани, увеличи-
валась в данных условиях соответственно в 2.3 и 

1.5 раза (рис. 2). Сходная тенденция наблюдалась 
и для удельной активности АГ, возраставшей в 
сыворотке крови крыс на фоне применения ме-
лаксена и эпифамина в 4.7 и 3.5 раза, а в мозге 
животных – в 2.0 и 1.3 раза соответственно, по 
сравнению с показателями второй группы (см. 
рис. 2). По-видимому, наблюдаемые изменения 
активности фермента были обусловлены сни-
жением интенсивности свободнорадикального 
окисления под действием мелатонина, уровень 
которого подвергался коррекции вводимыми 
препаратами – мелаксеном и эпифамином. Из-
вестно, что гормон мелатонин обладает антиок-
сидантным потенциалом. Показана способность 
молекулы гормона непосредственно нейтрализо-
вывать свободные радикалы, такие как гидрок-
сильный, супероксид-анион радикал, пероксиды 
липидов [27]. Опосредованное антиоксидантное 
действие мелатонина обусловлено его позитив-
ной регулирующей активностью по отношению 
к таким защитным ферментам, как глутатионпе-
роксидаза, Cu, Zn- и Mn-супероксиддисмутаза, 
γ-глутамилцистеинлигаза [27]. Вместе с тем, по-
казана способность гормона ингибировать ряд 
прооксидантных ферментов – 5- и 12-липоксиге-
назы и NО-синтазы [27], которые под действием 
ОС в условиях ишемии/реперфузии могут пере-
ключаться с генерирования NO на образование 
кислородных радикалов [28]. В ряде исследова-
ний продемонстрировано взаимодействие мела-
тонина с низкомолекулярными антиоксидантами, 
усиливающее действие последних [29]. 

Снижение активности АГ у крыс с ИРГМ 
было сопряжено с накоплением цитрата – суб-
страта ферментативной реакции, катализируемой 
аконитазой. Введение мелаксена и эпифамина при 
этом способствовало изменению концентрации 

Рис. 2. Активность аконитатгидратазы, представленная в виде Е/мл сыворотки крови (а), Е/г сырой 
массы ткани мозга (б), а также в виде Е/мг белка в сыворотке крови (в) и мозге (г) ложнооперированных 
животных (1), крыс с ишемией/реперфузией головного мозга (2), животных, которым на фоне патоло-
гии вводили мелаксен (3) и эпифамин (4). 
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Рис. 3. Содержание цитрата в сыворотке крови (а) и мозге (б), а также концентрация α-токоферола 
в сыворотке крови (в) и мозге (г) ложнооперированных животных (1), крыс с ишемией/реперфузией 
головного мозга (2), животных, которым на фоне патологии вводили мелаксен (3) и эпифамин (4).
данного метаболита в направлении показателей 
ложнооперированных животных. В сыворотке со-
держание цитрата снижалось соответственно в 
2.5 и 1.8 раза, а в мозге крыс – в 2.3 и 1.7 раза 
относительно значений у животных с патологией 
(рис. 3 а, б). Наблюдаемые изменения, вероятнее 
всего, являлись следствием позитивного влияния 
мелатонин-корригирующих препаратов на актив-
ность АГ, молекулы которой могли подвергаться 
деструкции под действием АФК при ИРГМ. 

В ходе проведения исследования было обна-
ружено, что мелатонин-корригирующие препа-
раты увеличивают в тканях крыс концентрацию 
α-токоферола, существенно расходующегося в 
условиях развития ОС на фоне ИРГМ. Введение 
как мелаксена, так и эпифамина способствовало 
возрастанию содержания данного антиоксидан-
та в сыворотке крови и мозге крыс фактически 
до показателей животных первой эксперимен-
тальной группы (рис. 3 в, г). По-видимому, вы-
явленные изменения концентрации α-токоферола 
обуславливались антиоксидантной активностью 
и позитивным воздействием на состояние нефер-
ментативной АОС мелатонина, уровень которого 
в организме животных подвергался коррекции те-
стируемыми препаратами. 

Таким образом, введение мелатонин-корри-
гирующих препаратов на фоне развития ИРГМ у 
крыс способствовало сдвигу показателей, харак-
теризующих развитие окислительного стресса, в 
направлении контрольных значений. Показанные 
изменения, по-видимому, были обусловлены кор-
рекцией уровня мелатонина, обладающего как 
прямым, так и опосредованным антиоксидант-
ным действием.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Как показали проведенные эксперименты, ана-

лизируемые мелатонин-корригирующие препара-
ты способствовали возрастанию в тканях живот-
ных активности АГ и содержания α-токоферола, 
снижавшихся при развитии ИРГМ, а также умень-
шению концентрации накапливающегося в усло-
виях моделирования патологии цитрата. Более су-
щественное позитивное влияние на исследуемые 
показатели оказывал мелаксен, содержащий мела-
тонин, который, по-видимому, быстрее включался 
в метаболические процессы и проявлял антиокси-
дантный и протекторный эффект. Несколько менее 
эффективное действие эпифамина, в свою очередь, 
могло быть обусловлено опосредованным влияни-
ем данного препарата на метаболизм мелатонина 
через эпиталамо-эпифизарную область мозга.
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THE EFFECT OF MELATONIN-CORRECTING DRUGS ON 
THE ACONITATE HYDRATASE ACTIVITY AND 

NON-ENZYMATIC ANTIOXIDANTS CONTENT UNDER 
CEREBRAL ISCHEMIA-REPERFUSION IN RATS

T. N. Popova, O. A. Safonova, E. D. Kryl’skiy A. O. Stolyarova, L. A. Kirichenko, R. S. Krutakov

Voronezh State University

Abstract. the most acute problems of modern biomedicine include disorders of cerebral circulation. 
Oxidative stress is one of the key non-specific pathogenetic factors of them. However, in the course of such 
disorders development an organism antioxidative protective system reserves may not be sufficient. That’s why 
studies of biologically active substances having antioxidant activity are appropriate. Among such substances 
the hormone melatonin is of great interest. The aim of the work was to assess the impact of melatonin-
corrective agents – melaxen and epiphamin, on the aconitate hydratase activity, which is a critical target for 
free radicals action, citrate and α-tocopherol content in the brain and blood serum of experimental rats with 
cerebral ischemia / reperfusion. White laboratory male rats were used as research object. Cerebral ischemia 
/ reperfusion was modeled under anesthesia by 30 minute occlusion of the common carotid arteries and 
subsequent clamp removal. The lactate content was assessed by diagnostic kit of Vital (Russia) use. The 
aconitate hydratase activity was determined spectrophotometrically at 235 nm. The citrate concentration was 
determined by the Nathelson method, the α-tocopherol level was evaluated by the formation of the complex 
compound with Fe2+ and orthophenanthroline. As the results of the research, the introduction of melaxen and 
epiphamin contributed to aconitate hydratase activity increase in the rats brain in 2.3 and 1.5 times, and serum 
– in 2.0 and 1.9 times relatively to rates of animals with the pathology. In these conditions the increase in 
enzyme activity caused a decrease in the citrate content in the brain and blood serum. The concentration of this 
substance decreased under the introduction of melaxen in 2.5 and 1.8 times, epiphamine – in 2.3 and 1.7 times 
respectively. In addition, the use of melatonin-correcting drugs led to a normalization of the α-tocopherol 
concentration, which decreased under the pathology. Observed changes apparently were associated with the 
ability of tested drugs to maintain an optimal level of melatonin exerting a neuroprotective and antioxidant 
effect as well as capable of providing a positive regulatory effect on non-enzymatic antioxidant system.

Keywords: melatonin, ischemia / reperfusion, oxidative stress, aconitate hydratase, citrate, α-tocopherol.
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