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ОБЩАЯ ХАРАКТЕРИСТИКА РАБОТЫ 

 

Актуальность темы исследования. К числу приоритетных направлений научно-

технологического развития Российской Федерации, утвержденных Указом Президента от 18 

июня 2024 г. № 529, относятся превентивная и персонализированная медицина, обеспечение 

здорового долголетия; высокопродуктивное и устойчивое к изменениям внешней среды 

сельское хозяйство; адаптация к изменениям климата, сохранение и рациональное 

использование природных ресурсов. При этом к перечню важнейших наукоемких технологий 

отнесены биомедицинские и когнитивные технологии здорового и активного долголетия, 

технологии разработки лекарственных средств и платформ нового поколения 

(биотехнологических, высокотехнологических и радиофармацевтических лекарственных 

препаратов), технологии персонализированного и функционального питания для 

здоровьесбережения, технологии разработки ветеринарных лекарственных средств нового 

поколения, в том числе для профилактики и лечения инфекционных заболеваний у 

сельскохозяйственных животных, технологии повышения продуктивности (в том числе с 

помощью селекции) сельскохозяйственных животных и их устойчивости к заболеваниям [Указ 

Президента Российской Федерации от 18.06.2024 № 529]. 

Реализация указанных приоритетных направлений, а также Стратегии научно-

технологического развития Российской Федерации, утвержденной Указом Президента 

Российской Федерации от 18 февраля 2024 г. № 145, подразумевает активное развитие 

фармакологии, разработку новых лекарственных средств медицинского и ветеринарного 

применения, выявление новых биологически активных молекул природного и синтетического 

происхождения [Указ Президента Российской Федерации от 18.02.2024 г. № 145].  

Общеизвестно, что в современном мире при регистрации лекарственных средств мы 

проводим доклинические испытания на различных видах животных, подразумевая, что 

эффекты можно экстраполировать на целевых животных и человека [Попова О.С., 2023]. 

Важнейшим этапом первичной оценки потенциальных соединений и перспективных 

лекарственных средств является скрининг их фармакологической активности, от достоверного 

результата которого зависит дальнейшее рациональное распределение финансовых и трудовых 

ресурсов. Этот биологический этап, на данный момент, невозможен без участия живых 

организмов (биомоделей), на которых в соответствии с нормативами, в том числе 

биоэтическими проводят исследования [Васильев А.Н., 2017, Тюренков И. Н., 2015].  

Основная задача при создании биологической модели для изучения на ней какого-либо 

состояния, определения фармакологической активности препарата или проведении терапии, 

заключается в получении тождественного с человеком, либо с определенным животным 

процесса, максимально приближенного по этиологии возникновения и механизмам развития. 

При разработке лекарственных средств ветеринарного назначения, исследования биологически 

активных соединений, как правило, осуществляется непосредственно на целевых биообъектах. 

Однако среди них могут встречаться особо редкие и ценные виды животных: некоторые 
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осетровые породы рыб, китообразные, редкие породы домашних животных, скаковые лошади, 

проведение исследований на которых становится практически невозможным. В связи с этим 

правильный выбор и создание биологических моделей для изучения оценки на них действия тех 

или иных веществ, является крайне важным и актуальным вопросом медицины и ветеринарии. 

На данный момент создано достаточно большое количество биологических моделей 

различных патологий как генетических, так и индуцированных [Бирулина Ю.Г., Воронкова 

О.В., Иванов В.В. и др. 2022; Имаева А.К., Мустафин Т.И., Базекин  Г.В., 2020; Исламов Р.Р., 

Соколов М.Е., Мунасипов И.А., 2019; Оковитый С.В., Шустов Е.Б., Белых М.А., 2018; Чаулин 

А.М. , Григорьева Ю.В., Суворова Г.Н., 2020 и др.]. Основными животными при этом являются 

млекопитающие – чаще всего лабораторные грызуны – мыши и крысы. Однако биоэтические 

принципы предполагают постепенную замену млекопитающих в экспериментах (там, где это 

возможно) на альтернативных животных, стоящих на более низкой эволюционной ступени, но 

при сохранении достоверных данных.  

Одними из таких альтернативных моделей могут быть гидробионты и некоторые 

беспозвоночные, представители которых обладают сопоставимостью физиологических реакций 

с высшими животными, имеют схожие по строению и функционалу органы и ткани, и обладают 

специфическими свойствами, позволяющими расширить представления о спектре действия 

тестируемого фактора на биосистему. Они удовлетворяют современным этическим 

представлениям и нормам, ограничивающим область применения высших животных в 

экспериментальных исследованиях. Вместе с тем они ограниченно представлены в качестве 

биологических моделей, но имеют очень большой потенциал для скрининговых исследований и 

экспериментальной фармакологии [Пронина Г.И., Корягина Н.Ю., Ревякин А.О., 2014, 2017].  

Степень разработанности темы. В настоящее время известно большое количество 

различных биологических моделей, позволяющих исследовать эффективность 

профилактического, лечебного или реабилитационного действия лекарственных средств 

[Болотова В.Ц., Крауз В.А., Шустов Е.Б., 2015; Пронина Г.И., Ревякин А.О., Корягина Н.Ю, 

2015; Качанов Д.А., Левикин К.Е., Лакеенков Н.М., 2019 и др.]. В зависимости от степени 

близости объектов моделирования человеку (или животному-прототипу) выделяют биомодели 

нулевого, первого, второго и третьего порядка. Наиболее часто для достижения поставленных 

целей исследователи в качестве биомоделей I порядка используют лабораторных животных-

млекопитающих. Лабораторные животные – это классические биологические модели первого 

порядка, реакции которых на действие этиологических и патогенетических, а также 

фармакологических средств факторов во многом подобны их эффектам у человека. Однако на 

биообъектах, как правило, возможно смоделировать не конкретную нозологическую форму 

заболевания, а синдромосходные состояния, характеризующиеся наличием отдельных 

элементов патогенеза и ряд «типичных» внешних и внутренних проявлений. Активно 

разрабатываются генетические биологические модели с заданными характеристиками – 

мутациями, повторяющими или воспроизводящими типичные синдромосхожие патологические 
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процессы или состояния у человека [Байгильдин С.С., Мусина Л.А., Хисматуллина З.Р., 2021; 

Клѐсов Р.А, Степанова О.И., 2018 и др].  

В настоящее время в исследованиях всѐ чаще применяются альтернативные модели 

второго порядка (различные гидробионты, бактерии, ферменты, культуры клеток и др.) 

[Боровиков А.О, Мошковский С.А., 2020; Величко В.П., Семенова Е.Ф., 2016; Гайдай Е.А., 

Матичин А.А., Гайдай Д.С., 2018; Горбачева Т.В., Бонитенко Е.Ю., Башарин В.А., Куракин Г., 

2020; Пронина Г.И., Корягина Н.Ю., Ревякин АО., 2017 и др.]. Однако вовлеченность в 

подобные эксперименты гидробионтов до сих пор достаточно низкая несмотря на то, что 

гидробионты имеют свои преимущества при участии в подобных исследованиях: 

удовлетворяют требованиям биоэтики, не требуют больших затрат на содержания, стоят 

дешевле лабораторных животных и имеют сопоставимые с ними некоторые реакции организма. 

Процесс замещения высокоорганизованных животных в исследованиях на менее 

организованных, на данный момент находится в стадии активного развития. 

Соответствие исследований государственным и ведомственным программам. 

Диссертационное исследование выполнено в рамках комплексной программы научных 

исследований РГАУ–МСХА имени К.А. Тимирязева «Совершенствование методов 

воспроизводства, профилактики и лечения болезней животных».  

Цель и задачи исследования. Целью работы явилось создание экспериментальных 

альтернативных биологических моделей, способных выявлять различные виды 

фармакологической активности. 

Для достижения поставленной цели были выполнены следующие задачи: 

1. Обосновать выбор вида животных в качестве альтернативных биологических моделей 

типовых патологических и саногенетических процессов, и соответствующих им видов 

фармакологической активности лекарственных средств. 

2. Разработать методики моделирования патологических процессов и неспецифических 

состояний на альтернативных биомоделях 

3. Разработать критерии количественной оценки фармакологической активности 

некоторых лекарственных средств на гидробионтах и беспозвоночных организмах. 

4. Получить альтернативные биологические модели неспецифических состояний 

организма, токсических поражений гепатопанкреатической зоны и некоторых саногенетических 

процессов для скрининговой оценки влияния фармакологических средств и оценить их 

адекватность релевантным моделям. 

5. Разработать методику оценки мощности систем детоксикации ксенобиотиков на 

релевантной и альтернативной биомодели. 

6. Провести фармакологическую валидацию альтернативных биомоделей. 

Научная новизна. Впервые проведены комплексные научные исследования, 

посвященные совершенствованию выбора альтернативных моделей для скринингового 

изучения эффектов фармакологических средств. 
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В работе установлена фазность динамики потребления кислорода рыбками (Danio rerio) 

в процессе проведения гипоксической пробы, формировании у них феномена гипоксического 

прекондиционирования и адаптивных реакций в ответ на гипоксическое воздействие.  

Впервые были разработаны критерии оценки выраженности гипоксического состояния в 

альтернативной биомодели – Danio rerio при формировании гипоксико-гиперкапнической 

гипоксии по показателям двигательной активности и удельного потребления кислорода, 

методики изучения адаптогенной активности биологически активных веществ при проведении 

гипоксических тренировок Danio rerio, а также методики оценки термопротекторного и 

фригопротекторного действия лекарственных средств на этих биообъектах. 

В ходе изучения особенностей физической работоспособности гуппи (Poecilia reticulata) 

в тесте предельного плавания во встречном потоке воды (модель гидроканала) впервые было 

установлено острое нарушение компенсаторных механизмов и процессов постнагрузочного 

восстановления вплоть до гибели объектов при попытке создания повторной физической 

нагрузки. 

На гидробионтах (сеголетки карпа (Cyprinus carpio) и длиннопалых речных раках 

(Pontastacus leptodactylus) впервые созданы альтернативные модели с патологией 

гепатопанкреатической зоны и проведена фармакологическая валидация. Показана 

возможность моделирования на этих биообъектах инсулинозависимого сахарного диабета и 

проведение скрининга гипогликемизирующих средств инсулинового типа действия. 

На актослотлях (Ambystoma Mexicanum) впервые валидирована модель для оценки 

действия лекарственных средств, влияющих на процессы регенерации. 

Впервые показана возможность использования Дискусов (Symphysodon sp.) в качестве 

экспериментальной биологической модели для оценки иммуногенных и (возможно) 

иммуносупрессорных качеств фармакологических препаратов по их влиянию на индукцию 

компонента неспецифического иммунитета  лактоферрина. Модель апробирована и 

валидирована. 

При разработке биологических моделей для изучения систем детоксикации, впервые 

разработана и предложена бальная оценка проявления тяжести интоксикации для двух видов 

животных – лягушек (Xenopus laevis), и нелинейных белых крыс-самцов. Показано, что 

релевантная и альтернативная биомодели в сопоставимой степени отражают динамику картины 

интоксикации и детоксикации. 

Теоретическая и практическая значимость работы. Теоретическая и практическая 

значимость работы определяется расширением диапазона применения альтернативных 

биомоделей (преимущественно гидробионтов) в скрининговых фармакологических 

исследованиях перспективных фармакологических средств медицинского и ветеринарного 

предназначения. Разработанные новые методики количественной оценки отдельных видов 

фармакологической активности позволяют более широко применять современные биоэтические 

подходы в доклинических исследованиях, направленные на минимизацию исследований с 

участием в виде биообъектов млекопитающих.  
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Диссертационное исследование обосновывает новые подходы к изучению процессов 

взаимодействия лекарственных средств на этапе их метаболической биотрансформации, 

интегральной оценке системы детоксикации ксенобиотиков на основе графического анализа 

динамики выраженности признаков интоксикации путем перевода их в бальную шкалу оценки.  

Разработанные методики являются легко воспроизводимыми и могут применяться в 

лабораторных научных исследованиях по направлениям фармакологии, токсикологии, 

физиологии, патологической физиологии и др., а также в учебных процессах. В основе 

некоторых методических разработок лежит принцип открытости, который позволяет их легко 

адаптировать под конкретные задачи или тесты. 

Методология и методы исследования. Методология диссертационного исследования 

основана на принципах подобия ключевых физиологических и биохимических процессов в 

организмах биообъектов, находящихся на разных уровнях эволюционного развития, общности 

молекулярных механизмов формирования типовых патологических процессов и ответа 

организма на действие референсных биологически активных веществ. Методической базой 

исследования были хорошо известные релевантные методы скринингового фармакологического 

исследования на лабораторных животных (мыши, крысы, свиньи), которые подвергались 

модификации в соответствии видовыми особенностями альтернативных биообъектов (раков, 

рыб, лягушек, аксолотлей). Разработка альтернативных биомоделей осуществлялась методом 

эксперимента, границы применимости моделей и критерии оценки их показателей 

определялись на основе статистического анализа, адекватность биомоделей и их пригодность к 

скрининговым исследованиям оценивалась путем проведения их фармакологической 

валидации. 

Положения, выносимые на защиту: 

1. Применение в доклинических исследованиях рыб Danio rerio и Poecilia reticulata для 

скрининга биологически активных веществ адекватно отражает антигипоксическое, 

адаптогенное, термо- и фригопротекторное действие лекарственных средств и их влияние на 

физическую выносливость. 

2. Короткое курсовое введение двухлеткам карпа (Cyprinus carpio) в качестве 

модельного токсиканта парацетамола с этиловым спиртом адекватно отражает развитие 

гепатотоксичности. Полученная модель позволяет оценивать гепатопротекторную активность 

лекарственных средств. 

3. Аллоксан, при введении в вентральный синус длиннопалым речным ракам 

(Pontastacus leptodactylus), воспроизводит типичную картину сахарного диабета I типа, 

моделируемого на грызунах, и сахароснижающий эффект инсулиновых препаратов. 

4. Скорость роста культи ампутированной конечности у аксолотлей на временном 

интервале 2-6 недель линейна и отражает влияние биологически активных веществ на процессы 

регенерации.  

5. У рыб семейства цихлид (Symphysodon spp.) под влиянием пробиотиков, как средств 

стимуляции неспецифического иммунитета, отмечается повышение содержания лактоферрина, 
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как одного из компонентов колострального иммунитета, продуцируемого в составе кожной 

слизи, что сопровождается повышением жизнестойкости их потомства. 

6. Динамика бальной оценки выраженности признаков острой интоксикации у грызунов 

(крысы) и лягушек (Xenopus laevis) количественно характеризует мощность системы 

детоксикации ксенобиотиков у биообъекта. 

Степень достоверности и апробация результатов. Высокая степень достоверности 

полученных результатов подтверждается достаточным объемом экспериментального материала 

с использованием современных методологических подходов и методик, соответствующих 

задачам работы и критериям доказательной медицины. Выводы и положения, выносимые на 

защиту, сформулированные в диссертации, подтверждены экспериментальным материалом, 

анализом литературы и статистической обработкой. 

Статистический анализ результатов исследования проводилась методами описательной и 

вариационной статистики, частотного анализа методами непараметрического анализа (критерий 

Вилкоксона-Мана-Уитни, Метод точной вероятности Фишера) с использованием прикладного 

пакета «Анализ данных» для Excel Microsoft Office. Достоверными считались различия 

показателей при р<0,05. 

Основные результаты работы обсуждались на научно-практических конференциях 

«Биомедицина и биомоделирование» (Светлые горы  Московская область, 2010, 2012, 2013, 

2015, 2016 гг.), международной научной конференции, посвященной 175-летию 

К.А. Тимирязева (Москва, 2018 г.), Всероссийской научно-практической конференции с 

международным участием «Инновационные решения для повышения эффективности 

аквакультуры» (Москва, 2019 г.), международной научной конференции, посвященной 125-

летию со дня рождения В.С. Немчинова (Москва, 2019 г.), международной научной 

конференции, посвященной 155-летию РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева (Москва, 2020 г.), 

Всероссийской научной конференции «Фармакологические подходы в регенеративной 

медицине», посвященной 40-летию НИИФиРМ им. Е.Д. Гольдберга (Томск, 2024), 

Всероссийской (национальной) научно-практической конференции с международным участием, 

посвященной 160-летию со дня основания РГАУ-МСХА имени К.А. Тимирязева (Калуга, 

2025 г.), II Всероссийской научно-практической конференции с международным участием 

«Фармация: опыт и перспективы развития» (Красноярск, 2026 г.) 

Внедрение полученных результатов. Результаты диссертационного исследования 

внедрены в учебно-педагогический процесс Института зоотехнии и биологии РГАУ–МСХА 

имени К.А. Тимирязева (акт внедрения 05 ноября 2025 г.), кафедры промышленной фармации 

Инженерно-физического института биомедицины Национального исследовательского ядерного 

университета «МИФИ» (акт внедрения от 18 марта 2026 г.). Результаты используются в научно-

исследовательских работах Бурятской государственной сельскохозяйственной академии имени 

В.Р. Филиппова (акт внедрения от 06 октября 2025 г.), факультета биоинженерии и 

биоинформатики Московского государственного университета имени М.В. Ломоносова (акт 
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внедрения от 12 марта 2026 г.) и Института зоотехнии и биологии РГАУ–МСХА имени К.А. 

Тимирязева (акт внедрения 05 ноября 2025 г.). 

Ожидаемый медико-социальный и экономический эффекты. Ожидаемый медико-

социальный эффект внедрения результатов диссертации – расширение ассортимента 

высокоэффективных инновационных фармакологических средств медицинского и 

ветеринарного предназначения, создание условий для более строгой реализации современных 

требований по биоэтике в ходе доклинического изучения новых биологически активных 

молекул. 

Ожидаемый экономический эффект – снижение затрат на проведение скрининговых 

исследований эффективности лекарственных средств медицинского и ветеринарного 

предназначения, повышение уровня продуктивности и жизнеспособности потомства 

сельскохозяйственных животных на ранних сроках жизни. 

Соответствие паспорту заявленной научной специальности. Диссертационное 

исследование соответствует п. 2 «Разработка и фармакологическая валидация 

экспериментальных моделей патологических состояний» паспорта специальности 3.3.6. 

Фармакология, клиническая фармакология.  

Публикации. По материалам диссертационного исследования опубликовано 25 

печатных работ, из них 19 в журналах, рекомендованных Высшей аттестационной комиссией, в 

том числе 17 публикации относятся к изданиям категории К1-2, и 2 работы в журналах 

входящих в базу данных Scopus Q3-4.  

Личный вклад автора. Автор изучил проблему исследования, провел анализ 

литературных данных, сформулировал цели и задачи исследования, спланировал и лично 

выполнил экспериментальные исследования на гидробионтах и лабораторных животных, 

проводил биохимические и гематологические исследования, статистический анализ и 

интерпретацию полученных данных, а также подготовил и опубликовал результаты 

собственных экспериментальных исследований. Докладывал результаты исследований на 

отечественных конференциях и конференциях с международным участием.  

Автором разработан способ моделирования гипоксических состояний на Danio rerio, 

метод динамического определения кислорода в гермообъеме, способ моделирования 

физических нагрузок на Poecilia reticulata, включая конструкторскую разработку установки и 

расчет динамических характеристик. Разработана бальная шкала оценки состояния Danio rerio. 

Структура и объем диссертации. Материалы диссертационного исследования 

представлены на 264 страницах машинописного текста и состоят из введения, обзора 

литературы, описания материалов и методов исследования, 3 глав с результатами собственных 

исследований и их обсуждением, выводов, заключения, практических рекомендаций, списка 

сокращений, списка литературы, включающего 444 источников, в том числе 310 на русском и 

134 на иностранных языках. Работа проиллюстрирована 48 таблицами и 40 рисунками. 
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ОСНОВНОЕ СОДЕРЖАНИЕ РАБОТЫ 

 

В первой главе диссертации представлен обзор современной научной литературы по 

проблеме подбора и создания биомоделей для фармакологических исследований. Представлены 

наиболее распространенные биологические модельные объекты, методы создания 

биологических моделей, освещены биоэтические принципы и преимущества использования 

альтернативных биомоделей. Во второй главе представлены материалы и методы исследований. 

Описаны объекты исследования, лекарственные средства, используемые для 

фармакологической валидации и методы моделирования патологических процессов и 

состояний на релевантных биомоделях. В третьей главе представлены собственные 

исследования по разработке альтернативных моделей для скрининга отдельных видов 

фармакологических эффектов, связанных с экстремальными воздействиями – 

антигипоксическими, термо- и фригопротекторными, адаптогенными, влияющими на 

физическую работоспособность и нейролептической активности. Четвертая глава посвящена 

разработке альтернативных биомоделей индуцированной токсикантами патологии органов для 

оценки эффективности фармакологических средств. В пятой главе диссертации приведены 

результаты разработки новых биомоделей для изучения систем детоксикации, влияния 

фармакологических средств на иммунитет и процессы регенерации. Представлено заключение, 

выводы и даны рекомендации и предложения по дальнейшей разработке темы. 

 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 

 

Фармакологическая валидация биомедицинской модели подразумевает введение в 

организм исследуемого биообъекта лекарственного препарата с хорошо известными 

фармакологическими свойствами, повышающими или понижающими выраженность 

моделируемого процесса (состояния). При выборе доз для фармакологической валидации у 

млекопитающих исходили из человеческих доз с учетом или без коэффициентов дозопереноса, 

либо доз, на которых проявляется эффект препарата (по литературным данным). ). В случае с 

гидробионтами, и отсутствии методики межвидового дозового переноса – путем 

прогнозирования с учетом путей и объемов введения, растворимости и возможной абсорбции 

через жабры или трансдермально. Препараты, дозы которых указаны по площади тела, 

переводили в массовые значения мг/кг с учетом коэффициентов соотношения (см
2
 /кг), т.к для 

гидробионтов так же не существует данных о площади поверхности тела. 
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Методология создания альтернативных биомоделей представлена на рисунке 1 

 

Рисунок 1. Методология создания альтернативных биомоделей. 

 

Биохимические показатели крови и гемолимфы определяли на биохимическом 

анализаторе «ChemWell+» (Awarenes Technology США) с использованием реагентов фирмы 

«Витал» (Россия) в сыворотке крови без следов гемолиза. Глюкозу определяли в цельной крови 

и гемолимфе на глюкометре Accu-Chek Active. Гематологические исследования цельной крови 

млекопитающих выполнялись на гематологическом анализаторе BC-3200 (Mindray). 

Гемоцитарная формула речных раков – процентное соотношение разных типов гемоцитов. 

Общее число гемоцитов (ОЧГ) и гемоцитарную формулу определяли в камере Горяева. 

Показатели эритропоэза и дифференциальный подсчет лейкоцитов рыб определялся в 

окрашенных по Паппенгейму мазках периферической крови микроскопически на цифровом 

микроскопе Optika DM 15. Определение лактоферрина проводили в соответствии с 

инструкцией производителя к набору. Анализ выполняли на cпектрофотометре MultiScan Go. 

Гистологические срезы окрашивали гематоксилин-эозином. Исследования проводились с 

помощью цифровой микроскопии на Optika DM 15.  

Серии исследования представлены в таблице 1. 
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Таблица 1 – Общая характеристика серий исследований. 

Се-

рия 

Модели-

руемый 

процесс, 

состояние 

Релевантная модель Альтернативная модель Средства 

фармакологической 

валидации 

Метод 

моделирования 

Живот-

ные, ко-

личество 

Метод модели-

рования 

Животные, 

количество 

Моделирование неспецифических состояний организма, связанных с экстремальными воздействиями 

1 Гипоксия Гипоксия 

гермообъема 

Мыши, 

30 

Герметизация 

аквариума 

Рыбки Danio 

rerio, 80 

Этилметилгидрокси-

пиридина сукцинат 

(Мексидол),Актовегин 

2 Гипертер-

мия 

Иммерсионная ги-

пертермия (плава-

ние с грузом 5%, 

вода +40 
о
С) 

Мыши, 

24 

Вода с темпера-

турой +30-32 
о
С 

Рыбки Danio 

rerio, 40 

Кортексин, 

Фумаровая соль 

янтарного эфира 

диметиламиноэтанола 

3 Гипотермия Иммерсионная ги-

потермия 

(плавание с грузом 

5%, вода +10 
о
С) 

Мыши, 

24 

Вода с темпера-

турой +14-16 
о
С 

Рыбки Danio 

rerio, 40 

Кортексин, 

Фумаровая соль 

янтарного эфира 

диметиламиноэтанола 

4 Истощаю-

щая физи-

ческая 

нагрузка 

Трехнагрузочная 

плавательная 

проба, груз 7,5 % 

от массы тела 

Мыши, 

20 

Гидроканал для 

рыб (преодоле-

ние встречного 

потока воды) 

Рыбки гуппи 

Poecilia 

reticulata, 40 

Этилметилгидроксип

иридина сукцинат 

(Мексидол) 

5 Адаптация Барокамерная ги-

поксическая тре-

нировка 

Мыши, 

30 

Тренировки с 

кратковременной 

гипоксией 

гермообъема 

Рыбки Danio 

rerio, 50 

Этилметилгидрокси-

пиридина сукцинат 

(Мексидол),Актовегин 

Моделирование токсических поражений печени, поджелудочной железы, гепатопанкреаса 

7 Гепатотокс

ичность 

Гепатотоксич-

ность, индуциро-

ванная парацета-

молом с этанолом 

Крысы, 

42 

Гепатотоксич-

ность, индуциро-

ванная парацета-

молом с этанолом 

Карпы Cyprinus 

carpiо, 65 

Ремаксол 

8 Панкреа-

токсичность 

Стрептозотоцино-

вый диабет 

Крысы, 

118 

Аллоксановая 

панкреатоксич-

ность 

Раки Pontastacus 

leptodactylus, 60 

Новорапид 

Моделирование саногенетических процессов 

9 Неспецифи-

ческий 

иммунитет 

Колостральный 

иммунитет 

Свиньи, 

10 

Секреция лизоци-

ма, лактоферрина 

Дискусы 

Symphysodon, 60 

Пробиотический ком-

плекс, Субтилис С 

10 Регенера-

ция 

Частичная 

гепатэктомия 

Крысы, 

40 

Ампутация части 

конечности 

Аксолотли 

Ambistoma 

mexicana, 32 

Цисплатин, Рибоксин 

+ оротат калия 

11 Метаболи-

ческая 

трансфор-

мация ксе-

нобиотиков 

Динамика призна-

ков интоксикации 

этанолом, циспла-

тином 

Крысы, 

32 

Динамика при-

знаков интокси-

кации этанолом, 

цисплатином 

Лягушки 

Xenopus laevis, 

32 

Меглюмина натрия 

сукцинат (Реамберин) 

Доксорубицин 

 

Статистический анализ результатов исследования проводилась методами описательной и 

вариационной статистики, частотного анализа методами непараметрического анализа (критерий 

Вилкоксона-Мана-Уитни, Метод точной вероятности Фишера) с использованием прикладного 

пакета «Анализ данных» для Excel Microsoft Office. Достоверными считались различия 

показателей при р<0,05. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ 

Разработка альтернативных моделей для скрининга отдельных видов 

фармакологических эффектов, связанных с экстремальными воздействиями 

Разработка альтернативной модели гипоксии гермообъема для скрининга 

фармакологических соединений, обладающих антигипоксической активностью 

Для разработки альтернативной модели для исследования антигипоксической активности 

биологически активных веществ нами были выбраны рыбки Danio rerio, на которых возможно 

воспроизвести гипоксию гермообъема, как наиболее близкую к релевантным моделям 

гипоксии. Особенностью Danio rerio является высокая и постоянная двигательная активность, 

вызывающая также высокую потребность в кислороде для обеспечения деятельности скелетных 

мышц. Поэтому возникновение у них гипоксических состояний будет проявляться, прежде 

всего, в изменении двигательной активности и положения в пространстве акваобъема. 

В наших исследованиях были использованы герметизируемые емкости объемом 200 мл, 

полностью заполненные отстоянной водой температурой 22-24 
о
С, в которых были размещены 

рыбки Danio rerio (Рисунок 2). Для определения содержания кислорода в воде в динамике 

использовалась герметичная емкость с погруженным датчиком портативного оксиметра 

DO9100 (Рисунок 3). 

                   

Рисунок 2. Герметичная емкость 

для моделирования гипоксии 

гермообъема и этологических 

наблюдений 

 Рисунок 3. Установка для определения 

содержания кислорода в воде в динамике 

при исследованиях антигипоксической 

активности биологически активных веществ 

Начальное содержание кислорода в воде – основной параметр, от которого зависит 

длительность эксперимента и динамические характеристики потребления кислорода рыбами. 

Рекомендуется стандартизировать начальный уровень кислорода. Рекомендуемый начальный 

уровень сатурации – 5-6 мг/л. При превышении показателей допускается предварительная 

десатурация. При сниженных начальных показателях сатурации возможно проведение 

предварительного барботажа.  
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Рисунок 4. Динамика концентрации 

кислорода в воде гермообъема при 

выполнении гипоксической пробы Danio 

rerio при плотности посадки 16 г/л. 

Рисунок 5. Поминутное удельное 

потребление кислорода (мг/г живой 

массы) Danio rerio в ходе выполнения 

гипоксической пробы при плотности 

посадки 16 г/л 

Представленные данные (рисунок 4) показывают, что концентрация кислорода в водной 

среде в ходе выполнения гипоксической пробы в разные временные интервалы снижается 

близкими темпами, но несколько быстрее в первые 10 минут (на 1,6 мг/л) с постепенным 

снижением этого темпа к концу пробы (до 0,4 мг/л за 10 мин). 

Представленные на рисунке 5 данные отражают фазность потребления кислорода в ходе 

выполнения гипоксической пробы. Первая фаза (2-15 минуты) является адаптационно-

компенсаторной, в ходе которой рыбки пытаются компенсировать дефицит кислорода 

попыткой усиления его поглощения с последующим переключением на использование 

тканевых резервов кислорода (10-15 мин). Однако, эти резервы не могут обеспечить 

физиологические потребности организма в прежнем объеме, в связи с чем, возникает вторая, 

стрессовая фаза (16-45 мин), в ходе которой организм пытается нарастить потребление 

кислорода (вероятнее, за счет интенсификации жаберного кровотока и гемоциркуляции в 

целом). Действие подобных физиологических механизмов ограничено дефицитом кислорода во 

внешней среде и истощением компенсаторных механизмов наращивания мощности системы 

потребления кислорода, поэтому на последних 5 минутах пробы возникает фаза 

декомпенсации, когда критически низкий уровень потребления кислорода уже не может 

обеспечивать текущие потребности организма, что ведет к декомпенсации жизненно важных 

функций. 

В ходе исследования была разработана бальная шкала оценки состояния Danio rerio, 

учитывающая положение рыбок в ѐмкости для исследования, характер движений и частоту 

движения жаберных щелей (таблица 2). Максимальное количество баллов по предлагаемой 

шкале – 20, что позволило ввести количественный Индекс состояния для Danio rerio, равный 

фактическому суммарному значению баллов, деленному на 20. 
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Таблица 2 – Бальная шкала оценки состояния Danio rerio 

Признак Балл 

Положение в ѐмкости (установке для исследований) 

Преимущественно верховое 5 

Преимущественно срединное 4 

Преимущественно придонное 3 

Частая смена придонного на верховое 2 

Резкие кратные перемещения по вертикали  1 

Рандомные резкие перемещения со сменой положения тела (боковое, вверх 

брюхом) 

0 

Характер двигательной активности 

Активные, движения равномерные по скорости 10 

Активные, движения с хаотичной сменой направления 9 

Активность пониженная, движения плавные, замедленные 8 

Активность снижена, движения заторможенные 7 

Ажитация, движения не равномерные, рывками, с нормальным положением тела 6 

Ажитация, чередующаяся с зависанием, движения хаотичные с широким 

диапазоном положений. Изменение оси положения тела под углом 20
о
 и более к 

горизонтали. 

5 

Активность низкая. Движения минимальные. 4 

Вертикальные метания. Рывки. Полная остановка.  3 

Нарушение координации, временные утраты позы 2 

Агонические сокращения 1 

Движения отсутствуют 0 

Движения жаберных крышек 

Обычные, ритмичные 5 

Ускоренные/замедленные 4 

Учащение/замедление более чем в 3 раза 3 

Неритмичные 2 

Агональные 1 

Отсутствуют 0 

Максимальный балл 20 

 

Результаты частотного анализа встречаемости значений суммарного балла состояния 

Danio rerio во время гипоксической пробы в зависимости от содержания кислорода в воде 

представлены в таблице 3. 

Таблица 3  Частоты встречаемости значений суммарного балла состояния Danio rerio 

во время гипоксической пробы в зависимости от содержания кислорода в воде.  

Кислород, мг/мл 
Суммарный балл гипоксической пробы 

0-5 6-10 11-15 16-20 

0,6 1,000    

0,7 0,250 0,750   

0,8   1,000  

0,9   1,000  

1,0    1,000 
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По результатам частотного анализа можно сделать вывод, что Danio rerio обладают 

хорошей устойчивостью к гипоксии в пробе с пребыванием в герметическом пространстве, и 

выраженное ухудшение их состояния отмечается при снижении содержания кислорода до 

уровня менее 0,9 мг/л. Критическим для жизнедеятельности уровнем низкого содержания 

кислорода является его концентрация в воде менее 0,7 мг/л. 

Дисперсионный факторный анализ показал, что с контролируемым фактором 

концентрации кислорода в воде на завершающем этапе гипоксической пробы связано около 

90% вариативности показателя суммы баллов оценки состояния Danio rerio (р=6*10
-13

).  

Так как в условиях эксперимента снижение концентрации кислорода в воде (рисунок 3) 

отрицательно связано с длительностью периода герметизации (коэффициент корреляции r=-

0,95) на финальном этапе пробы, то в качестве критерия антигипоксического действия 

биологически активных веществ могут рассматриваться (с учетом плотности посадки 16г/л): 

А) при выраженной антигипоксической активности 

 повышение длительности сохранения способности к жизнедеятельности Danio rerio при 

выполнении пробы более 55 минут;  

 снижение критического уровня концентрации кислорода в воде, при котором еще возможно 

для Danio rerio поддерживать двигательную активность, ниже 0,7 мг/мл; 

 повышение бальной оценки поведения и двигательной активности (в соответствии со 

шкалой, представленной в таблице 8 на временной точке 58-60 минут выше 5 баллов;  

Б) При умеренной антигипоксической активности 

 более низкие значения удельного потребления кислорода в первой фазе гипоксической 

пробы (до 16 минут) и кумулятивного потребления кислорода за этот интервал времени; 

 отсутствие пиков повышения потребления кислорода во второй фазе гипоксической пробы 

(16-45 минута пробы). 

Для фармакологической валидации альтернативной скрининговой модели исследования 

антигипоксической активности использованы антигипоксанты мексидол и актовегин, которые 

были внесены в десатурированную воду гермообъема. Динамика потребления кислорода 

рыбками Danio rerio в воде гермообъема в группах исследования представлена на рисунке 6. 

Несмотря на различия в длительности переносимости пробы, гибель рыбок наблюдалась 

практически на одном уровне гипоксии – при достижении содержания кислорода в воде 0,5-

0,6 мг/л. Как следует из представленных данных (Рисунок 6), мексидол, введенный в воду 

гермобассейна в дозе 250 мг/л, по своему антигипоксическому действию практически не 

отличался от группы контроля. Его особенностью было незначительное снижение потребления 

кислорода с 30 минуты гипоксической пробы, но это не сказалось на общей продолжительности 

переносимости гипоксии и гиперкапнии. 



17 

 

Рисунок 6. Динамика потребления кислорода рыбками (накопительным итогом) в ходе 

выполнения гипоксико-гиперкапнической пробы при введении в воду фармакологических 

средств. Обозначения групп: А – контроль, Б – мексидол 250 мг/л, В – актовегин 400 мг/л, Г – 

мексидол 500 мг/л. 

В то же время высокая доза мексидола (500 мг/л) существенно (более чем в 2 раза) 

увеличивает длительность переносимости гипоксической пробы, при этом на сопоставимом 

временном интервале удельное потребление кислорода было ниже, чем в группе контроля. 

Необходимо отметить, что на фоне действия высоких доз мексидола рыбки в основном 

сохраняли обычные признаки своего поведения, и только при достижении уровня выраженной 

гипоксии характер их двигательной активности менялся. 

Антигипоксант актовегин по своим эффектам несколько отличался от 

антигипоксического действия высокой дозы мексидола – он продлевал период переносимости 

гипоксической пробы в 1,5 раза, и поддерживал более высокий уровень потребления кислорода. 

Нарушения в поведении и двигательной активности отмечались с концентрации кислорода 

0,9 мг/л. В целом рыбки этой группы отмечались меньшей активностью. 

В качестве релевантной модели были использованы белые аутбредные мыши. 

Фиксировалось время жизни животного в условиях гиперкапнической гипоксии.  

В нашем исследовании мексидол вводился мышам внутрибрюшинно в дозе 125 мг/кг, 

актовегин в дозе 400 мг/кг однократно за 30 мин до начала тестирования. Животные 

(нелинейные белые мыши массой 18-21 г) опытных и контрольных групп помещались в 

индивидуальные герметические контейнеры объемом 200 мл, в каждой группе было по 10 

животных. Фиксировалось время второго агонального вдоха, которое принималось за 

предельное время жизни животного в условиях гиперкапнической гипоксии. Результаты данной 

серии исследований представлены в таблице 4. 
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Таблица 4 – Исследование антигипоксической активности мексидола и актовегина в 

релевантной гипоксической модели - гипоксии гермообъема (предельное время переносимости 

пробы, с, средние по группе, M ± m, n=10).  

Показатель Контроль Мексидол, 125 мг/кг Актовегин, 400 мг/кг 

Длительность 

переносимости пробы, с 

349 ± 20 459 ± 23 480 ± 18 

% от контроля 100 131 137 

р=  0,002 0,000003 

 

Увеличение длительности переносимости гипоксической пробы составляло 31% у 

мексидола и 37% у актовегина по сравнению с контролем. 

Таким образом, релевантная модель гиперкапнической гипоксии (гипоксии 

гермообъема) выявляет антигипоксическую активность референсных препаратов мексидола и 

актовегина, которая носит умеренный, но статистически достоверный характер. 

 

Разработка альтернативной биологической модели для скрининга адаптогенной 

активности фармакологических соединений. 

Схема исследований адаптогенной активности подразумевает несколько этапов: 

определение исходного уровня специфической резистентности; проведение цикла 

специфических тренировок для повышения переносимости воздействия; оценка текущего 

уровня специфической резистентности через относительно короткий промежуток времени и на 

отсроченном этапе. При этом основным признаком адаптогенного действия будет увеличение 

скорости и стойкости формирования состояния повышенной специфической резистентности 

(адаптации) к неблагоприятным (экстремальным) воздействиям, к которым относят и гипоксию. 

В связи с тем, что показана возможность оценки переносимости гипоксии на рыбках Danio rerio 

в тесте гипоксии гермообъема, нами была разработана методика воспроизведения и оценки 

адаптогенной активности лекарственных средств на гидробионтах. 

Перед началом тренировочного цикла осуществляется тестирование устойчивости Danio 

rerio путем герметизации до появления отчетливых признаков, вызванных гипоксией 

нарушений поведения и двигательной активности. Показателем устойчивости к гипоксии будет 

бальная оценка состояния рыбок на момент завершения теста, длительность перенесенного 

гипоксического воздействия, а также достигнутый уровень удельного кумулятивного 

потребления кислорода. В качестве тренирующего гипоксического воздействия выбрано 

пребывание рыбок в гермообъеме до снижения концентрации кислорода в воде до 2 мг/мл, один 

раз в день ежедневно на протяжении 5 суток. В дни тренировок в воду экспериментальных 

групп вводили мексидол в концентрации 250 мг/л или актовегин 400 мг/л, в контрольной 

группе рыбки плавали в стандартной десатурированной воде без каких-либо добавок. Через 

сутки после завершения тренировки повторно проводится тестирование переносимости 

гипоксико-гиперкапнической пробы по схеме фонового тестирования. Показателем наличия 
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адаптационного действия будет наличие достоверных сдвигов состояния рыбок или уровня 

потребления кислорода в ходе финального тестирования. 

Результаты изменения переносимости гипоксико-гиперкапнической пробы у Danio rerio 

под влиянием гипоксических тренировок и применения мексидола (250 мг/л) и актовегина 

(400 мг/л) представлены в таблице 5.  

Таблица 5  Влияние гипоксических тренировок на показатели устойчивости Danio rerio 

к воздействию гиперкапнической гипоксии (гипоксии гермообъема). 

Показатель Интак

тные 

Контроль Мексидол Актовегин 

 После 

трени

ровок 

Через 

2 дня 

После 

трени

ровок 

Через 

2 дня 

После 

трени

ровок 

Через 

2 дня 

Длительность, мин 

% 

60 

100 

120 

200 

150 

250 

160 

267 

140 

233 

100 

167 

130 

216 

Предельные концентрации О2, мг/л 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 0,6 

Индекс состояния, баллы 0,21 0,23 0,24 0,24 0,23 0,22 0,23 

 

Анализ таблицы 5 показывает, что единственным показателем, чувствительным к 

режиму гипоксической тренировки, является длительность переносимости условий 

герметизации. В контрольной группе отмечается достоверное увеличение в 2 раза времени 

переносимости условий герметизации, причем в посттренировочном (через 2 дня после 

завершения тренировок) периоде этот показатель продолжает улучшаться. Мексидол во время 

периода гипоксических тренировок усиливает срочный адаптивный ответ (+67% к исходному 

уровню устойчивости), а следовательно, обладает адаптогенной активностью, но этот 

адаптационный эффект является не стойким и несколько ослабляется в посттренировочном 

периоде. Актовегин на исследуемой модели не проявил адаптогенной активности, его действие 

может быть оценено только как антигипоксическое. 

При проверке адаптогенного эффекта на релевантной модели высотного порога у 

лабораторных мышей для мексидола и актовегина показано, что мексидол (125 мг/кг) проявляет 

умеренный эффект адаптации животных к гипоксии при его введении на фоне экспресс-курса 

барокамерных гипоксических тренировок. Актовегин (400 мг/кг) эффекта не показал. 

 

Разработка альтернативной биологической модели для скрининга термо- и 

фригопротекторной активности фармакологических соединений. 

Одно из направлений фармакологии – разработка средств поддержки жизнедеятельности 

организма при экстремальных температурных воздействиях, приводящих как к общему 

перегреванию (состояние гипертермии), так и общему охлаждению организма (замерзание, 

гипотермия). 

Релевантная модель оценки термоустойчивости лабораторных животных основана на 

исследовании переносимости воздействия низких и высоких температур на организм, при этом 
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в качестве критерия переносимости выступают либо показатели физической работоспособности 

животного, либо длительность сохранения жизнедеятельности в условиях воздействия низких и 

высоких температур (длительность жизни, летальность на фиксированном временном отрезке) 

[Новиков В.С., Голянич В.М. , Шустов Е.Б., 1998]. 

Для гидробионтов существует только один способ формирования состояния гипер- и 

гипотермии – пребывание в воде с измененной температурой. Критерием уровня устойчивости 

при этом будет длительность пребывания до развития очевидных признаков температурного 

стресса, к которым относятся изменения поведения и двигательной активности. В связи с этим, 

для разработки модели оценки уровня тепловой устойчивости Danio rerio была выполнена 

отдельная серия исследований, в которой рыбки помещались в воду с возрастающими или 

снижающимися значениями температуры при обычном режиме газообмена между воздухом и 

водой. Каждые 5 минут фиксировались особенности их двигательной активности и поведения, 

которые затем переводились в баллы в соответствии с данными таблицы 1. Бальная динамика 

состояния Danio rerio представлена в таблице 6. 

Таблица 6 – Динамика бального показателя состояния рыбок Danio rerio при их 

пребывании в среде с различной температурой (средние по группе, n=10). 

Температура воды, 
о
С Длительность воздействия гипотермии (мин) 

5 10 15 20 25 30 

14 13 11 11 10 10 10 

16 17 14 13 12 12 12 

18 19 17 16 15 15 15 

20 20 20 19 19 19 18 

22 20 20 20 20 20 20 

24 20 20 20 20 20 20 

26 20 20 20 20 20 20 

28 19 19 19 19 19 18 

30 18 18 17 16 16 16 

32 17 17 16 16 16 15 

34 17 16 14 14 13 13 

36 16 16 14 13 13 13 

 

Наблюдение за поведением Danio rerio в воде с температурой 14-16 
о
С показало резкое 

снижение двигательной активности, придонное положение рыбок, движение жабр замедленно и 

неритмично. Расчетный индекс состояния резко снижен до 0,55, что отражает развитие 

выраженного холодового нарушения нервной деятельности и метаболизма в целом. Таким 

образом, критическими для рыбок в условиях гипотермии являются пребывание в течение 20 

мин в воде с температурой 14-16 
о
С. Следовательно, признаком фригопротекторного действия 

лекарственных средств при использовании данной модели на Danio rerio будут улучшение их 

состояния по баллам комплексной оценки поведения и двигательной активности и увеличение 
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длительности периода сохранения приемлемых для рыбок показателей поведенческой 

активности. 

Данные таблицы 6 показывают, что температура воды в диапазоне 30-32 
о
С и 

длительность экспозиции 20 минут достаточно, чтобы зафиксировать у рыбок состояние 

теплового стресса (гипертермии), проявляющееся изменением преимущественного их 

положения в аквариуме, появления хаотичности в движениях, замедление и нестабильности 

двигательной активности, учащение движений жаберных щелей. Индекс состояния для рыбок 

на этой точке был равен 0,80, т.е. состояние Danio rerio было хуже оптимального на 20%. Эти 

показатели и были приняты за параметры модели. 

Для фармакологической валидации модели были выбраны 2 препарата – фумаровая соль 

янтарного эфира диметиламиноэтанола (ФДМАЭС) и кортексин, для которых ранее был 

выявлены термо- и фригопротекторные эффекты [Новиков В.С., Голянич В.М., Шустов Е.Б., 

1998, Ким А.Е., Шустов Е.Б., 2023].  

Исследуемые препараты растворяли в аквариумной воде до концентраций 250 мг/л 

(ФДМАЭС) и 25 мг/л (кортексин). В каждой исследуемой группе было по 10 рыбок. Результаты 

исследования термопротекторной активности этих соединений на Danio rerio представлены в 

таблице 7. 

Таблица 7  Термопротекторные эффекты ФДМАЭС и кортексина в отношении 

поведения аквариумных рыбок Danio rerio при их пребывании в воде с температурой 30-32 
о
С 

(баллы поведенческой и двигательной активности, средние по группе, n=10). 

Группа Длительность экспозиции, мин 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 

Контроль 18 18 17 16 16 16 14 13 13 

ФДМАЭС 20 20 19 19 19 19 17 17 16 

Кортексин 20 20 20 20 19 19 19 17 17 

 

Представленные в таблице 6 данные показывают, что контрольная группа рыбок Danio 

rerio достигла порогового значения поведенческих проявлений термостресса к 20 минуте 

пребывания в условиях гипертермии, при более выраженном ухудшении состояния к 40 мин. 

Оба препарата отодвигали проявления у рыбок тепловых нарушений двигательной активности 

и поведения на 20-25 мин, что является статистически достоверным признаком 

термопротекторного действия (р=8*10
-5

, метод точной вероятности Фишера). 

Результаты исследования фригопротекторной активности этих соединений на Danio 

rerio представлены в таблице 8. 
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Таблица 8  Фригопротекторные эффекты ФДМАЭС и кортексина в отношении 

поведения рыбок Danio rerio при их пребывании в воде с температурой 14-16 
о
С (баллы 

поведенческой и двигательной активности, средние по группе, n=10). 

Группа Длительность экспозиции, мин 

5 10 15 20 25 30 35 40 45 

Контроль 14 13 12 11 11 11 11 10 10 

ФДМАЭС 19 17 17 14 14 14 13 13 13 

Кортексин 19 19 18 17 17 17 14 13 12 

 

Оба исследуемых препарата характеризовались более высокими показателями 

поведенческой и двигательной активности рыбок в условиях гипотермии, что сопровождалось 

улучшением значений индекса состояния на 20 минуте с 0,55 до 0,70 для ФДМАЭС и 0,85 для 

кортексина (отличия от контроля достоверны). Различия между препаратами проявлялись на 

раннем временном диапазоне (преимущество было у кортексина), но в более поздние сроки 

разница в количественной оценке фригопротекторного действия сглаживалась и после 35 

минуты уже не определялась. 

В качестве релевантной модели для оценки влияния фармакологических средств на 

переносимость лабораторными животными гипер- и гипотермии была выбрана модель 

иммерсионной термии с определением предельного времени плавания мышей с грузом 5% от 

массы тела в десатурированной воде с температурой 10-11 
о
С и 40 

о
С. Референсные препараты 

вводились белым нелинейным мышам-самцам за 1 час до проведения плавательной пробы. 

ФДМАЭС вводился внутрижелудочно в дозе 25 мг/кг, кортексин внутрибрюшинно в дозе 2,5 

мг/кг. Фиксировалось предельное время плавания животных. 

При гипертермии показано увеличение времени плавания на 60% для ФДМАЭС и 63% 

для кортексина. При гипотермии отмечено увеличение длительности плавания в 2,6 раза у 

мышей под влиянием ФДМАЭС и в 2 раза на кортексине. 

 

Разработка альтернативной биологической модели для скрининга 

фармакологических соединений, влияющих на физическую работоспособность. 

Среди известных плавательных нагрузочных тестов для оценки работоспособности для 

аквариумных рыбок в качестве прототипа была использована кинезогидродинамическая модель 

[Каркищенко Н.Н., Каркищенко В.Н., 2012], в которой животные плывут в гидроканале 

навстречу ламинарного потока воды, скорость которого и формирует заданный уровень 

физической нагрузки [Шустов Е.Б., Каркищенко Н.Н., Уйба В.В., 2013].  

Для моделирования максимально переносимых физических нагрузок были выбраны 

самцы гуппи, как менее подвижные рыбки по сравнению с Danio rerio. Самцы обладают 

удлиненными (вуалевыми) плавниками и хвостом, что способствует увеличению 

сопротивления в потоке воды, и необходимости прикладывать дополнительные силы для его 

преодоления. Выбор пола животных был определен во избежание влияния физиологических 
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состояний (беременность). Биообъекты помещались в гидроканал (оригинальная установка) с 

разной скоростью потока воды. В качестве гидродинамического канала использовалась 

стеклянная трубка с внутренним диаметром 14 мм (рисунок 11  гидроканал для рыбок). 

Диаметр был подобран исходя из размеров рыбки – чтобы не стеснял движений, и 

одновременно не было возможности развернуться. Длина канала 20 см. Скорость потока воды 

для моделирования физической нагрузки составила 13 см/с. При скорости менее 10 см/с рыбки 

пользуются завихрениями и работают не в полную силу, что увеличивает время эксперимента. 

При увеличении потока свыше 15 см/с, они не справляются со скоростью течения и их сразу 

сносит. Поток воды создавался аквариумным фильтром «BARBUS Filter 001» 

Производительность может регулироваться положением заглушки в фильтрационном стакане. 

Фиксировалось время «плавание до отказа». Температура воды была стандартной (+24 
о
С), и 

относилась к диапазону термокомфортной температуры. 

Дизайн исследования был ориентирован на выполнении трех нагрузочных проб на 

предельную переносимость интенсивной плавательной нагрузки: первая – основная, 

предназначена для оценки физической работоспособности. Вторая нагрузочная проба 

проводилась через 15 минут отдыха, она предназначена для оценки выраженности экстренного 

периода восстановления, связанного с ресинтезом АТФ из АДФ в аденилаткиназной реакции. 

Показателем интенсивности процессов экстренного восстановления является отношение 

времени заплыва 2 ко времени заплыва 1. Третья ступень нагрузки проводилась строго через 45 

минут после завершения заплыва 2. На этом этапе тестируется способность организма к 

утилизации негативно влияющих на работоспособность метаболитов – молочной кислоты и 

аммиака. Показателем третьего этапа теста является длительность выполнения нагрузки 3. 

Результаты, объединенные по нескольким сериям исследований, показывают, что 

длительность заплыва 1 у гуппи составила в среднем 173±18 с, однако выполнить 2 ступень 

нагрузки не удалось, рыбки отказывались от активного плавания и поток воды сразу же сносил 

их к задней части гидроканала, т.е. можно констатировать, что у гуппи отсутствует фаза 

экстренного восстановления. Еще через 45 минут отдыха была предпринята попытка выполнить 

3 этап нагрузки. Примерно у 30% рыбок выполнение 3-й нагрузки было невозможно (отказ от 

плавания в потоке), у остальных среднее время выполнения нагрузки составило 24±11 с. Судя 

по результатам исследования, отсроченная нагрузка для гуппи была избыточной, так как 

пытавшиеся ее выполнить рыбки через 50-65 мин приобретали боковое положение, а еще через 

30 мин (суммарно через 1,5 часа после повторной нагрузки) отмечена их гибель. Вероятно, 

повторная физическая нагрузка при практически отсутствующих процессах восстановления 

вызвала острую тяжелую форму гипоксии нагрузки, сопровождающейся декомпенсацией 

энергетического обмена и сердечной деятельности. 

В качестве фармакологического стимулятора работоспособности был использован  

препарат мексидол, способность которого оказывать положительное влияние на показатели 

физической работоспособности и выносливости хорошо известны. 
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За 30 мин до начала тестирования рыбки были помещены в воду, содержащую мексидол 

в концентрации 500 мг/л. В этой же среде гуппи содержались и во время периодов 

восстановления после нагрузок 1 и 2. Результаты данной серии представлены на рисунке 7. 

 

Рисунок 7. Влияние мексидола на физическую работоспособность рыбок гуппи на 

модели форсированного плавания во встречном потоке воды. Примечание: отличия от контроля 

достоверны: *  p<0,05; ***   p<0,001. 

Мексидол существенно повышает динамическую выносливость рыбок и способствует 

эффективному протеканию процессов восстановления. Важно отметить, что в постнагрузочном 

периоде в группе мексидола гибели рыбок не отмечалось. 

В качестве релевантной модели оценки динамического компонента физической 

работоспособности был выбран тест вынужденного плавания лабораторных мышей с грузом 

7,5% от массы тела в воде термокомфортной для животных температуры. Выбор утяжеления 

связан с тем, что при таком варианте выполнения теста нагрузки находятся в интервале 

смешанной аэробно-анаэробной работы средней интенсивности. За 30 мин до выполнения 

нагрузочного теста животным опытной группы внутрибрюшинно вводился раствор мексидола в 

дозе 125 мг/кг, животным контрольной группы вводили эквиобъемное количество 

физиологического раствора. 

В контрольной группе животных среднее время выполнения плавательного нагрузочного 

теста составило 4,1 ± 1,3 мин, что соответствует референсным значениям для этого теста (3-6 

мин). В группе мексидола отмечается прирост времени плавания на 70% (р=0,03) до 6,9 ± 1,6 

мин. 

Сопоставление эффектов мексидола в релевантной и альтернативной модели показывает, 

что обе модели выявляют его положительное влияние на динамический компонент физической 

работоспособности, однако в альтернативной модели активность препарата является более 

высокой. 
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Разработка альтернативных биомоделей индуцированной токсикантами патологии 

органов для оценки эффективности фармакологических средств 

Разработка альтернативной биологической модели для скрининга 

гепатопротекторных средств. 

Для моделирования патологии печени в качестве токсиканта был выбран парацетамол 

для обеспечения максимального подобия релевантной модели на крысах. В качестве объекта 

нами выбраны сеголетки карпа (Cyprinus carpio), выращенные в условиях аквакультуры при 

температуре 14-16 °С. Рыбы были рандомизированы на 3 группы по 13 особей в группе. Группа 

1 не получала токсикант и служила контролем для других групп, им вводился физиологический 

раствор в объеме 1 мл перорально с помощью зонда. Рыбам группы 2 парацетамол вводился per 

os в дозе 15 г/кг с 1 мл дистиллированной воды 7-кратно через день в течение 14 дней. Группе 3 

вводилась та же доза парацетамола с 1 мл 50% этанолом 7-кратно через день в течение 14 дней. 

Кровь для анализа отбиралась из хвостовой вены рыб прижизненно.   

В эксперименте с парацетамолом гибели рыб контрольной группы не отмечалось. Во 

второй группе (парацетамол) на 9 сутки от начала эксперимента погибла одна рыба. В группе 3 

(парацетамол + спирт) наблюдалась смерть 6 рыб на 5, 9, 21 сутки от начала эксперимента. 

У рыб опытных групп наблюдалась дряблость печени, некротизированные участки в ней. 

У рыб третьей группы отмечено увеличение желчного пузыря в 2 раза и скопление в нем желчи 

(рисунок 8). 

  

Рисунок 8. Увеличенный желчный пузырь рыб опытной группы (парацетамол+этанол). 

При гистологическом исследовании печени рыб, выявлены очаги жировой дистрофии, 

очаги зернистой белковой дистрофии гепатоцитов, некроз гепатоцитов с частичным 

замещением жировой тканью (рисунок 9). 

               

Рисунок 9. Очаги жировой 

дистрофии печени карпа. 

Рисунок 10. Участки гибели отдельных 

гепатоцитов. 
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Ввиду большей выраженности патологических изменений при комбинировании 

парацетамола с этанолом, у релевантной модели (крысы) так же использовалась указанная 

комбинация. Схема включала ежедневное пероральное введение комбинации парацетамола 

(500 мг/кг) и этилового спирта (1 мл 40% этанола) на протяжении 14 дней. Полученная 

гистологическая картина печени крыс после курса введения токсикантов соответствует 

сформировавшемуся лекарственному токсическому гепатиту с умеренными 

морфофункциональными изменениями печени (рисунок 10) и исследуемая модель может 

использоваться в качестве релевантной для исследования гепатопротекторного действия 

биологически активных веществ. 

При фармакологической валидации релевантной и альтернативной модели, в качестве 

гепатопротекторного средства использовался ремаксол. Рыбам и крысам препарат вводили 

внутрибрюшинно в дозе 15 и 10 мл/кг соответственно, коротким курсом (ежедневно 7 дней 

начиная с 7 суток введения парацетамола). Для комплексной оценки функционального 

состояния печени применялся лабораторный индекс поражения печени (ЛИ), учитывающий 

множество показателей, связанных с функционированием органа. [Шилов В.В., Шикалова И.А., 

Васильев С.А. и др., 2013] 

Результаты оценки функционального состояния печени по комплексному лабораторному 

индексу представлены в таблице 9. 

Таблица 9  Показатели лабораторного индекса у альтернативной и релевантной 

моделей (средние по группам, n=8, M±m). 

Показатель Ед. 

измерения 

Интактные Парацетамол + 

этанол 

Парацетамол + 

этанол + ремаксол 

ЛИ (карпы) Усл.ед. 133 ± 4 170 ± 6 *** 156 ± 7* 

ЛИ (крысы) Усл.ед. 198 ± 3 236 ± 8 ** 202 ± 6 

Примечание: отличия от группы интактных животных достоверны, *  p<0,05; **  

p<0,01; *** p<0,001. 

Представленные в таблице 9 данные показывают высокую чувствительность 

альтернативной биомодели к оценке гепатотоксичности парацетамолом, и возможности ее 

коррекции введением ремаксола. При этом под влиянием парацетамола лабораторный индекс 

поражения печени повышался на 28%, а под влиянием ремаксола снижался на 11%, оставаясь 

при этом несколько повышенным. 

Результаты оценки гепатотоксичности парацетамола и гепатопротекторной активности 

ремаксола в исследовании на релевантной модели так же показали высокую чувствительность 

релевантной модели к оценке гепатотоксичности комбинации парацетамола с этанолом, и 

возможности ее коррекции введением ремаксола. При этом под влиянием токсикантов 

лабораторный индекс поражения печени повышался на 19%, а под влиянием ремаксола 

восстанавливался до исходного уровня. 
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Вероятно, лабораторные показатели повреждения печени рыб менее чувствительны, чем 

печень крыс, к защитному действию ремаксола. 

 

Разработка альтернативной биологической модели токсического поражения 

поджелудочной железы. 

В качестве альтернативной модели токсического поражения поджелудочной железы 

были выбраны длиннопалые речные раки (Pontastacus leptodactylus) 

У ракообразных печень и поджелудочная железа представлены в виде общего органа – 

гепатопанкреаса. С учетом предварительных исследований по выраженности патологии и 

скорости ее развития у ракообразных в качестве токсиканта для моделирования патологии 

гепатопанкреаса речных раков был выбран аллоксан.  

Так как в литературе отсутствуют данные о методике переноса доз с млекопитающих на 

гидробионтов, а также данные об эффективных для моделирования панкреатоксичности у 

гидробионтов доз аллоксана, в ходе предварительных исследований определялись рабочие дозы 

токсиканта. 

Анализ результатов предварительных исследований показал, что дозы аллоксана 5 и 

50 мг/кг еще не вызывают отчетливой картины токсического поражения гепатопанкреаса у 

раков, а доза 500 мг является однозначно избыточной. В связи с этим в качестве рабочей дозы 

для дальнейшей разработки экспериментальной модели была выбрана доза 100 мг/кг. 

Патология гепатопанкреаса речных раков вызывалась ведением аллоксана в дозе 100 мг/кг в 

вентральный синус однократно. 

После введения аллоксана наблюдалась гибель речных раков на 3 день и на 23 день. 

Гистологические исследования показали, что после введения аллоксана в дозе 100 мг/кг в ткани 

гепатопанкреаса происходит вакуолизация цитоплазмы R-клеток (рисунок 11). Кроме этого к 7 

дню наступает повышение уровня глюкозы в гемолимфе и остается таким до конца 

эксперимента (рисунок 12). 

 

    

Рисунок 11. Вакуолизация 

цитоплазмы R клеток. 

Рисунок 12. Динамика концентрации глюкозы в 

гемолимфе раков при введении аллоксана в дозе 

100 мг/кг. 
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Следовательно, введение гидробионтам (ракам) аллоксана является адекватным 

способом биологического моделирования патологии гепатопанкреатической зоны для изучения 

активности гепатопротекторных средств. 

В качестве релевантной модели были использованы крысы со стрептозотоциновым 

диабетом. При его использовании в качестве токсиканта наблюдается избирательное 

повреждение инсулин-продуцирующих клеток поджелудочной железы с последующим 

фиброзом. 

Таким образом, токсические поражения поджелудочной железы, вызываемые 

стрептозотоцином или аллоксаном, вызывают гибель инсулин-продуцирующих клеток 

поджелудочной железы у млекопитающих и гепатопанкреаса у ракообразных, что проявляется 

формированием диабетоподобного синдрома с гипергликемией, близкого к модели сахарного 

диабета I типа. В связи с этим для фармакологической валидации этих моделей было 

использовано введение модельным животным гипогликемизирующего препарата Новорапид 

(ожидаемо эффективного при сахарном диабете 1-го типа), в дозе 0,5 Ед/кг 2 раза в день на 

протяжении 7 дней. Введение осуществлялось субкарапасно ракам и подкожно крысам. 

Результаты данной серии исследований представлены в таблицах 10-11. 

Таблица 10 – Содержание глюкозы в гемолимфе раков и крови крыс со 

смоделированным поражением гепатопанкреаса и поджелудочной железы ммоль/л (средние по 

группе, M±m, n=10, n=8 ). 

Группа Глюкоза, ммоль/л 

1 день  7 день 

Раки интактные 0,2±0,1 0,2±0,1 

Аллоксан (раки) 1,2±0,1 1,1±0,1 

Аллоксан + инсулин Новорапид (раки) 0,8±0,1** 0,4±0,1*** 

Крысы интактные 5,3±0,5 5,4±0,3 

Стрептозотоцин (крысы) 29,1±0,4 27,5±0,4 

Стрептозотоцин + инсулин Новорапид (крысы) 14,3±0,2*** 8,3±0,6*** 

Примечание: отличия от интактных достоверны, **  p<0,01, ***  p<0,001. 

Таблица 11  Показатели, характеризующие аллоксановое поражение гепатопанкреаса у 

раков и его коррекцию при введении инсулинового препарата (n=10). 

Показатель Группа 

Интактные Аллоксан Аллоксан+Новорапид 

Летальность, % 0 20 10 

Гистологические признаки поражения гепатопанкреаса, частота встречаемости, % 

Норма 95 20* 55 

Вакуолизация R-клеток 5 80* 45 

Примечание: отличия от интактных достоверны, *  p<0,05. 

Представленные в таблицах 11-12 данные показывают, что альтернативная биомодель 

аллоксанового поражения гепатопанкреаса у ракообразных отражает ожидаемые эффекты 
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действия лекарственных средств и может использоваться для скрининговых исследований 

целевой активности новых биологически активных соединений. 

 

Разработка новых биомоделей для изучения систем детоксикации, влияния 

фармакологических средств на иммунитет и процессы регенерации 

Разработка альтернативной биологической модели для скрининговой оценки 

индукторов компонентов неспецифического иммунитета.  

К числу универсальных белков неспецифического иммунитета можно отнести 

лактоферрин и лизоцим [Овсянников В.Г., Торопкина Ю.Е., Краскевич В.В., 2020; Legrand D., 

Mazurier J., 2010]. Считается общепринятым, что лактоферрин является ключевым фактором 

колострального иммунитета млекопитающих, у которых происходит передача белка от матери 

к потомству вместе с молозивом и молоком [Legrand D., Mazurier J., 2010]. 

Многочисленные наблюдения за цихлидами показали, что представители дискусов рода 

Symphysodon проявляют своеобразную постнатальную заботу о потомстве, выкармливая его 

слизью, секретируемой кожными клетками. У дискусов некоторые компоненты слизи, которые 

передаются личинкам, аналогичны компонентам молока млекопитающих [Chong K., Ying T.S., 

Foo J., 2005]. Интересно, что многие из них (пролактин, иммуноглобулины и специфические 

белки) значительно увеличиваются в кожной слизи во время размножения [Khong H.K., Kuah 

M.K., Jaya-Ram A., 2009; Sylvain F.É., Derome N., 2017; Zhang Y., Wen B., Meng L.-J., 2020]. 

Стратегией к выживанию у дискусов является кормление потомства эпителиальным секретом, 

который кроме питательных веществ содержит компоненты пассивного иммунитета – 

лактоферрин и лизоцим. Причем высокое содержание лактоферрина, вероятно, является 

ключом к развитию приобретенного пассивного иммунитета у потомства дискусов по аналогии 

с млекопитающими, что подтверждается серией опытов о влиянии лактоферрина на 

выживаемость потомства. 

Эпидермальный секрет получали in vivo спонжем и переносили в пробирку (Рисунок 13). 

Лактоферрин и лизоцим в образцах определялся методом иммуноферментного анализа c 

использованием наборов ELISA на спектрофотометре MultiScan Go.   

    

Рисунок 13. Получение эпидермального секрета у рыб. 

Оценку модели проводили путем скармливания с комбикорм в дозе 40 мг/кг 

референсного препарата пробиотика «Субтилис-C», содержащего споры природных штаммов 
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микроорганизмов Bacillus Subtilis и Bacillus Licheniformis, предназначенного в том числе для 

повышения естественной резистентности и сохранности молодняка, профилактики 

бактериальных заболеваний ЖКТ, нормализации пищеварения, стимулирования роста и 

развития сельскохозяйственных и непродуктивных животных, птицы, рыб, кроликов, пушных 

зверей. 

Для эксперимента было сформировано 2 группы дискусов с уровнем лактоферрина в 

эпидермальном секрете менее 100 нг/мл. Первая контрольная, вторая с добавкой пробиотика. 

Через 2 месяца после применения пробиотика «Субтилис-C» у кормящих пар дискусов, 

опытной группы, отмечено увеличение содержания лактоферрина в эпидермальном секрете 

(таблица 12).  

Таблица 12 – Содержание лактоферрина и показатели жизнестойкости потомства 

дискусов под воздействием пробиотика «Субтилис-С». 

Показатель Контроль 9 пар Опыт 9 пар 

Лактоферрин в эпидермальном секрете, нг/мл 71,5±13,7 113,0±8,8* 

Количество уничтоженных кладок, шт. 24 11 

Гибель пометов, шт. 6 6 

Выращено и высажено пометов, шт. 8 17 

Количество выращенных личинок с одного 

помета, шт. 

52,3±2,9 65,1±3,4* 

Примечание: *  отличия достоверны, p<0,05. 

Родительские пары дискусов, получавшие пробиотик «Субтилис-С», реже уничтожали 

кладки икры и вырастили на 13 пометов больше, чем рыбы контрольной группы (таблица 12). 

Добавление к корму дискусов пробиотика «Субтилис-С» усиливает в том числе 

выработку лактоферрина, что проявляется в повышении выживаемости личинок и мальков. 

В качестве релевантной модели были использованы свиньи крупной белой породы. 

Выбор биомодели обосновывался некоторыми особенностями, а именно наличием в молозиве и 

молоке заявленного компонента – лактоферрина, так как, согласно литературным данным, 

молоко самых распространенных лабораторных животных крыс, кроликов и собак лишено 

лактоферрина [Masson P., Heremans J., 1971].  

Для оценки пригодности модели было сформировано 2 группы животных по 5 голов в 

каждой. Первая группа интактная. Второй группе дополнительно давали пробиотик «Субтилис-

С» в дозе 20 мг/кг комбикорма. Молозиво и молоко отбирали в момент кормления поросят 

вакуумной помпой. 

Было показано увеличение концентрации лактоферрина в молозиве и молоке 

свиноматок, получавших пробиотик Субтилис С на 9,3 и 15,6% соответственно. Выживаемость 

поросят увеличилась на 5,5%. 

Проведенное исследование показало, что как альтернативная, так и релевантная 

биомодели отвечают на стимулирующее действие пробиотика увеличением выработки 
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лактоферрина в секретах, предназначенных для вскармливания потомства. У обеих моделей 

отмечено повышение выживаемости потомства.  

Разработка альтернативной биологической модели для скрининговой оценки 

биологически активных соединений, обладающих регенераторной активностью  

В исследовании по разработке модели использовали 8 аксолотлей. У экспериментальных 

объектов удалялись передние конечности до плечевого сустава (рисунок 14).  

 

А  Б 

Рисунок 14. Удаление передней 

конечности у аксолотля. Обозначения: 

А  здоровая передняя конечность. 

 Б  культя конечности после 

ампутации. 

Рисунок 15. Регенерация конечности аксолотля. 

Обозначения: А – 2 недели, Б – 4 недели, В – 8 

недель после ампутации части конечности. 

Естественная скорость роста апикальной части культи оперированной конечности на 

интервале 2-6 недель линейна и составляет 1 мм/неделю, на 7-8 неделях скорость роста 

несколько замедляется, что связано с формированием пальцев (рисунок 15). Можно 

констатировать, что на 8 неделе у аксолотля регенерация ампутированной части конечности 

завершается. Указанные временные характеристики могут рассматриваться в качестве 

критериальных для оценки эффективности процесса спонтанной регенерации у аксолотлей. 

В качестве релевантной модели использовалась модель частичной гепатэктомии печени 

у крыс. Процессы регенерации высокочувствительны к действию цитостатиков, средств с 

анаболической активностью, ростовым факторам. В связи с этим для фармакологической 

валидации моделей в качестве угнетающего регенерацию средства был выбран цитостатик 

цисплатин в дозе 4 мг/кг, а в качестве стимулятора регенерации – нестероидный анаболический 

комплекс из предшественников пуриновых и пиримидиновых нуклеотидов рибоксина и оротата 

калия (50 + 50 мг/кг). Результаты эксперимента представлены в таблице 13. 

Таблица 13  Скорость регенерации органов под влиянием цисплатина и комплекса 

рибоксин + оротат калия, %. 

Группа Скорость роста конечности 

аксолотля, % к контролю 

Коэффициент регенерации 

печени крыс, % к контролю 

Цисплатин, 4 мг,  41 61 

Рибоксин+оротат калия, 

50+50 мг/кг,  

115 111 
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У аксолотлей на фоне введения цисплатина она снизилась до 0,41 мм/неделю (р=0,05), а 

при введении рибоксина с оротатом выросла на 15%, до 1,15 мл/неделю. Кроме того, после 

введения цисплатина уже на 2-3 неделе отмечалась слабая гиперемия апикальной части культи, 

на 8 неделе было отмечено нарушение формирования пальцев на апикальной части 

оперированной конечности. У крыс так же отмечено ускорение регенерации под влиянием 

анаболического комплекса рибоксин+оротат калия, и снижение скорости регенерации под 

влиянием цисплатина. 

Таким образом, проведенные исследования показали, что как у альтернативной, так и у 

релевантной биомодели, адекватно воспроизводятся известные свойства препаратов и их 

влияние на процессы регенерации. 

Разработка альтернативной биологической модели для изучения систем 

детоксикации. 

Исследование выполнено на двух видах животных – лягушках (Xenopus laevis), и 

нелинейных белых крысах самцах. 

В качестве токсических ксенобиотиков использовалось два препарата с принципиально 

различным механизмом действия и разными путями детоксикации – этиловый спирт и 

цисплатин. Дозы ксенобиотиков для оценки динамики симптомов интоксикации выбирались 

исходя из известных данных об их острой токсичности для соответствующего вида животных 

для внутрижелудочного пути введения. 

Наблюдение за животными осуществлялось на протяжении 5-7 (в зависимости от 

выраженности общетоксического действия) суток. При этом в первые сутки регистрация 

признаков токсического действия осуществлялась через 1, 2, 4, 8, 16 и 24 ч, на вторые и 

последующие сутки – 2 раза в день. В случае нормализации поведения животных на вторые и 

последующие сутки оценка состояния животного проводилась 1 раз в день. 

Разработка бальных оценок признаков интоксикации осуществлялась методом 

экспертного шкалирования с привлечением в качестве экспертов профильных специалистов в 

области фармакотоксикологии (8 экспертов). Интегральная (суммарная) оценка выраженности 

признаков острой интоксикации отражалась графически с дальнейшим статистическим и 

математическим анализом. 

Для интегральной оценки картины интоксикации животных обоих видов по тяжести 

нами была предложена следующая шкала (таблица 14). 

Таблица 14 – Шкала оценки тяжести интоксикации. 

Степень тяжести интоксикации Баллы (суммарно по критериям) 

I (легкая) 0-10 

II (умеренная) 11-25 

III (высокая) 26-55 

IV (критическая) гибель животных 
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Результаты исследования динамики выраженности общетоксического действия 

отдельных ксенобиотиков на биомоделях представлены на рисунках 16 и 17. 

 

 

Рисунок. 16 Динамика выраженности 

симптомов интоксикации у лягушек при 

введении ксенобиотиков 

Рисунок 17. Динамика выраженности 

симптомов интоксикации грызунов при 

введении ксенобиотиков. 

   

Анализ рисунков 16 и 17 показывает, что для этилового спирта характерным является 

кратковременное слабо выраженное интоксикационное действие. Цисплатин в малой дозе 

проявляет также слабое, но длительное (до 5 суток) интоксикационное действие. И только для 

более высокой дозы цисплатина отмечается выраженное (у лягушек с двухфазным нарастанием 

признаков интоксикации) токсическое действие. Наличие второй фазы нарастания признаков 

интоксикации может быть отнесено к накапливающимся более токсичным метаболитам 

цисплатина, вносящим вклад в его общетоксическое действие. Расчетная мощность системы 

детоксикации у биомоделей представлены в таблице 15. 

Таблица 15 – Расчетная мощность системы детоксикации у лягушек и крыс. 

Параметр Ед. измерения 

Ксенобиотики 

Спирт 

этиловый 

Цисплатин 

1 

Цисплатин 

2 

Лягушки 

Введенная доза  17,5 мл/кг 18 мг/кг 37,5 мг/кг 

Мощность системы детоксикации Мг
*
балл/кг

*
сутки 17,5 5,4 63,75 

Крысы 

Введенная доза  5 мл/кг 2 мг/кг 8мг/кг 

Мощность системы детоксикации Мг
*
балл/кг

*
сутки 85 3,6 18 

 

В целях фармакологической валидации разработанной альтернативной модели изучения 

детоксикационных свойств организма был спланирован эксперимент, в ходе которых на двух 

биообъектах – белых нелинейных крысах самцах и лягушках были изучены токсические 

эффекты однократного внутрибрюшинного введения цитостатика доксорубицина и препарата с 
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детоксицирующим действием реамберина, однократно через 5 минут после введения 

токсиканта в разовой дозе 40 мг/кг внутрибрюшинно для крыс и лягушек. 

Бальная динамика состояния животных представлена на рисунке 18.  

 

Рисунок 18. Динамика выраженности интоксикации у крыс и лягушек при введении 

доксорубицина (Д) и доксорубицина и реамберина (ДР). 

Данные, представленные в таблице 17, показывают, что релевантная (крысы) и 

альтернативная (лягушки) биомодели в сопоставимой степени отражают динамику картины 

острой интоксикации доксорубицином, а также защитное действие реамберина. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 

В процессе первичного изучения новых соединений, перспективных для применения в 

качестве лекарственных средств, существует необходимость последовательного сужения 

спектра их потенциальной биологической активности, для чего проводятся скрининговые 

исследования на наиболее простых и экономически доступных биомоделях. Первым этапом 

такого сужения является проверка их фармакологической активности в отношении типовых 

патологических процессов, к которым относятся гипоксия, оксидативный стресс, воспаление, 

лихорадка, активация или подавление иммунитета, эндотоксикоз, нарушения базовых функций 

нервной системы, и некоторых других. На последующих этапах проводимые исследования, как 

правило, направлены на детализацию и специализацию биологических эффектов, характерных 

для соответствующих типовых процессов. Современные биоэтические принципы предполагают 

постепенную замену млекопитающих в экспериментах (там, где это возможно) на 

альтернативных животных, стоящих на более низкой эволюционной ступени, но при 

сохранении достоверных данных. В связи с этим выбор и создание альтернативных моделей, 

соответствующих биоэтическим требованиям, выявляющих фармакологическую активность 

соединений, является важным этапом первичного изучения новых природных или 

синтетических соединений.  
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Предложенные в работе альтернативные модели относятся в основном к гидробионтам – 

раки, рыбы, лягушки, аксолотли, которые стоят на более низкой эволюционной ступени по 

сравнению с лабораторными млекопитающими, но обладают сопоставимостью 

физиологических реакций с высшими животными, имеют схожие по строению и функционалу 

органы и ткани. Кроме этого, некоторые из них обладают специфическими свойствами, 

позволяющими расширить представления о спектре действия тестируемого вещества. 

Стоимость альтернативных моделей значительно ниже, а их содержание не требует 

высокоспецифичного оборудования и воспроизводимо в лабораторных условиях. Многие из 

них, например, Danio rerio и Poecilia reticulata легко разводятся в стандартных условиях, что 

так же можно отнести к достоинствам данных моделей. Манипуляции с альтернативными 

моделями не представляют сложностей, однако, необходимо учитывать невозможность 

длительного нахождения некоторых из них вне водной среды.  

Разработанные методики моделирования неспецифических и патологических состояний 

просты и воспроизводимы. В зависимости от тестируемого вещества, дизайна исследования, в 

них могут вноситься изменения и дополнения, что говорит об их вариабельности и 

универсальности. Достоверность методик подтверждена многочисленными повторениями и 

статистической оценкой.  

Разработка шкал оценки состояния проводилась с привлечением профильных 

специалистов индивидуальными и групповыми методами с применением, в том числе, заранее 

разработанного набора этологических дескрипторов и соблюдением условий 

воспроизводимости.  

Релевантные модели подбирались с учетом сходимости видовых особенностей с 

альтернативными моделями, для обеспечения максимальной тождественности моделируемых 

состояний и процессов. Все методы релевантного моделирования ранее были освещены в 

литературе.  

Валидация моделей проводилась с применением референсных препаратов, с известным и 

подтвержденным фармакологическим действием. 

Достоверность полученных данных основывается на современных методах 

статистической обработки результатов. 

В работе получены следующие альтернативные модели. 

1. Модель Danio rerio для скрининговой оценки антигипоксантов. 

2. Модель Danio rerio для скрининговой оценки адаптогенов.  

3. Модель Danio rerio для скрининговой оценки термопротекторов.  

4. Модель Danio rerio для скрининговой оценки фригопротекторов 

5. Модель Poecilia reticulata для скрининговой оценки фармакологических средств, 

влияющих на работоспособность. 

6. Модель Cyprinus carpio для скрининговой оценки гепатопротекторов. 

7. Модель Pontastacus leptodactylus для скрининговой оценки гипогликемизирующих 

препаратов. 
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8. Модель Symphysodon haraldi для скрининговой оценки индукторов компонентов 

неспецифического иммунитета. 

9. Модель Ambystoma mexicanum для скрининговой оценки фармакологических средств, 

обладающих регенераторной активностью. 

10. Модель Xenopus laevis для изучения систем детоксикации. 

Все разработанные модели валидированы. 

Перспективы дальнейшего развития темы исследования 

Альтернативные модели показывают сходные с млекопитающими реакции при 

моделировании некоторых неспецифических и патологических состояний, и выявляют 

фармакологическое действие корректирующих препаратов. 

Постепенная замена признанных биомоделей на альтернативные, связанная с 

требованиями биоэтики и снижением стоимости скрининговых исследований, открывает 

перспективы к дальнейшей разработке данной темы. 

К востребованному направлению альтернативного биомоделирования можно отнести 

поиск и создание альтернативных биомоделей, имеющие функционально схожие с 

млекопитающими системы — нервную, пищеварительную, выделительную для выявления 

соответствующего фармакологического действия биологически активных соединений. Ведутся 

работы по созданию альтернативных биомоделей для скрининговых исследований препаратов, 

обладающих анальгезирующими свойствами, а также оказывающими угнетающие и 

возбуждающие действие на центральную нервную систему. Планируется широкое 

использование представителей группы беспозвоночных. 

В перспективе стратегическое развитие скрининговых и доклинических исследований 

новых биологически-активных веществ предполагает создание единой платформы, 

включающей начальный AI-скрининг потенциальных соединений, тестирование и первичный 

отбор с использованием клеточных технологий и моделей in vitro с технологиями 3R Bio и 

скрининговые исследования эффективности на живом организме – альтернативных 

биомоделях, которое позволит оценить комплексное влияние тестируемого соединения на 

целостный организм.  

ВЫВОДЫ 

1. Проведены комплексные научные исследования, посвященные совершенствованию 

выбора альтернативных моделей для скринингового изучения эффектов фармакологических 

средств. 

2. На рыбках Danio rerio разработана модель гипоксии гермообъема. Анализируемыми 

показателями являются признаки измененного поведения рыбок, оцениваемых в соответствии с 

разработанной бальной шкалой признаков выраженности гипоксии, а также динамика 

показателя удельного потребления кислорода. Проведена фармакологическая валидация. 

Альтернативная модель гиперкапнической гипоксии, так же, как и релевантная, выявляет 

антигипоксическую активность референсных препаратов мексидола и актовегина, которая 
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носит статистически достоверный характер. Подтверждена адекватность альтернативной 

биомодели. 

3. Альтернативная модель Danio rerio пригодна для скрининговой оценки препаратов с 

потенциальным адаптогенным действием. Адаптогенная активность лекарственных средств 

оценена на рыбках в тесте гипоксических. Показателем адаптационного действия является 

наличие достоверных сдвигов состояния рыбок или уровня потребления кислорода в ходе 

финального тестирования. Проведена фармакологическая валидация альтернативной модели. 

Подтверждена ее адекватность. 

4. На рыбках Danio rerio создана, апробирована и валидирована альтернативная модель 

для скрининговой оценки фриго- и термопротекторной активности биологически активных 

веществ. Оценка проводилась на основании бального индекса поведения и двигательной 

активности животных при изменении температуры воды. Референсные препараты Фумаровая 

соль янтарного эфира диметиламиноэтанола и Кортексин достоверно отодвигали проявления у 

рыбок гипо- и гипертермических нарушений двигательной активности, что является 

статистически достоверным признаком термопротекторного действия. 

5. На аквариумных рыбках Poecilia reticulata создана альтернативная модель физической 

работоспособности в гидроканале со встречным ламинарным потоком воды. Оценка 

проводится по времени удержания рыбок в потоке воды. Проведена фармакологическая 

валидация альтернативной модели. Сопоставление эффектов мексидола показывает, что как 

альтернативная, так и релевантная модели выявляют его положительное влияние на 

динамический компонент физической работоспособности. Подтверждена адекватность 

альтернативной биомодели. 

6. Разработана альтернативная модель токсического поражения печени на сеголетках 

рыб (Cyprinus carpio). Проведена фармакологическая валидация. Показано, что альтернативная 

и релевантная (крысы) биомодели адекватно отражают как гепатотоксичность парацетамола и 

его комбинации с этанолом, так и гепатопротекторную активность реамберина. Подтверждена 

пригодность полученной модели для скрининга гепатопротекторной активности лекарственных 

средств. 

7. Разработана альтернативная модель сахарного диабета 1 типа (СД1). В качестве 

модельного токсиканта для крыс целесообразно использовать стрептозотоцин, для 

гидробионтов (длиннопалые речные раки Pontastacus leptodactylus) – аллоксан. 

Панкреапротекторная активность соединений может быть оценена по снижению лабораторных 

и гистологических признаков сахарного диабета I типа, связанного со специфическим некрозом 

инсулин-продуцирующих клеток. Фармакологическая валидация этих моделей с применением 

инсулинового препарата Новорапид продемонстрировала адекватность выявленных эффектов 

известным фармакологическим свойствам этого препарата. 

8. Проведена фармакологическая валидация альтернативной биологической модели с 

отсеченной конечностью Ambystoma Mexicanum с цитотатиками (цисплатин) и стимуляторами 

регенерации (нестероидный анаболический комплекс рибоксин + оротат калия). Проведенные 
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исследования показали, что как на релевантной (модель частичной гепатэктомии крыс), так и на 

альтернативной биомоделях воспроизводятся особенности влияния препаратов на процессы 

регенерации что свидетельствует о применимости альтернативной модели в скрининговых 

исследованиях репаративно-регенераторной активности новых соединений 

9. Для изучения влияния биологически активных веществ на колостральный иммунитет 

млекопитающих (включая человека) предложена альтернативная биомодель Symhysodon 

haraldi, проявляющая постнатальную заботу о потомстве, выкармливая личинок кожным 

секретом. Показано, что добавление пробиотика Субтилис С в рацион рыб повышал уровень 

лактоферрина в эпидермальной слизи в 1,5 раза. Это сопровождалось повышением 

жизнестойкости их потомства. Проведено сопоставление альтернативной модели с релевантной 

(свиньи), у которой так же выявлено увеличение количества лактоферрина в молоке и 

повышение выживаемости поросят 

10. Разработанная методика бальной оценки выраженности признаков интоксикации при 

динамическом исследовании позволяет оценить мощность системы детоксикации в отношении 

конкретного токсиканта. Показано, что альтернативная (Xenopus laevis) и релевантная (крысы) 

биомодели в сопоставимой степени отражают динамику картины интоксикации и детоксикации 

препаратами с принципиально различным механизмом действия и разными путями 

детоксикации – этиловым спиртом и цисплатином. Фармакологическая валидация показала, что 

Реамберин примерно в равной степени на обоих биомоделях активирует систему детоксикации 

доксорубицина, что подтверждает корректность применения как релевантной, так и 

альтернативной биомодели. 

ПРАКТИЧЕСКИЕ РЕКОМЕНДАЦИИ 

1. В скрининговых исследованиях антигипоксической активности биологически 

активных соединений в качестве альтернативной биомодели рекомендуется использовать 

аквариумных рыбок Danio rerio, на которых легко воспроизводится методика гипоксико-

гиперкапнической гипоксии (гипоксии гермообъема) с динамическим определением 

концентрации кислорода в воде. Анализируемыми показателями являются признаки 

измененного поведения рыбок, оцениваемых в соответствии с бальной шкалой признаков 

выраженности гипоксии, а также динамика показателя удельного потребления кислорода на 1 г 

живой массы рыбок. В качестве критерия выраженного антигипоксического действия 

биологически активных веществ могут рассматриваться: 

 повышение длительности сохранения способности к жизнедеятельности Danio rerio при 

выполнении гипоксической пробы. 

 снижение уровня концентрации кислорода в воде ниже 0,7 мг/мл, при котором Danio rerio 

поддерживают двигательную активность оценкой выше 10 баллов по разработанной 

шкале. 

В качестве критерия умеренного антигипоксического действия биологически активных 

веществ могут рассматриваться: 
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 более низкие значения удельного потребления кислорода в первой фазе гипоксической 

пробы (до 16 минут) и кумулятивного потребления кислорода за этот интервал времени; 

 отсутствие пиков повышения потребления кислорода во второй фазе гипоксической пробы 

(16-45 минута пробы). 

2. Адаптогенная активность лекарственных средств может быть оценена в тесте 

гипоксических тренировок. В качестве тренирующего гипоксического воздействия может быть 

использовано пребывание рыбок Danio rerio в гермообъеме до снижения концентрации 

кислорода в воде до 2 мг/мл, один раз в день ежедневно на протяжении 5 суток. Показателем 

наличия адаптационного действия будет наличие достоверных сдвигов состояния рыбок или 

уровня потребления кислорода в ходе финального тестирования. 

3. Для оценки термопротекторной активности биологически активных соединений 

рекомендуется использовать модель термостресса на рыбках Danio rerio, создаваемого 

помещением биообъектов в аквариум с водой температуры 30-32 
о
С и длительностью 

экспозиции 20 минут. Признаками термостресса являются изменения преимущественного их 

положения в аквариуме, появления хаотичности в движениях, замедление/ускорение и 

нестабильности двигательной активности, учащение движений жаберных щелей.  

4. Для оценки фригопротекторной активности биологически активных соединений 

рекомендуется использовать модель холодового стресса на рыбках Danio rerio, создаваемого 

помещением биообъектов в аквариум с водой температуры 14-16 
о
С и длительностью 

экспозиции 20 минут. Признаком фригопротекторного действия будут улучшение состояния 

рыбок по баллам комплексной оценки поведения, двигательной активности и увеличение 

длительности периода сохранения приемлемых для рыбок показателей поведенческой 

активности. 

5. Для оценки влияния биологически активных веществ на физическую выносливость 

биообъектов в скрининговых исследованиях рекомендуется использовать аквариумных рыбок 

гуппи (Poecilia reticulata), на которых может быть воспроизведена модель исследования 

физической работоспособности крыс в гидроканале со встречным ламинарным потоком воды. 

Оценка работоспособности проводится по времени удержания рыбок в потоке. 

6. Для изучения гепатопротекторной активности в качестве альтернативной биомодели 

может быть рекомендовано применение в качестве биообъекта сеголеток карпа (Cyprinus 

carpio), с патологией печени, вызванной курсовым введением парацетамола с этанолом. 

Критерием гепатотоксичности при этом может служить Лабораторный индекс поражения 

печени (ЛИ). Критериями гепатопротекторного действия будут снижение уровня ЛИ, 

активности АСТ в крови карпов, изменение морфологии гемоцитобластов и эритроцитов крови, 

а также выраженности морфологических и гистологических признаков поражения печени рыб, 

снижение массового индекса желчного пузыря с содержимым.  

7. Для изучения панкреапротекторной активности в качестве альтернативной биомодели 

может быть рекомендовано применение в качестве биообъекта длиннопалых речные раков 

(Pontastacus leptodactylus), модельного токсиканта – аллоксан в дозе 100 мг/кг при однократном 



40 

введении в вентральный синус. При этом критериями гепатотоксического действия будут 

повышение концентрации глюкозы в гемолимфе, а также морфологические и гистологические 

изменения гепатопанкреаса раков. 

8. Для изучения влияния пробиотиков на компоненты иммунной защиты, в частности 

лактоферрин, в качестве биообъекта могут быть использованы представители рода цихлид 

(Дискусы), проявляющих постнатальную заботу о потомстве. Включение в состав корма 

кормящих пар Дискусов пробиотика Субтилис-С повышает содержание лактоферрина в 

эпидермальной слизи, что сопровождается повышением жизнестойкости их потомства. 

Критериями иммунотропного действия будут изменения содержания лактоферрина, 

продуцируемого в составе кожной слизи дискусов. 

9. Для оценки влияния биологически активных веществ на процессы регенерации может 

быть рекомендована модель восстановления ампутированной конечности у аксолотлей 

(Ambystoma mexicanum). На интервале времени 2-6 недель естественная скорость роста 

апикальной части культи на интервале 2-6 недель линейна и составляет 1 мм/неделю, а 

завершение формирования пальцев происходит на 8 неделе. Указанные характеристики могут 

рассматриваться как критериальные для оценки скорости и полноты процессов регенерации. 

10. Методика бальной оценки выраженности признаков интоксикации при 

динамическом исследовании у крыс и лягушек (Xenopus laevis) позволяет оценить мощность 

системы детоксикации в отношении конкретного токсиканта. Система детоксикации организма 

в отношении конкретного токсиканта может быть охарактеризована показателем «Мощность 

системы детоксикации», рассчитываемым как произведение дозы токсиканта (мг/кг) на 

скорость снижения выраженности признаков интоксикации (балл/сутки). 
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