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КОМБИНИРОВАННАЯ ЭНЕРГОТРОПНАЯ 
КОРРЕКЦИЯ ПАТОБИОХИМИЧЕСКИХ НАРУШЕНИЙ 

ПРИ ВАСКУЛЯРНОЙ ЭКСКЛЮЗИИ ПЕЧЕНИ 
В ЭКСПЕРИМЕНТЕ

Аннотация. Поиск фармакологических агентов для коррекции ишемически-ре-
перфузионного повреждения (ИРП) печени может сосредоточиться на применении 
веществ, которые оказывают энерготропное воздействие. К таким средствам в ши-
роком смысле можно отнести антиоксиданты, кофакторы, субстраты и регуляторы 
энергетического обмена. Целью данного исследования была оценка цитопротек-
тивной эффективности самостоятельного или комбинированного использования 
дихлорацетата натрия (ДХА), липоевой кислоты и кокарбоксилазы в условии васку-
лярной эксклюзии печени у крыс. Исследование выполнено на семи группах крыс: 
1)  ложнооперированные животные без моделирования ишемии-реперфузии пече-
ни; 2) группа сравнения — ИРП без коррекции; 3) ИРП после введения раствора 
ДХА; 4) ИРП после введения липоевой кислоты; 5) ИРП после введения кокарбок-
силазы; 6) ИРП после введения ДХА и липоевой кислоты; 7) ИРП после введения 
ДХА и кокарбоксилазы. В результате проведенных экспериментов было выявлено, 
что при прекондиционировании путем введения ДХА отмечались наиболее низкие 
уровни маркеров цитолиза гепатоцитов у лабораторных животных — в 2,0–2,1 раза 
ниже показателей животных с ИРП без коррекции. В аналогичных условиях комби-
нированное введение крысам кокарбоксилазы или липоевой кислоты вместе с ДХА 
натрия сопровождалось сниженными значениями активности аланинаминотрансфе-
разы и аспартатаминотрансферазы только на 16–36 %. Использование ДХА натрия 
не обеспечивало поддержку функционального состояния антиоксидантной системы, 
однако фиксировалось накопление меньшего количества продуктов липопероксида-
ции. Оценка эффективности ДХА натрия вместе с кокарбоксилазой или липоевой 
кислотой не выявила дополнительных преимуществ такой терапевтической страте-
гии по защите печени при моделировании ИРП у крыс.

Ключевые слова: ишемия, реперфузия, сосудистая изоляция, печень, окисли-
тельный стресс, энергетический обмен, антиоксиданты
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COMBINED ENERGOTROPIC CORRECTION 
OF PATHOBIOCHEMICAL DISORDERS DURING 

VASCULAR LIVER EXCLUSION IN THE EXPERIMENT
Abstract. The search for pharmacological agents for the correction of ischemic reper-

fusion injury (IRP) to the liver can focus on the use of substances that have an energotropic 
effect. Such agents in a broad sense include antioxidants, cofactors, substrates and regu
lators of energy metabolism. The aim of this study was to evaluate the cytoprotective 
efficacy of the independent or combined use of sodium dichloroacetate (DHA), lipoic acid 
and cocarboxylase in the condition of vascular liver excretion in rats. The study was per-
formed on 7 groups of rats: 1) falsely operated animals without modeling liver ischemia-
reperfusion; 2) comparison group — IRP without correction; 3) IRP after administration 
of DHA solution; 4) IRP after administration of lipoic acid; 5) IRP after administration 
of cocarboxylase; 6) IRP after administration of DHA and lipoic acid; 7) IRP after admi
nistration of DHA and cocarboxylase. As a result of the experiments, it was revealed that 
preconditioning with the introduction of DHA was marked by the lowest level of mar
kers of hepatocyte cytolysis in laboratory animals — 2.0–2.1 times lower than in ani-
mals with IRP without correction. Under similar conditions, the combined administration 
of cocarboxylase or lipoic acid to rats together with DHA was accompanied by reduced 
ALT and AST activity values by only 16–36 %. The use of DHA did not provide support 
for the functional state of the antioxidant system, however, it was accompanied by the ac-
cumulation of fewer lipoperoxidation products. Evaluation of the effectiveness of DHA 
together with cocarboxylase or lipoic acid did not reveal additional advantages of such 
a therapeutic strategy for liver protection when modeling IRP in rats.

Keywords: ischemia, reperfusion, vascular isolation, liver, oxidative stress, energy meta
bolism, antioxidants

Введение 

Ишемически-реперфузионное повреждение (ИРП) печени пред-
ставляет собой серьезную проблему периоперационного периода 
в хирургической гепатологии и анестезиологии-реаниматологии, 

требующую изучения фундаментальных аспектов и разработку эффективных 
терапевтических стратегий. Ишемически-реперфузионный синдром считает
ся типовым патологическим процессом при оперативных вмешательствах 
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на паренхиме печени, является основной причиной нарушений синусоидаль-
ной микроциркуляции, дополнительного травмирования органа и последую-
щей печеночной недостаточности. Ведущим механизмом ишемически-репер-
фузионного повреждения печени считается несоответствие интенсификации 
свободнорадикальных процессов мощности системы антиоксидантной защи-
ты при относительной гипероксии в фазе, наступающей после восстановле-
ния кровотока в органе [12, 14]. 

Патофизиология ИРП печени достаточно сложна, но активные формы кис-
лорода (АФК) обычно рассматриваются как критические медиаторы поврежде-
ния клеточных мембран [3]. Основными механизмами окислительного стресса 
при реперфузии ишемизированных тканей является генерация АФК несколь-
кими источниками, включая НАДФH-оксидазу активированных клеток Купфе-
ра и рекрутированных макрофагов. Другими важными источниками АФК слу-
жат компоненты дыхательной цепи митохондрий, ферменты ксантиноксидаза 
и синтаза оксида азота [6]. Так, низкая активность ксантиоксидазы в неише-
мизированных тканях предполагает, что реакция окисления ксантина и моче-
вой кислоты протекает довольно медленно в нормальных условиях и не может 
происходить в период ишемии из-за отсутствия кислорода, однако при восста-
новлении кровотока недостающий субстрат поступает внезапно и в большом 
избытке с быстрым перепроизводством АФК [1, 11, 15]. Другим возможным 
механизмом дисбаланса энергообмена после ишемии-реперфузии является ин-
гибирование активности пируватдегидрогеназного комплекса повреждающими 
факторами реперфузии, такими как АФК [5, 6]. В результате после восстанов-
ления кровотока наблюдается парадоксальное снижение использования глюко-
зы — основной топливной молекулы организма человека и животных.

Таким образом, поиск фармакологических агентов для коррекции ИРП пе-
чени может быть нацелен на использование средств, обладающих энерготроп-
ной направленностью действия, к которым, в широком смысле этого понятия, 
относятся антиоксиданты, защищающие клеточные структуры от повреж
дающего действия АФК, кофакторы, субстраты и регуляторы энергетического 
обмена.

Целью данного исследования была оценка возможности коррекции пато-
биохимических нарушений при экспериментальном ишемически-реперфузи-
онном повреждении печени путем комбинированного или самостоятельного 
введения кокарбоксилазы, дихлорацетата натрия, липоевой кислоты. 

Материалы и методы исследования

Экспериментальные модели на лабораторных животных были исследо-
ваны в учебно-производственном отделе (виварий), а мониторинг биожид-
костей осуществлялся в экспериментальной и клинической лаборатории 
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нейрохимии на кафедре фундаментальной и клинической биохимии Кубан-
ского государственного медицинского университета (Краснодар, Россия). 
Выполнение исследований было согласовано с независимым этическим ко-
митетом Кубанского государственного медицинского университета (про-
токол № 80 от 27 сентября 2019 года). В нашей работе были задействованы 
семьдесят нелинейных белых крыс-самцов массой 200–250 г, прошедших 
не менее 10–14 суток карантин. Принципы ухода за экспериментальными 
крысами, предусмотренные Европейской конвенцией о защите позвоноч-
ных животных, используемых для экспериментов или в иных научных целях 
(Страсбург, 18.03.1986), соблюдались во всех исследованиях. Опыты на кры-
сах проводились в помещении при комнатной температуре и относительной 
влажности воздуха 60–75 %. Во время проведения хирургических процедур 
у крыс поддерживали оптимальную температуру тела за счет дополнитель-
ного использования нагревательных ламп. Животным во всех группах забла-
говременно перед хирургическим вмешательством вводили метаболические 
цитопротекторы, растворы которых, учитывая их относительную нестабиль-
ность, готовили непосредственно перед использованием. Экспериментальное 
моделирование патологического процесса включало подготовку операцион-
ного поля и выполнение срединной лапаротомии. Затем выполняли пережатие 
сосудистых пучков левой боковой и центральной долей печени с помощью не-
травматичного микрососудистого зажима. Кровоснабжение вышеуказанных 
долей паренхимы печени прерывали на 40 минут. За ишемическим периодом 
следовала фаза реперфузии длительностью 180 минут, которую отсчитывали 
с момента снятия зажимов. В нашем эксперименте использовали частичную 
тепловую ишемию, которая приводит к меньшим повреждениям, чем полная 
ишемия печени, благодаря сохранению кровотока в правой и хвостатой долях, 
и позволяет пролонгировать проведение эксперимента более 20 минут без до-
полнительных хирургических манипуляций по созданию шунтов для сброса 
крови из системы воротной вены [4].

При выполнении эксперимента все животные (самцы половозрелых бе-
лых крыс, n = 70) были разделены на семь групп (по десять особей в каждой): 
пять опытных групп, группу сравнения и контрольную группу. Контрольная 
группа (1-я группа) включала ложнооперированных особей, которым не осу-
ществляли моделирование ишемии и реперфузии печени. В группу сравне-
ния (2-я группа) включались животные с воссозданием ишемии-реперфузии 
(40 минут ишемии частичной — 180 минут реперфузии). Перед опытом кры-
сам вводили физиологический раствор. Лабораторным животным 3–7 групп 
моделировали патологический процесс после введения выбранных мета-
болитов: 3-я группа животных получала ДХА 300 мг/кг, 4-я группа — ли-
поевую кислоту (ЛК) 120 мг/кг, 5 группа — кокарбоксилазу (КК) 200 мг/кг, 
6-я группа — ДХА и ЛК (в вышеуказанных дозах), 7-я группа крыс — ДХА 
и КК (в вышеуказанных дозах). Разведение применяемых реактивов готовили 
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с использованием стерильного физиологического раствора. Введение раство-
ров препаратов осуществляли внутрибрюшинно в количестве 1 мл. 

Биоматериал (кровь из каудальной полой вены в пробирках с гепарином 
натрия), который был отобран через три часа после восстановления тока кро-
ви в постишемической ткани печени, центрифугировали с использованием 
Centrifuge 5424 R (Eppendorf, Германия) при t = +4 °С в течение 15–20 ми-
нут. Данные активности аланинтрансаминазы (АЛТ) и аспартаттрансамина-
зы (АСТ) определяли в плазме крови животных на автоматическом биохими-
ческом анализаторе Super Z (Китай) с помощью наборов реагентов Randox 
(Великобритания). В плазме крови крыс также измеряли уровень общей 
антиоксидантной активности с использованием железовосстанавливающе-
го метода (FRAP), а в эритроцитарной суспензии было определено содер-
жание ТБК-реактивных продуктов и концентрация восстановленного глута- 
тиона [2].

В статье представлены результаты научного исследования вышеперечис-
ленных показателей в формате среднего арифметического значения и стан-
дартной ошибки среднего значения. Количественные переменные соизмеря-
лись с применением непараметрического критерия Манна – Уитни для двух 
независимых выборок. Для сравнения более трех независимых групп был 
применен критерий Краскела – Уоллиса. Любое экспериментальное значе-
ние p < 0,05 расценивалось как статистически значимое. Анализ полученных 
данных выполнялся с использованием статистического программного паке-
та для Windоws Microsoft Office Excel 2010 (Microsoft, США), Statistica 10.0 
(StatSoft, США).

Результаты исследования 

Для оценки эффективности влияния используемых препаратов на печень 
в условии моделирования ИРП нами были исследованы некоторые биохими-
ческие показатели, характеризующие степень цитолиза гепатоцитов, опреде-
лены показатели активности аминотрансфераз, являющиеся чувствительны-
ми индикаторами повреждения клеток печени, а также некоторые параметры 
прооксидантно-антиоксидантного баланса, которые также хорошо отражают 
функциональное состояние органа и наличие системных метаболических 
нарушений [4]. При формировании экспериментальной модели с периодом 
ишемии 40 минут и последующей 180-минутной реперфузией, наблюдалось 
увеличение значений маркеров цитолиза у испытуемых животных. Уровни 
активности АСТ во второй группе сравнения выросли в 19 раз относитель-
но значений в группе ложнооперированных крыс без моделирования ИРП 
печени (табл. 1). Активность АЛТ была статистически значимо увеличена 
более чем в 15 раз.
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Таблица 1
Влияние метаболических цитопротекторов 

на выраженность цитолитического синдрома при экспериментальном 
моделировании ишемически-реперфузионного повреждения печени

Группы АЛТ, ед/л АСТ, ед/л
1-я (контрольная), n = 10 38,21 ± 1,50 37,79 ± 1,48
2-я (сравнения), n = 10 669,95 ± 23,11* 714,22 ± 8,18*
3-я (ДХА), n =10 347,04 ± 10,24^ 346,63 ± 5,36^
4-я (ЛК), n = 10 631,13 ± 16,33 657,5 ± 17,10 
5-я (КК), n = 10 684,94 ± 17,28 681,97 ± 18,99 
6-я (ДХА + ЛК), n = 10 567,10 ± 22,20 556,93 ± 18,59 
7-я (ДХА + КК), n = 10 454,45 ± 21,13 446,57 ± 16,57

Примечание: * — статистически значимые (р < 0,05) различия при сравнении со значением 
показателя 1-й группы; ^ — статистически значимые (р < 0,05) различия при сравнении со зна-
чением показателя 2-й группы. Сокращения: ДХА — дихлорацетат натрия, ЛК — липоевая 
кислота, КК — кокарбоксилаза.

Как показано в таблице 1, у экспериментальных животных, получавших 
кокарбоксилазу в дозировке 200 мг/кг, не регистрировалось значительных 
различий в уровнях активности АЛТ и АСТ относительно аналогичных по-
казателей в группе сравнения. Значения печеночных маркеров в плазме кро-
ви крыс, которым предварительно вводили ЛК в дозировке 120 мг/кг, были 
снижены также несущественно, всего на 5–9 % относительно группы срав-
нения. Комбинированное введение лабораторным животным 7-й группы КК 
и ДХА показало уменьшение содержания трансаминаз: так, активность АЛТ 
была снижена на 31 %, активность АСТ — на 37 % относительно значений 
соответствующих маркеров животных второй группы.

За последние годы были отмечены антиоксидантные свойства кокар-
боксилазы, содержащей тиаминпирофосфат, применяемой в нашей работе, 
а также связь поражений печени с метаболизмом этого кофермента, основан-
ным на фосфорилировании в печени его предшественника — тиамина. Ко-
карбоксилаза может способствовать повышению выработки антиоксидантов 
и  никотинамидадениндинуклеотидфосфата (НАДФН+Н+), который необхо-
дим для регенерации различных антиоксидантов, например таких как вос-
становленный глутатион [9]. Поскольку ИРП является патологическим про-
цессом острого характера, использование тиаминпирофосфата — активного 
метаболита витамина В1 — считается более эффективным. Однако в нашем 
исследовании цитопротективных эффектов данного препарата выявлено 
не  было, что продемонстрировано выше отсутствием влияния на выражен-
ность цитолитического синдрома после ИРП печени.

Уровень активности АЛТ и АСТ у крыс, получавших ДХА, был значи-
тельно ниже (р < 0,05) по сравнению с показателями в других группах жи-
вотных, включая группу сравнения и опытные группы, что свидетельствует 
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о наибольшей эффективности данного терапевтического агента. Из лите-
ратурных данных известно, что ДХА может улучшать гликолиз, снижать 
окислительный стресс и гибель нейронов, повреждать гематоэнцефаличе-
ский барьер и  способствовать восстановлению окислительного метаболиз-
ма за счет ингибирования митохондриальной киназы пируватдегидрогеназы 
и активации пируватдегидрогеназы, которая является ключевым ферментом, 
обеспечивающим переход от анаэробного (гликолиза) к аэробному метаболиз-
му глюкозы. Ранее также были получены данные, свидетельствующие о по-
тенциальной цитопротективной активности ДХА на модели ИРП печени [8, 
16], однако в нашем исследовании мы попытались дополнительно его уси-
лить за счет использования ЛК или КК. Использование ДХА в клинической 
практике ограничено токсичностью этого вещества, поэтому перспективные 
исследования направлены или на поиск других модуляторов пируватдегидро-
геназного комплекса, или на снижение токсичности препарата. Одним из та-
ких приемов может быть применение комбинированной терапии при условии 
сочетания с веществами, потенцирующими эффекты ДХА, что позволило бы 
использовать его в более низкой концентрации.

Одним из метаболических антиоксидантов, выбранным нами для апроба-
ции на модели ИРП печени, была альфа-липоевая кислота, которая является 
природным дитиолом, мощным восстановителем с низким значением окис-
лительно-восстановительного потенциала. Эффекты данного вещества до-
статочно давно известны, однако интерес к ее антиоксидантному и гепато-
протекторному действию не ослабевает и наблюдается заметный рост числа 
публикаций, подтверждающих потенциальную терапевтическую пользу ЛК 
при различных патологических состояниях. Ранее было показано, что липое
вая кислота может использоваться для лечения заболеваний печени, таких 
как цирроз, гепатомегалия при печеночной интоксикации и др. Недавние ис-
следования в клинических испытаниях и на животных показали, что дан-
ный дитиол может ослаблять ИРП печени [10, 17]. Более того, на нескольких 
экспериментальных моделях in vivo было показано, что совместное приме-
нение липоевой кислоты с некоторыми другими лекарственными средствами 
оказывает больший защитный эффект, чем любое из этих средств по отдель- 
ности [11, 13].

Дополнительное использование кокарбоксилазы или липоевой кислоты 
совместно с ДХА было обусловлено общими механизмами воздействия на энер-
гетический метаболизм, так как эти соединения также являются кофакторами 
пируватдегидрогеназного комплекса. Более того, было показано, что введение 
витамина В1 вместе с ДХА у больных с злокачественными новообразованиями 
позволяет добиться лучшей переносимости препарата. Однако в нашем исследо-
вании не было получено доказательств аддитивного или потенцирующего влия-
ния используемых веществ. Комбинация ДХА с КК или ЛК сопровождалась бо-
лее высоким уровнем цитолиза гепатоцитов, чем при самостоятельном введении 
активатора пируватдегидрогеназы.
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Исследование состояния прооксидантно-антиоксидантной системы выяви
ло снижение содержания восстановленного глутатиона в эритроцитарной взве-
си на 22 % после ишемии-реперфузии печени, по сравнению с показателями 
лабораторных животных 1-й группы. Глутатион является одним из самых значи-
мых эндогенных неферментативных антиоксидантов, находящихся внутри кле-
ток. Он способствует защите клеток от гидроксильных радикалов, супероксид-
анионов, пероксинитрит-анионов и перекиси водорода [7]. Поэтому снижение 
его концентрации является чувствительным маркером состояния системы анти
оксидантной защиты и сигнализирует о системных нарушениях метаболизма 
после ИРП печени. Действие используемых энерготропных средств оказывало 
слабые эффекты на концентрацию глутатиона на фоне моделирования васкуляр-
ной эксклюзии печени. В нашем исследовании не было обнаружено статисти-
чески значимого различия концентрации глутатиона у крыс 5-й или 7-й групп 
и группы сравнения (p > 0,05). Таким образом, кокарбоксилаза не продемонстри-
ровала ожидаемого позитивного эффекта. Показатели содержания анализируе-
мого трипептида у крыс, которым перед ИРП вводили липоевую кислоту, одну 
или вместе с ДХА, выросли на 9–11 % (табл. 2). 

Таблица 2
Влияние метаболических цитопротекторов на состояние 

прооксидантно-антиоксидантного баланса при экспериментальном 
моделировании ишемически-реперфузионного повреждения печени 

Группы ОАОА-FRAP, 
мМ вит С

ТБК-РП, 
усл. ед.

Глутатион, 
мкмоль/мл

1-я (контрольная), n = 10 0,44 ± 0,02 0,44 ± 0,02 2,46 ± 0,02
2-я (сравнения), n = 10 0,31 ± 0,02 1,00 ± 0,03 1,98 ± 0,04
3-я (ДХА), n = 10 0,34 ± 0,02 0,75 ± 0,04 2,14 ± 0,04
4-я (ЛК), n = 10 0,54 ± 0,02 0,79 ± 0,04 2,20 ± 0,04
5-я (КК), n = 10 0,31 ± 0,01 1,03 ± 0,05 1,97 ± 0,04
6-я (ДХА + ЛК), n = 10 0,48 ± 0,02 0,84 ± 0,03 2,19 ± 0,07
7-я (ДХА + КК), n = 10 0,32 ± 0,01 0,81 ± 0,03 2,05 ± 0,04

Примечание: * — статистически значимые (р < 0,05) различия при сравнении со значением 
показателя 1-й группы; ^ — статистически значимые (р < 0,05) различия при сравнении со зна-
чением показателя 2-й группы. Сокращения: ДХА — дихлорацетат натрия, ЛК — липоевая 
кислота, КК — кокарбоксилаза.

Введение ДХА, несмотря на наиболее выраженный цитопротективный 
эффект, по данным снижения уровня активности аминотрансфераз, не оказы-
вало существенного влияния на концентрацию глутатиона в эритроцитарной 
взвеси животных 3-й группы. Это свидетельствует о том, что нет обязатель-
ной связи между показателями оксидативного гомеостаза и основными мар-
керами повреждения тканей и органов, что, в свою очередь, снижает эффек-
тивность антиоксидантной терапии в определенных случаях.

Моделирование ИРП печени у крыс сопровождалось также снижением 
железовосстанавливающей способности плазмы крови на 28 %. Аналогичные 
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результаты, практически соответствующие данным группы сравнения, были 
получены в крови животных 3, 5 и 7-й групп. Ожидаемо наиболее высокие по-
казатели наблюдались у крыс, которым предварительно вводили ЛК. Она яв-
ляется мощным метаболическим антиоксидантом широкого спектра действия 
и играет важную роль в защите клеток и удалении свободных радикалов [13].

Анализ продукции и накопления ТБК-реактивных продуктов (ТБК-РП) 
продемонстрировал, что моделирование 40-минутной ишемии с последующей 
180-минутной реперфузией приводит к увеличению данного показателя в 2,4 раза 
(р  <  0,05). У животных 5-й группы, которым вводили раствор кокарбоксилазы 
до ИРП, рассматриваемый показатель соответствовал 2-й группе. Активность про-
дуктов окислительных модификаций биомолекул в крови крыс 4, 6 и 7-й групп 
была снижена на 20 % относительно значения аналогичного биомаркера живот-
ных группы сравнения. Использование ДХА у 3-й группы опытных животных 
также сопровождалось уменьшением уровня ТБК-РП на 28 % (см. табл. 2).

Интересно, что использование ДХА никак не поддерживало систему анти
оксидантной защиты, что продемонстрировано низким уровнем железовосстанав-
ливающей способности плазмы крови и концентрации глутатиона в эрироцитах, 
однако наблюдалось сглаживание последствий интенсификаций свободнора-
дикальных процессов по данным накопления меньшего количества продуктов 
липопероксидации. Более того, это приводило к наиболее выраженному цито-
протективному действию. Очевидно, что для реализации цитопротективного 
и гепатопротекторного действия недостаточно исключительно высокой антиок-
сидантной активности, здесь необходимы также косвенные механизмы, которые 
включают в себя элементы снижения интенсивности окислительного стресса. 
Поэтому перспективным направлением лабораторного мониторинга поврежде-
ний печени или эффективности гепатопротекторной терапии является допол-
нительное использование маркеров свободнорадикальных повреждений, таких 
как ТБК-реактивные продукты, малоновый диальдегид, 8-оксо-7,8-дигидро- 
2'-дезоксигуанозин, остатки битирозина и др.

Заключение 

Оценка возможности коррекции патобиохимических нарушений при экс-
периментальном ишемически-реперфузионном повреждении печени не про-
демонстрировала значительных преимуществ комбинированного применения 
раствора дихлорацетата натрия с раствором кокарбоксилазы или липоевой кис-
лоты. Анализ изменений прооксидантно-антиосидантного баланса в этих ус-
ловиях позволяет сделать вывод о низком потенциале использования прямых 
антиоксидантов для коррекции ишемически-реперфузионного синдрома, хотя 
определение маркеров окислительного стресса может быть ценной страте
гией лабораторного мониторинга повреждения печени. 
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