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изучены интенсивность эндотоксикоза, свободнорадикального окисления и со-
стояние мембран эритроцитов у крыс при субхронической интоксикации дихлорэта-
ном (дХЭ) до и после коррекции низкоинтенсивным лазерным излучением (ниЛи). 
При многократном введении дХЭ активируется свободнорадикакльное окисление 
на фоне дисбаланса антиокислительной системы, нарастает эндотоксикоз, нарушает-
ся структурная организация клеточных мембран. ниЛи благоприятно влияет на со-
стояние мембран и выраженность свободнорадикального окисления, что может быть 
связано с реактивацией антиоксидантных ферментов.
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Intensity of endotoxicosis, free radical oxidation and erythrocyte membrane state in rats 
subchronically intoxicated with dichlorethane (DCE) before and after correction by low 
intensive laser radiation have been studied. With multiple administration of DCE, free radical 
oxidation is activated at the background of the oxidative system imbalance, endotoxicosis 
enhances, the structure of cellular membranes is damaged. The beneficial effects of low 
intensive laser radiation on the membrane state and marked free radical oxidation have 
been noted. This may be associated with reactivation of antioxidant enzymes.
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Интоксикации дихлорэтаном (ДХЭ), ко-

торый отличается высокой токсичностью 
и куммуляционной способностью, чаще 
всего встречаются на производстве, где рас-
творитель находит широкое применение. 
При сохраняющейся высокой летальности 
от острых интоксикаций ДХЭ основную 
массу составляют отравления, наблюдае-
мые при длительном поступлении токси-
канта в организм, когда явной клинической 
симптоматики может и не возникнуть.

Картина острых отравлений химической 
этиологии уже в ранние сроки формирует-
ся не только за счет высоких концентраций 
яда в крови, но и зависит от развития эн-
догенной интоксикации [4]. В то же время 
развитие эндотоксикоза при длительном по-
ступлении яда в организм, патофизиологи-
ческие изменения, нарушающие гомеостаз, 
происходящие в эти сроки, изучены далеко 
не полно. Одним из важных патогенетиче-
ских факторов в данном аспекте является 
перекисное окисление липидов (ПОЛ) — 
универсальный механизм, регулирующий 
клеточные процессы как в норме, так и 
при патологии. В настоящее время ПОЛ рас-
сматривается как весьма эффективный по-
казатель изменения гомеостаза, позволяю-
щий судить об интенсивности протекающих 
патологических процессах. В ряде исследо-
ваний показана тесная взаимосвязь между 
прогрессированием синдрома эндогенной 
интоксикации и интенсификацией про-
цессов ПОЛ, которые наряду с активацией 
мембранных фосфолипаз ведут к дестаби-
лизации клеточной мембраны вследствие 
перестройки ее липидного бислоя. Состоя-
ние клеточных мембран может отражать сте-
пень эндотоксикоза как показатель суммар-

ного влияния всех мембраноповреждающих 
факторов на клетку. В работах многих авто-
ров установлена тесная корреляция между 
изменениями свойств мембран эритроцитов 
и клеточных мембран внутренних органов. 
Поэтому можно использовать эритроци-
тарные мембраны в качестве естественной 
модели для исследования общих характери-
стик всех биологических мембран [7]. 

В рамках проблемы коррекции при хро-
нической интоксикации ДХЭ остаются не-
решенными научно-практические вопросы. 
Определенный интерес представляет метод 
лазерной терапии с использованием низ-
коэнергетических источников облучения. 
При исследовании механизмов биологиче-
ского и терапевтического действия НИЛИ 
было показано нормализующее влияние 
его на ПОЛ [9]. В связи с этим целью ис-
следования явилось изучение интенсивно-
сти эндотоксикоза, ПОЛ, антиоксидантной 
защиты и состояния мембран эритроцитов 
при субхронической интоксикации ДХЭ до 
и после коррекции лазерным излучением. 

Материалы и методы
Эксперименты выполнены на 36 здоровых 

половозрелых неинбредных белых крысах-
самцах массой 180-220 г, разделенных на 3 
группы: 1-я — контрольная (n=11), 2-я — 
животные с моделированной интоксикацией 
дихлорэтаном (n=13), 3-я — животные, полу-
чавшие ДХЭ и НИЛИ (n=12). Эксперименты 
проводились в соответствии с требования-
ми приказов №1179 МЗ СССР от 10.10.83 г., 
№ 267 МЗ РФ от 19.06.03 г. «Правила проведе-
ния работ с использованием эксперименталь-
ных животных», «Правила по обращению, 
содержанию, обезболиванию и умерщвлению 
экспериментальных животных».
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Субхроническая интоксикация дихлорэ-

таном достигалась ежедневным энтераль-
ным введением токсиканта в дозе 5 мг/кг 
(0,01 LD 50) в течение 30 суток. Опытная 
группа крыс получала курс сочетанного 
воздействия импульсного НИЛИ с длиной 
волны 0,63 и 0,89 мкм. Использовался ап-
парат АЛТ «Матрикс» с зеркальной насад-
кой для воздействия в области печени кон-
тактной методикой (0,89 мкм, импульсная 
мощность — 7 Вт, частота — 80 Гц, доза — 
0,01 Дж/см2) и аккупунктурной насадкой 
для надвенного облучения крови в обла-
сти хвостовой вены (0,63 мкм, импульсная 
мощность 5 Вт, частота — 80 Гц, доза — 
0,12 Дж/см2). Курс лазеротерапии начинали 
со 2-й недели и продолжали 14 дней. Объ-
ектом исследования служили эритроциты 
и плазма крови. Тестирование осуществля-
ли на 30 сутки. 

Состояние ПОЛ оценивали по концен-
трации диеновых конъюгатов (ДК) и мало-
нового альдегида. Содержание диеновых 
конъюгатов определяли методом прямой 
спектрофотометрии. Принцип метода заклю-
чается в выделении нативных жирных кис-
лот путем экстракции смесью равных объе-
мов гептана и изопропанола с последующим 
измерением оптической плотности проб изо-
пропаноловой фазы липидного экстракта. 
Поглощение при длине волны 232 нм отра-
жает содержание диеновых конъюгатов [2]. 
Для определения малонового диальдегида 
(МДА) использовали метод M.Mihara (1980), 
заключающийся в образовании окрашен-
ного комплекса при взаимодействии про-
дуктов ПОЛ с тиобарбитуровой кислотой, 
с помощью стандартного набора фирмы 
Агат-Мед (Россия). Одновременно с процес-

сами ПОЛ регистрировали активность фер-
ментов каталазы [3], супероксидисмутазы 
[5], глюкозо-6- фосфатдегидрогеназы [10]. 
Систему водорастворимых антиоксидантов 
оценивали, определяя содержание церуло-
плазмина в плазме крови, учитывая его спо-
собность окислять p-фенилендиамин с об-
разованием окрашенного комплекса, а также 
определяя содержание восстановленного 
глутатиона в эритроцитах, учитывая его спо-
собность реагировать с избытком аллоксана 
с образованием соединения, имеющего мак-
симум поглощения при длине волны 305 нм, 
применяя для этого методики, изложенные 
в руководствах по биохимическим методам 
исследования.

Состояние мембран эритроцитов оцени-
вали по их стойкости к гемолитическому 
действию соляной кислоты. Для этого при-
меняли метод кислотных эритрограмм, пред-
ложенный Н.Н. Гительзоном и И.А. Терско-
вым (1959).

Вычислялся индекс стойкости эритроци-
тов (I) по формуле:

     % Э1 x t1 +% Э2 x t2 +…. +% Эк x tк 

    % Эn1 x tn1 +% Эn2 x tn2 +…. +% nк x tnк 

 

,
где % Эn x tn — произведение процен-

та гемолизированных эритроцитов данной 
группы на время гемолиза, определяющее 
стойкость этой группы в нормальной крови;

% Э x t — произведение процента гемо-
лизированных эритроцитов данной группы 
на время гемолиза в исследуемой крови.

Для оценки интенсивности эндотоксико-
за определяли содержание веществ низкой 
и средней молекулярной массы (ВНиСММ) 
в эритроцитах и плазме крови по методике, 
предложенной М.Я. Малаховой [6]. Реги-
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стрировали спектральную характеристику 
водного раствора супернатанта при длинах 
волн от238 до 306 нм. Расчет ВНиСММ про-
водили по формуле: ВНиСММ = (Е238 + Е242+ 
+…+Е306) ˣ 4 (усл. ед.)

Фракции фосфолипидов(ФЛ) получали 
методом тонкослойной хромотографии [8]. 
Количество отдельных фракций ФЛ опреде-
ляли по содержанию липидного фосфора 
и выражали в процентах. Общие ФЛ вычис-
ляли по сумме отдельных фракций.

Обработку полученных результатов прово-
дили с применением методов вариационной 
статистики. В сравниваемых группах опреде-
ляли средние величины (М), ошибку средних 
величин (m). Оценку достоверности прово-
дили по критерию Стьюдента (t).Минималь-
ный уровень достоверности верифицировали 
при р<0,05. Математическую обработку вы-
полняли на компьютере с применением про-
граммного обеспечения Microsoft Excel.

результаты и обсуждение 
Результаты наших исследований пред-

ставлены в табл. 1, из которой видно, 

что ДХЭ, введенный по указанной схеме, 
повышает активность свободнорадикаль-
ного окисления, что подтверждается увели-
чением концентрации в эритроцитах про-
дуктов ПОЛ—диеновых конъюгатов в 1,94 
раза (р<0,05) и МДА в 2,03 раза (р<0,05) 
от нормальных показателей. Важную роль 
в регуляции процессов ПОЛ играют анти-
оксидантные ферменты, такие, как супе-
роксиддисмутаза (СОД) и каталаза. СОД ка-
тализирует реакцию взаимодействия двух 
супероксидных радикалов, играющих важ-
ную роль в инициации свободнорадикаль-
ного окисления, с образованием перекиси 
водорода и молекулярного кислорода. Про-
веденные исследования установили по-
вышение активности СОД в эритроцитах 
на 28,1% (р<0,05), что свидетельствует о мо-
билизации защитно-приспособительных 
механизмов, связанных с избыточной про-
дукцией супероксидного анион-радикала. 
Избыточная активность СОД ведет к повы-
шенному образованию перекиси водорода. 
В свою очередь, перекись водорода может 

Таблица1
Влияние НИЛИ на ПОЛ, на активность антиокислительной системы и показатели 

эндогенной интоксикации в крови крыс при субхронической интоксикации 
дихлорэтаном (M±m)

Показатель Животные 1-й 
группы (n=6)

Животные 2-й 
группы (n=7)

Животные 3-й 
группы (n=6)

ДК, (λ=232нм) усл. ед. на 1мл крови 1,8±0,16 3,5±0,19* 2,15±0,2 ^
ТБК-РП, мкмоль на литр 3,1±0,3 6,3±0,7* 4,8±0,5* ^
Каталаза, ммоль в мин на 1 мг гемоглобина 92,7±4,8 102,3±5,1 89,6±6,3
СОД, усл. ед. на 1 мг гемоглобина 1,9±0,09 2,43±0,13* 2,1±0,14 ^
Г6ФДГ, нмоль в мин на 1мг гемоглобина 14,5±0,4 12,1±0,55* 15,7±0,43* ^
Глутатион восстановленный, мг% 78,3±5,1 60,1±7,3* 72,1±4,2
Церулоплазмин, мг% 16,2±2,1 29,7±2,8* 21,7±3,2 ^
ВНиСММ плазмы, усл.ед. 5,8±0,19 7,2±0,5* 6,1±0,4
ВНиСММ эритроцитов, усл.ед. 18,5±1,5 26,3±2,9* 19,7±2,1 ^

Примечание:* — достоверно (p<0,05) по сравнению с первой (контрольной) группой; 
^ — достоверно (р<0,05) 3-й группы по сравнению со 2-й группой
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быть использована фагоцитами для синтеза 
гипохлорита либо диффундировать в клет-
ки и разрушаться там каталазой и глутати-
онпероксидазой, либо в присутствии железа 
разрушаться с образованием гидроксильно-
го радикала. При этом, по нашим данным, 
активность каталазы увеличивается незна-
чительно, что может быть связано с повы-
шенной концентрацией водородных ионов, 
приводящих к возникновению протониро-
ванной формы фермента, обладающего из-
мененной каталитической активностью.

В проведенном исследовании установ-
лено снижение активности глюкозо-6-
фосфатдегидрогеназы (Г6ФДГ) на 16,6% 
(р<0,05), а также содержание восстанов-
ленного глутатиона на 23,2% (р<0,05). Глу-
татион участвует как в индуцированной 
глутатионпероксидазной реакции, так и 
в поддержании восстановленного состояния 
сульфгидрильных групп белковых молекул, 
редокс-статуса клетки в целом. Соотноше-
ние окисленных и восстановленных форм 
глутатионовой системы зависит от скоро-
сти реакции пентозного цикла, ключевым 
ферментом которого является Г6ФДГ. Вы-
явленные изменения со стороны глутатион 
опосредованной детоксикации значительно 
снижают резистентность клеток к цитопов-
реждающему действию продуктов ПОЛ, 
свободных радикалов.

В системе неферментативного звена 
антиоксидантной защиты биологических 
молекул важная роль принадлежит церу-
лоплазмину (ЦП), представляющему со-
бой медьсодержащий гликопротеид α2 
глобулиновой фракции сыворотки крови, 
синтезируемый, главным образом, в печени. 
В результате проведенных исследований 

установлено повышение содержания церу-
лоплазмина на 83,3 % (р<0,05). Известно, 
что уровень ЦП возрастает при воспали-
тельных процессах, что отражает его роль 
в организме в качестве белка острой фазы, 
и в значительной мере противовоспали-
тельное действие его обусловлено антиок-
сидантными свойствами. ЦП обладает спо-
собностью к дисмутации супероксидных 
радикалов, а также окисляет Fe+2 до Fe+3 
кислородов в плазме крови без образования 
свободных радикалов.

Таким образом, в ходе проведенных ис-
следований при субхронической интоксика-
ции ДХЭ выявлена активация свободнора-
дикального окисления на фоне дисбаланса 
антиоксидантной системы. В настоящее вре-
мя признается, что именно ПОЛ по своей 
практической значимости и реакционной 
способности занимает важное место сре-
ди факторов продукционной эндогенной 
интоксикации. Проведенные исследования 
выявили увеличение содержания ВНиСММ 
в плазме крови и в эритроцитах к 30 суткам 
на 24,1 % (р<0,05) и на 42,2 % (р<0,05) соот-
ветственно. Умеренное повышение концен-
трации ВНиСММ в плазме и эритроцитах 
свидетельствует о компенсированной фазе 
интоксикации, при которой наблюдается 
увеличение сорбционной способности эри-
троцитов.

 Повышенный фон перекисеобразования 
отрицательно воздействует на структурно-
функциональную характеристику биоло-
гической мембраны. В настоящей работе 
определили стабильность клеток крови 
к действию водородных ионов. Известно, 
что при этом выявляются скрытые повреж-
дения эритроцитарных мембран. Результа-
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ты исследования свидетельствуют о том, 
что индекс стойкости, характеризующий 
суммарную резистентность эритроцитов, 
у крыс с интоксикацией ДХЭ снижался к 30 
суткам до 0,74 усл.ед. 

В стабилизации биомембран существен-
ное место занимают фосфолипиды, которые 
сами по себе являются субстратами для сво-
боднорадикального окисления. При инток-
сикации ДХЭ в эритроцитах уменьшается 
содержание общих фосфолипидов (ФЛ) 
на 23,2%(р<0,05). Анализ фосфолипидного 
состава, представленный в табл. 2, выявил 
снижение содержания легкоокисляемых 
фракций фосфатидилхолина (ФХ) и фосфа-
тидилэтаноламина (ФЭА) на 15,5% (р<0,05) 
и 22,4% (р<0,05) соответственно. Одно-
временно отмечался рост относительного 

содержания трудноокисляемой фракции 
сфингомиелина (СфМ) на 62,3% (р<0,05) 
и увеличение содержания лизофосфатидил-
холина (ЛФХ) на 70% (р<0,05), разрыхляю-
щих липидный слой мембран, увеличивая 
их проницаемость. Увеличению проницае-
мости также способствовало наблюдаемое 
снижение ФХ и ФЭА. В повреждении био-
мембран особая роль отводится ЛФХ, кото-
рый является специфическим маркером фос-
фолипазной активности. При интоксикации 
ДХЭ активация фосфолипазного гидролиза 
наряду с активацией ПОЛ является допол-
нительным фактором модификации клеточ-
ных мембран, так как окисленные ФЛ легче 
поддаются атакам эндогенных фосфолипаз, 
что усиливает их мембранодеструктивное 
действие.

Таблица 2
Фосфолипидный состав мембран эритроцитов у крыс при субхронической 

интоксикации дихлорэтаном и на фоне применения НИЛИ (M±m)

Исследуемый показатель
Группы животных

1-я группа(n=5) 2-я группа(n=6) 3-я группа(n=6)
Общие ФЛ мг/100 мл эр. 
массы 234,5±9,8 180,1±11,2 * 207,5±8,5 * ^

Фракции ФЛ, %
ЛФХ 6,4±0,62 10,88±0,79 * 8,3±0,85 * ^
ФХ 52,3±2,3 44,2±1,3 * 49,6±2,5 ^
ФЭА 26,1±1,2 20,25±1,4 * 23,2±1,6
СфМ 15,2±1,3 24,57±1,2 * 18,9±1,45 * ^

* — различие достоверно (р<0,05) по сравнению с 1-й группой (контроль); ^ — различие 
достоверно (р<0,05) 3-й группы по сравнению со 2-й группой 

На основании вышеизложенного можно 
заключить, что в патогенезе эндогенной ин-
токсикации при субхроническом поступле-
нии ДХЭ важная роль принадлежит мембра-
нодеструктивным процессам. Нарушение 
структурно-функциональной организации 

клеточных мембран изменяет внутрикле-
точный гомеостаз и определяет основные 
патофизиологические проявления эндоток-
сикоза.

Курсовое применение НИЛИ, проведен-
ное у животных 3-й экспериментальной 
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группы, оказало антиоксидантный, противо-
перекисный и мембраностабилизирующий 
эффекты. Уровень ДК уменьшился на 38,6% 
(р<0,05) и МДА на 23,8 % (р<0,05) по срав-
нению с данными 2-й группы, а активность 
каталазы и СОД приближалась к исходным 
значениям. Влияние лазерного излучения 
на ферментативную активность подтверж-
дают данные литературы о возможных ме-
ханизмах НИЛИ влиять на активность дан-
ных ферментов за счет депротонирования 
соответствующих гистидиновых остатков 
и последующего восстановления нативной 
структуры активного центра [1]. Важно 
отметить статистически достоверную тен-
денцию к нормализации содержания вос-
становленного глутатиона и активности 
Г6ФДГ после проведения курса НИЛИ. 
Г6ФДГ является ключевым ферментом пен-
тозного цикла, в ходе которого генерируется 
НАДФН. Данное соединение предохраняет 
ненасыщенные жирные кислоты, входящие 
в состав клеточной мембраны, от аномаль-
ных взаимодействий с кислородом, под-
держивает нормальную степень окисления 
атомов железа гемоглобина, является суб-
стратом для глутатионредуктазы.

НИЛИ усиливает кислотную устойчи-
вость эритроцитов к гемолитическому дей-
ствию соляной кислоты. Индекс стойкости 
эритроцитов к 30 суткам повышался в 1,3 
раза (р<0,05) по сравнению с данными жи-
вотных 2-й группы, приближаясь к кон-
трольным значениям. НИЛИ изменяет 
липидный состав мембран эритроцитов. 
Это проявляется в том, что повышается со-
держание фосфолипидов, а количество от-
дельных фосфолипидных фракций прибли-
жается к исходному уровню. Уменьшение 

содержания ЛФХ отражает существенное 
снижение процессов ПОЛ и, по всей види-
мости, активности фосфолипаза А2 . Уро-
вень ФЭА выравнивался, относительное 
содержание ФХ приближалось к контроль-
ным значениям, а именно, эти фракции 
ФЛ наиболее лабильные к фосфолипазному 
гидролизу.

Заключение
Таким образом, применение НИЛИ 

при субхронической интоксикации 
ДХЭ, нормализуя баланс ПОЛ и антиокис-
лительной системы, способствует сохра-
нению структуры и функции клеточных 
мембран и, в свою очередь, поддержанию 
приемлемого уровня естественных процес-
сов в организме, включая дезинтоксикаци-
онные. Подобное обстоятельство можно 
объяснить необходимым уровнем запаса эн-
догенных (тканевых) антиоксидантов, реак-
тивация которых оказывается достаточной 
для нормализации баланса про- и антиокис-
лительной активности.
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