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Резюме
Артериальная гипертензия является широко распространённым патологическим состоянием, которое 
считается одним из наиболее значимых факторов риска сердечно-сосудистых заболеваний и является 
важной причиной заболеваемости и смертности во всём мире. Общепризнано влияние нарушения баланса в 
системе перекисное окисление липидов – антиоксидантная защита на развитие артериальной гипертензии. 
Хемилюминесцентный метод анализа для изучения процессов перекисного окисления липидов пока не нашёл 
массового применения в клинической практике, хотя имеет массу достоинств: не требует специальной 
пробоподготовки, выполняется быстро и технически несложно, имея при этом высокую чувствительность. 
Цель исследования: оценить возможность применения метода хемилюминесценции для оценки состояния 
системы прооксиданты – антиоксиданты при экспериментальном стрессе. 
Эксперимент состоял из двух стадий: стадии тревоги и стадии хронического стресса, – и был проведён 
на крысах-самцах линии НИСАГ (наследственная индуцированная стрессом артериальная гипертензия). 
Материалом для исследования послужила сыворотка крови крыс. О состоянии системы перекисное 
окисление липидов – антиоксидантная защита (ПОЛ–АОЗ) судили по показателям, полученным методом 
хемилюминесценции: площадь под кривой (S под кривой) и максимум вспышки (Мах). Полученные резуль-
таты свидетельствуют об активации системы ПОЛ–АОЗ при различных видах стресса. 
Применение метода хемилюминесценции даёт возможность проведения экспресс-оценки про- и анти-
оксидантного статуса организма.
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Abstract
Various pathologies, in particular hypertension, accompany violation of the processes of free radical oxidation. The state 
of the system lipid peroxidation – antioxidant protection can be assessed only by a complex of biochemical methods. The 
chemiluminescent method is used to obtain a faster result. The method has a number of advantages: measurement of 
chemiluminescence parameters is carried out in natural conditions and does not require sample preparation, is highly 
selective, it can be used to identify the presence of free radical pathology, analysis of the intensity of lipid peroxidation 
processes, the effectiveness of treatment with antioxidant medicament. The aim of the research was to study the lipid 
peroxidation under hypertension and stress by chemiluminescence. The experiment was conducted on male rats of the 
ISIAH line. The experiment consisted of 2 stages: stage of alarm and stage of chronic stress. We found that, depending 
on the type of stress, the state of the system lipid peroxidation-antioxidant protection differed. The role of stress in 
violation of the processes of lipoperoxidation in hypertension was established. The efficacy of the chemiluminescence 
method as an alternative to a complex of biochemical methods is shown. Express assessment of pro- and antioxidant 
status is possible for patients with hypertension.
Key worlds: chemiluminescence, oxidative stress, ISIAH rats, arterial hypertension.
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Введение

Согласно существующим представлениям, процессы 
перекисного окисления липидов (ПОЛ) являются неотъем-
лемой частью функционирования всех живых организмов. 
При усилении интенсивности и скорости реакций любой 
нормальный физиологический процесс способен сам 
становиться патогенетическим механизмом развития 
уже патологического процесса. Нарушение процессов 

липопероксидации является следствием, а иногда и при-
чиной различных заболеваний. Окислительный стресс 
относится к неспецифическим патологическим процессам 
[1, 2]. Хемилюминесцентный метод анализа в клинической 
практике для изучения процессов ПОЛ используется не так 
широко. Метод отличается высокой избирательностью при 
низком количестве анализируемого образца. С его помо-
щью можно обнаружить наличие свободно-радикальной 
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патологии, проанализировать интенсивность процессов 
ПОЛ, эффективность лечения антиоксидантными препара-
тами [3, 4, 5]. Измерение показателей хемилюминесценции 
(ХЛ) не требует подготовки пробы, в результате которой 
количество свободных радикалов может измениться.

Существует устойчивое представление о том, что 
стресс является одним из существенных факторов риска 
и даже патогенетическим механизмом в развитии сердеч-
но-сосудистой патологии, в частности гипертонической 
болезни [6, 7, 8, 9]. В связи с этим существует гипотеза о 
том, что состояние хронического стресса может способ-
ствовать развитию стойкого гипертензивного состояния 
[10]. Некоторые авторы полагают, что неоднократное по-
вторение состояния острого стресса сродни хроническо-
му стрессу и может приводить к стойкой гипертензии [11]. 
Наряду с этим показано, что артериальной гипертензии 
сопутствует повышение тонуса симпатической нервной 
системы, а как известно, к повышению симпатической 
активности приводит именно стресс [12, 13, 14]. 

Цель исследования

Оценить возможность применения метода хемилю-
минесценции для оценки состояния системы проокси-
данты – антиоксиданты при экспериментальном стрессе 
и гипертензии.

Материалы и методы 

Эксперимент был проведён на половозрелых 
(2,5–3 месяца) крысах-самцах линии НИСАГ из популя-
ции вивария Института цитологии и генетики СО РАН 
(г. Новосибирск). Крысы линии НИСАГ (наследственная 
индуцированная стрессом артериальная гипертензия) 
селекционированы на патологию в виде повышения 
артериального давления на эмоциональный стресс из 
аутбредных крыс линии Вистар и отличаются от них по 
ряду физиологических и поведенческих признаков.

Эксперимент включал две стадии: стадию тревоги 
– 3-часовую однократную иммобилизацию крыс, через 
42 часа после которой осуществлялся забор крови спосо-
бом быстрой декапитации; стадию хронического стресса 
– 1-часовая иммобилизация производилась на 1-й, 5-й, 
9-й и 13-й дни опыта с интервалом 72 часа, что затрудня-
ло развитие габитуации (привыкания). Иммобилизации 
осуществлялись путём фиксации животного за конечно-
сти на спине. Таким образом, крысам создавали «стресс 
повседневной жизни». Забор крови производился на 
13-й день опыта. Опыты на животных осуществлялись 
в соответствии с «Правилами Европейской конвенции 
по защите позвоночных животных, используемых для 
экспериментальных и иных научных целей». Хемилюми-
несценцию регистрировали в сыворотке крови.

Измерения проводили на хемилюминометре 
SmartLum-5773 – аппаратно-программном комплексе, 
предназначенном для регистрации сверхслабых свето-
вых потоков, сопровождающих биохимические реакции, 
физические и биологические процессы. 

Управление прибором, регистрация, обработка и 
анализ данных осуществлялись посредством стандарт-
ного IBM-совместимого персонального компьютера с 
операционной системой Windows 98/2000/XP с исполь-
зованием программного обеспечения «PowerGraph», 
предназначенного для записи, визуализации, обработки 
и хранения аналоговых сигналов.

Для проведения реакции в фосфатный буферный 
раствор (20  мМ КН2РО4; pH  =  7.4) вносили сыворотку, 
раствор двухвалентного железа и перекись водорода. 
Регистрировали светосумму (S под кривой) и амплитуду 
быстрой вспышки (Мax). Значение Max и светосуммы 
рассчитывалось в условных единицах.

Светосумма (S) – площадь под кривой хемилюми-
несценции от начала нарастания амплитуды медленной 
вспышки до достижения ею максимума. Она характери-
зует число цепей разветвления или количество образо-
вавшихся перекисных радикалов. Светосумма отражает 
способность компонентов системы подвергаться цепным 
процессам окисления при инициации их ионами двухва-
лентного железа. Амплитуда быстрой вспышки отражает 
концентрацию гидроперекисей, она пропорциональна 
исходному содержанию гидроперекисей в пробе. 

Статистический анализ проводили с помощью 
специализированного пакета программ Statistica  6.1 
(StatSoft Inc., США).

Были использованы следующие методы статистиче-
ского анализа: проверка нормальности распределения 
количественных признаков с использованием критериев 
Колмогорова  –  Смирнова и Лиллиефорса; проверка 
равенства средних значений в группах с помощью 
t-критерия Стьюдента.

Использовались следующие методы параметриче-
ской статистики: вычисление средней арифметической 
(М), средней ошибки (m), средне-квадратичного откло-
нения (σ), статистической значимости различий средних 
величин по t-критерию Стьюдента. Различия между 
исследуемыми показателями считали статистически 
значимыми при р ≤ 0,05.

Результаты и обсуждение

О состоянии системы ПОЛ–АОЗ судили по показате-
лям, полученным методом хемилюминесценции.

На стадии тревоги были получены статистически зна-
чимые различия показателя S под кривой у крыс группы 
контроля и крыс, подвергшихся 3-часовой однократной 
иммобилизации (рис. 1).
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Рис. 1.  Показатель S под кривой в стадию тревоги. 
Fig. 1.  Indicator AUC (area under curve) in the anxiety stage.
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У крыс опытной группы показатель S под кривой 
статистически значимо на 32,4 % превышает это значение 
у крыс группы контроля, из чего можно сделать вывод 
о развитии окислительного стресса у животных, испы-
тавших иммобилизационный стресс. Показатель Мах у 
подопытных крыс статистически значимо ниже на 29,4 % 
аналогичного у крыс группы контроля (рис. 2).
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Рис. 2.  Показатель Мах в стадию тревоги.
Fig. 2.  Indicator PH (peak height) in the anxiety stage.

Количество вступивших в реакцию антиоксидантов, 
которые отражают высоту быстрой вспышки, зависит от 
концентрации гидроперекисей в сыворотки крови.

На стадии хронического стресса статистически зна-
чимые различия отмечены для показателей Мах (21,9 %) 
и S под кривой (47,7 %). Хронический стресс приводит к 
нарушению функционирования всех систем организма, чем 
приближает его к патологическому состоянию окислитель-
ного стресса. Ёмкость антиокислительной системы (АОС) 
истощается, по этой причине в ответ на повышение коли-
чества прооксидантов уровень активности ответа системы 
снижается, что отражает значение показателя Мах (рис. 3). 
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Рис. 3.  Показатель Мах в стадию хронического стресса.
Fig. 3.  Indicator PH (peak height) in the stage of chronic stress.

Количество прооксидантов увеличивается, что от-
ражает возрастание S под кривой (рис. 4). 
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Рис. 4.  Показатель S под кривой в стадию хронического стресса.
Fig. 4.  Indicator AUC (area under curve) in the stage of chronic stress.

Показатель S  под кривой на стадии хронического 
стресса статистически значимо на 11,5 % выше, чем на 
стадии тревоги (рис. 5).
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Рис. 5.  Сравнение показателя S под кривой в стадию тревоги и в 
стадию хронического стресса.

Fig. 5.  Comparison of the indicator AUC (area under curve) in the stage of 
anxiety and the stage of chronic stress.

Результаты хемилюминесцентного исследования 
согласуются с результатами биохимических методов 
оценки состояния системы ПОЛ–АОЗ, полученными на 
материалах этого эксперимента [15].

Исследования хемилюминесценции сыворотки кро-
ви при физической нагрузке различной интенсивности 
(стресс, обусловленный движением) были выполнены 
на беспородных белых крысах [16]. Показано, что хро-
ническая физическая нагрузка различной интенсив-
ности приводит к увеличению светосуммы свечения. 
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Чем сильнее и длительней по времени хроническая 
физическая нагрузка, тем активнее в организме про-
текают окислительные процессы. В нашем случае (при 
иммобилизационном стрессе) мы наблюдаем схожую 
картину изменения параметров ХЛ в зависимости от 
интенсивности и длительности стресса. 

Связь между стрессом и артериальной гипертензией 
исследуют давно, используя в экспериментах различные 
виды хронического стресса [12]. Причём в качестве испы-
туемых используют крыс разных гипертензивных линий 
(SHR, DS, BHR). Что касается исследований показателей 
хемилюминесценции сыворотки крови крыс НИСАГ в 
России, то подобных данных мы не обнаружили.

В зарубежной литературе окислительный стресс 
изучают у разных линий крыс классическими методами 
[17, 18]. Метод ХЛ применяют для изучения влияния на 
организм химических (токсичность) и физических (из-
лучение) факторов [19, 20]. Данных об использовании 
ХЛ для оценки физиологического процесса ПОЛ у гипер-
тензивных крыс линии НИСАГ в иностранных источниках 
мы не нашли.

Таким образом, результаты, полученные эксперимен-
тальным методом, указывают на активацию процессов 
ПОЛ и истощение антиоксидантных запасов организма 
на всех этапах стрессирования. При однократном стрес-
сировании состояние крыс с артериальной гипертензией 
характеризуется развитием окислительного стресса 
средней интенсивности. Даже когда стресс прекратился, 
на организм влияет наличие гипертензивной патологии, 
которая сохраняет процессы липопероксидации в актив-
ном состоянии, что затрудняет восстановление баланса 
в организме. Антиоксидантная система (АОС) ещё не 
полностью истощена и активно борется с радикалами. 
В стадию хронического стресса наблюдается явно вы-
раженный окислительный стресс, о наличии которого 
свидетельствуют сразу несколько показателей. 

Заключение

Таким образом, в результате проведённого иссле-
дования мы наблюдали зависимость неспецифической 
ответной реакции на стресс от вида стрессирования 
(острый или хронический стресс). Причём хроническое 
воздействие приводит к большей интенсивности окис-
лительных реакций и, соответственно, к более выражен-
ному окислительному стрессу, чем этап острого стресса. 
Исходя из вышеизложенного, можно сделать вывод о 
том, что применение метода хемилюминесценции даёт 
возможность проведения экспресс оценки про- и анти-
оксидантного статуса организма.
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