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РеЗЮме

Обоснование. Смертность от острого инфаркта миокарда с подъёмом 
сегмента  ST в  кардиологических стационарах составляет от 4,5 до 7  %, 
и в последние годы этот показатель не снижается. Наиболее частой при-
чиной гибели пациентов является кардиогенный шок, вероятность воз-
никновения которого напрямую зависит от размера инфаркта. Вполне 
очевидно, что назрела настоятельная необходимость в создании препа-
ратов, ограничивающих размер инфаркта и предотвращающих появление 
кардиогенного шока.
Цель исследования. Оценить роль активных форм кислорода и редокс-
чувствительных протеинкиназ в инфаркт-лимитирующем эффекте опи-
оидного пептида дельторфина II при реперфузии сердца у крыс.
Материалы и методы. Коронароокклюзию (45 мин) и реперфузию (120 мин) 
воспроизводили у крыс, наркотизированных α-хлоралозой. Перед реперфу-
зией животным вводили: селективный агонист δ2-опиоидных рецепторов 
дельторфин  II, «ловушку» гидроксильных радикалов 2-меркаптопрпионил 
глицин (2-МПГ), «ловушку» супероксидных радикалов темпол, ингибитор 
протеинкиназы Сδ (ПКСδ) роттлерин, ингибитор PI3-киназы вортманнин, 
ингибитор ERK1/2 киназы PD98059.
Результаты. Дельторфин  II способствовал двукратному уменьшению 
размера инфаркта. Инъекция крысам одного 2-МПГ, темпола, роттлерина, 
вортманнина, PD98059 не влияла на  размер инфаркта. 2-МПГ и темпол 
не  влияли на инфаркт-лимитирующий эффект дельторфина  II. Ротт-
лерин, вортманнин и PD98059 устраняли кардиопротекторный эффект 
дельторфина II.
Заключение. Инфаркт-лимитирующий эффект дельторфина II не зависит 
от продукции супероксидного радикала и гидроксильного радикала. Суперок-
сидный радикал и  гидроксильный радикал не играют существенной роли 
в  реперфузионном повреждении сердца после коронароокклюзии (45  мин). 
ПКСδ, PI3-киназа и ERK1/2 киназа вовлечены в  инфаркт-лимитирующий 
эффект дельторфина II при реперфузии миокарда.
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активные формы кислорода, киназы
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AbStrACt

Background. Mortality from acute myocardial infarction with ST-segment eleva-
tion in cardiac hospitals ranges from 4.5 to 7 %, and these data has not decreased 
in recent years. The most common cause of death in patients is cardiogenic shock, 
the likelihood of which directly depends on infarct size. It is quite clear that there 
is an urgent need to create drugs to limit the size of infarction and prevent the oc-
currence of cardiogenic shock.
The aim. To evaluate the role of reactive oxygen species and redox-sensitive protein 
kinases in the infarction-limiting effect of opioid peptide deltorphin  II in cardiac 
reperfusion in rats.
Materials and methods. Coronary occlusion (45 min) and reperfusion (120 min) 
were performed in rats anesthetized with α-chloralose. The selective δ2-opioid recep-
tor agonist deltorphin II, a hydroxyl radical scavenger 2-mercaptoprpionyl glycine 
(2-MPG), a superoxide radical scavenger tempol, the protein kinase Cδ (PKCδ) inhibitor 
rottlerin, the PI3-kinase inhibitor wortmannin, the inhibitor of ERK1/2 kinase PD98059 
were injected before of reperfusion of the heart.
Results. Deltorphin II contributed to a two-fold decrease in infarction size. Injection 
of 2-MPG, tempol, rottlerin, wortmannin, PD98059 alone had no effect on infarction 
size in rats. 2-MPG and tempol did not affect the infarction-reducing effect of deltor-
phin II. Rottlerin, wortmannin, and PD98059 eliminated the cardioprotective effect 
of deltorphin II.
Conclusion. The infarction-reducing effect of deltorphin  II does not depend 
on the production of superoxide radical and hydroxyl radical. Superoxide radical 
and hydroxyl radical do not play a significant role in reperfusion injury of the heart 
after coronary occlusion (45 min). PKCδ, PI3-kinase, and ERK1/2 kinase are involved 
in the infarction-limiting effect of deltorphin II in myocardial reperfusion.

Key words: heart, ischemia, reperfusion, opioid receptors, reactive oxygen species, 
kinases
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введеНИе

Смертность от острого инфаркта миокарда с подъ-
ёмом сегмента ST в кардиологических стационарах со-
ставляет от 4,5 до 7 %, и в последние годы этот показа-
тель не снижается [1–3]. Наиболее частой причиной ги-
бели пациентов является кардиогенный шок [4], веро-
ятность возникновения которого напрямую зависит 
от размера инфаркта [5, 6]. Первичное чрескожное ко-
ронарное вмешательство обеспечивает почти 95%-ю ре-
канализацию инфаркт-связанной коронарной артерии 
[7], однако, несмотря на это, пациенты умирают. Одной 
из причин смерти является реперфузионное поврежде-
ние сердца. Вполне очевидно, что назрела настоятель-
ная необходимость в создании препаратов, способных 
ограничивать размер инфаркта и предотвращать появ-
ление кардиогенного шока.

Согласно нашим данным, опиоиды способны улуч-
шать насосную функцию миокарда при  реперфузии 
сердца [8]. Опиоидный пептид дельторфин II способен 
уменьшать размер инфаркта миокарда при внутривен-
ном введении перед реперфузией [9]. Установлено, 
что инфаркт-лимитирующий эффект этого пептида свя-
зан с активацией периферических δ2-опиоидных рецеп-
торов (ОР) [9]. Внутриклеточный сигнальный механизм 
кардиопротекторного эффекта дельторфина II оставал-
ся не изучен. Принято считать, что конечным эффекто-
ром инфаркт-лимитирующего эффекта пре- и постконди-
ционирования являются митохондриальные К+-каналы 
(митоКАТФ-каналы) [10, 11]. Мы обнаружили, что кардио-
протекторный эффект дельторфина II не зависит от мито-
КАТФ-канала, а опосредуется активацией сарколеммаль-
ного КАТФ-канала (саркКАТФ-канала) [12]. Как внутрикле-
точный сигнал передаётся от δ2-ОР на саркКАТФ-канал? 
Мы предположили, что на роль внутриклеточных мес-
сенджеров, обеспечивающих повышение толерантности 
сердца к реперфузии, могут претендовать активные фор-
мы кислорода (АФК). На чём основывалась эта гипотеза?

В 80-е годы ХХ века господствовало мнение, что сво-
бодные радикалы и АФК играют исключительно негатив-
ную роль в реперфузионном повреждении сердца [13, 
14]. Сейчас подобной точки зрения придерживаются не-
которые исследователи [15–17]. В пользу этого мнения 
говорили данные о том, что продукция свободных ради-
калов в миокарде многократно возрастает в момент ре-
перфузии по сравнению с предшествующим ишемиче-
ским периодом [18–20]. Эта точка зрения подкреплялась 
сведениями об инфаркт-лимитирующем эффекте анти-
оксидантов [21–23]. Однако в этих исследованиях анти-
оксиданты, как правило, использовались в высоких до-
зировках, позволяющих им взаимодействовать не толь-
ко со свободными радикалами, но и с другими молеку-
лами. Например, «ловушка» гидроксильных радикалов 
(•OH) 2-меркаптопрпил-глицин (2-МПГ; 20 мг/кг) [24, 25] 
в дозе 70 мг/кг внутривенно может взаимодействовать 
с пероксинитритом [26], а в дозе 100 мг/кг ограничива-
ет размер инфаркт миокарда 2-МПГ [27]. Следовательно, 
кардиопротекторный эффект 2-МПГ может не зависеть 
от снижения уровня •OH в ткани миокарда.

В 90-е годы XX  века постепенно формировалось 
мнение, что свободные радикалы и АФК могут не толь-
ко повреждать, но и защищать миокард от патогенно-
го действия ишемии и реперфузии. Было установлено, 
что  2-МПГ устраняет инфаркт-лимитирующий эффект 
ишемического прекондиционирования [11]. Мы полу-
чили данные, что АФК играют ключевую роль в кардио-
протекторном эффекте гипоксического прекондициони-
рования [28]. Свободные радикалы и АФК играют роль 
сигнальных молекул, которые активируют редокс-чув-
ствительные ферменты, прежде всего киназы [29]. Так, 
например, АФК повышают активность: протеинкиназы С 
(ПКСδ и ПКСε), PI3-киназы, ERK1/2-киназы [29]. Эти кина-
зы обеспечивают устойчивость сердца к ишемии и ре-
перфузии [10]. Есть основания полагать, что на роль по-
добных активаторов киназ претендуют: •OH, супероксид-
ный радикал (O2–•) и перекись водорода [29].

Цель ИССледовАНИя

Оценить роль активных форм кислорода и редокс-
чувствительных протеинкиназ в инфаркт-лимитиру-
ющем эффекте опиоидного пептида дельторфина  II 
при реперфузии сердца у крыс.

мАТеРИАлы И меТоды

Исследование было выполнено на 144 крысах-самцах 
линии Вистар массой 250–300 г. Все процедуры, связан-
ные с содержанием и использованием животных, прово-
дили с соблюдением директив Европарламента и Сове-
та Европейского союза (2010/63/EU), регламентирующих 
использование животных в научных целях. Исследова-
ние одобрено этическим комитетом Научно-исследова-
тельского института кардиологии ФГБНУ «Томский наци-
ональный исследовательский медицинский центр Рос-
сийской академии наук» (протокол № 207 от 23.12.2020). 

Животных наркотизировали внутрибрюшинным вве-
дением α-хлоралозы (60 мг/кг, внутрибрюшинно; Sigma) 
и подключали к аппарату искусственной вентиляции лег-
ких «SAR-830 Series» (CWE Inc., США). Коронароокклюзию 
(45 мин) и реперфузию (120 мин) осуществляли по мето-
ду J.E. Schultz и соавт. [30]. Для этого проводили торакото-
мию на уровне 2–3-х рёбер и накладывали лигатуру на ле-
вую коронарную артерию на несколько миллиметров 
ниже её выхода из аорты. Спустя 45 минут ишемии лига-
туру снимали для возобновления коронарного кровотока. 
Регистрация АД осуществлялась с помощью датчика дав-
ления SS13L (Biopac System Inc., Goleta, США), сопряжён-
ного с аппаратом для электрофизиологических исследо-
ваний MP35 (Biopac System Inc., Goleta, США). Измерение 
артериального давления проводили путём канюлирова-
ния правой сонной артерии с помощью датчика давле-
ния SS13L (Biopac System Inc., Goleta, США), сопряжённо-
го с аппаратом для электрофизиологических исследова-
ний MP35 (Biopac System Inc., Goleta, США) и персональ-
ным компьютером. Данный прибор также использовался 
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для регистрации электрокардиограммы. После репер-
фузии сердце удаляли из грудной клетки и промывали 
ретроградно через аорту физиологическим раствором. 
Для определения зоны риска (ЗР) лигатуру вновь затяги-
вали и миокард окрашивали струйно через аорту 5%-м 
перманганатом калия. Зоной риска принято называть ми-
окард, подвергнутый ишемии-реперфузии. После про-
мывки физиологическим раствором делали срезы серд-
ца толщиной в 1 мм перпендикулярно к продольной оси 
с помощью слайсера HSRA001-1 (Zivic Instruments, США). 
Визуализацию зоны некроза от зоны риска осуществля-
ли путём окрашивания 1%-м раствором 2,3,5-трифенил 
тетразолия хлорида в течение 30 минут при 37 °C. В ос-
нове метода лежит способность 2,3,5-трифенил тетразо-
лия хлорида приобретать стойкую окраску при перехо-
де из окисленного состояния в восстановленное под дей-
ствием дегидрогеназ. Поскольку в погибших кардиомио-
цитах отсутствовали дегидрогеназы, некротизированный 
миокард не окрашивался. После окончания окраски сре-
зы помещали в 10%-й раствор формальдегида на 1 сутки. 
Срезы сканировали с обеих сторон сканером HP Scanjet 
G4050. Размер ЗР и зоны инфаркта (ЗИ) определяли ком-
пьютеризированным планиметрическим методом. Раз-
мер зоны инфаркта выражали в процентах от размера 
зоны гипоперфузии (зоны риска) как соотношение ЗИ/ЗР.

Блокаторы вводили внутривенно за 10 мин до репер-
фузии, а дельторфин II – за 5 мин до реперфузии. Каждая 
экспериментальная группа включала в себя по 12 осо-
бей. В группу контроля были включены животные, кото-
рым вводили физиологический раствор.

В эксперименте использовали следующие фармако-
логические агенты: селективный агонист δ2-ОР дельтор-
фин II – в дозе 0,12 мг/кг [9]; «ловушку» гидроксильных 
радикалов 2-МПГ – в дозе 20 мг/кг [24]; «ловушку» супе-
роксидных радикалов темпол – в дозе 30 мг/кг [31]; ин-
гибитор протеинкиназы Сδ (ПКСδ) роттлерин – в дозе 
0,3 мг/кг [32]; ингибитор PI3-киназы вортманнин – в дозе 
0,025  мг/кг [33]; ингибитор ERK1/2 киназы PD98059 – 
в дозе 0,5 мг/кг [34].

Дельторфин II, 2-МПГ и темпол растворяли в 0,9%-
м NaCl, остальные ингибиторы растворяли в смеси 
DMSO/20%-м β-гидроксипропил-циклодекстрине (1:9). 
Как показали наши предварительные эксперименты, по-
добная смесь, которую водили в дозе 1 мл/кг, не влияет 
на размер инфаркта.

Дельторфин  II  был приобретён в компании 
PolyPeptide Laboratories (США), 2-МПГ и  роттлерин – 
в компании Sigma-Aldrich (США), темпол – в компании 
Tocris (Великобритания), вортманнин и PD98059 – в ком-
пании LCLabs Company (США).

Группа Перед ишемией Перед реперфузией Через 30 мин реперфузии Через 2 ч реперфузии

Частоты сердечных сокращений

Контроль 367 [363; 371] 360 [358; 369] 354 [347; 360] 346 [340; 351]

Дельторфин-II 364 [358; 369] 358 [353; 364] 352 [348; 355] 343 [338; 348]

2-МПГ 361 [358; 366] 357 [352; 361] 353 [349; 358] 342 [337; 346]

Темпол 356 [351; 362] 351 [347; 355] 347 [344; 352] 339 [334; 343]

Роттлерин 370 [364; 374] 365 [360; 369] 358 [352; 363] 350 [343; 356]

Вортманнин 360 [356; 365] 354 [349; 360] 350 [345; 354] 340 [334; 345]

PD98059 363 [359; 368] 356 [352; 359] 352 [346; 358] 345 [341; 351]

Систолическое артериальное давление

Контроль 124 [121; 127] 121 [117; 125] 118 [113; 121] 114 [109; 118]

Дельторфин-II 121 [117; 125] 120 [118; 122] 116 [111; 119] 112 [107; 116]

2-МПГ 125 [122; 129] 122 [119; 126] 119 [114; 123] 115 [111; 119]

Темпол 120 [116; 124] 116 [113; 121] 113 [110; 117] 107 [105; 112]

Роттлерин 125 [123; 129] 122 [119; 124] 117 [113; 120] 111 [108; 115]

Вортманнин 126 [122; 130] 121 [119; 126] 117 [114; 122] 113 [110; 117]

PD98059 128 [124; 132] 124 [120; 128] 120 [116; 125] 114 [109; 118]

Т А б л И ц А   1
ПокАЗАТелИ ЧАСТоТы СеРдеЧНых СокРАщеНИй 
(Уд./мИН) И СИСТолИЧеСкоГо Ад (мм РТ. СТ.)  
У кРыС ПРИ коРоНАРоокклюЗИИ (45 мИН) 
И РеПеРФУЗИИ (120 мИН), me [25%; 75%]

t A b l E   1
HEART RATE (bEATS/mIn) And SySTolIC blood 
PRESSuRE (mmHg) In RATS wITH CoRonARy oCCluSIon 
(45 mIn) And REPERFuSIon (120 mIn), me [25%; 75%]
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Статистическую обработку данных проводи-
ли с помощью пакетов программы «Statistica  13.0» 
(StatSoft  Inc., США). Полученные данные проверяли 
на нормальность распределения с помощью крите-
рия Шапиро – Уилка; распределения, которые отлича-
лись от нормального, – по непараметрическому кри-
терию Манна – Уитни. Статистически значимыми счи-
тались различия при p < 0,05. Результаты всех экспе-
риментов представлены в виде медианы и квартилей 
(Ме [25%; 75%]).

РеЗУльТАТы И оБСУждеНИе

Нами было установлено, что коронароокклюзия 
и реперфузия, а также селективный пептидный агонист 
δ2-ОР дельторфин  II не влияют на показатели гемоди-
намики (табл.  1), что согласуется с опубликованными 
нами данными [9].

Роттлерин, вортманнин, PD98059, темпол, 2-МПГ так-
же не влияли на показатели гемодинамики у крыс с ко-
ронароокклюзией и реперфузией (табл. 1). Агонист δ2-
ОР дельторфин II вызывал уменьшение размера инфар-
кта в два раза (рис. 1).

РИС. 1.  
Роль активных форм кислорода, протеинкиназы Сδ,  
PI3-киназы и ERK1/2 киназы в механизме кардиопротектор-
ного эффекта дельторфина II (Me [25%; 75%]). Группы: 1 – кон-
троль; 2 – дельторфин II; 3 – дельторфин II + 2-МПГ; 4 – дель-
торфин II + темпол; 5 – дельторфин II + роттлерин; 6 – дель-
торфин II + вортманнин; 7 – дельторфин II + PD098059. * – 
p < 0,05 по сравнению с контролем; # – p < 0,05 по сравнению 
с дельторфином II
FIG. 1.  
The role of reactive oxygen species, the protein kinase Cδ,  
the PI3-kinase, and the ERK1/2 kinase in the mechanism of the 
cardioprotective effect of deltorphin II (Me [25%; 75%]). Groups: 
1 – control; 2 – deltorphin II; 3 – deltorphin II + 2-MPG; 4 – deltor-
phin II + tempol; 5 – deltorphin II + rottlerin; 6 – deltorphin II + wort-
mannin; 7 – deltorphin II + PD098059. * – p < 0.05 vs control;  
# – p < 0.05 vs deltorphin II

Инъекция одного ингибитора ПКСδ роттлерина, 
ингибитора PI3-киназы или ингибитора ERK1/2-киназы 
PD98059 не влияла на размер инфаркта (рис. 2).

РИС. 2.  
Влияние активных форм кислорода, ингибиторов проте-
инкиназы Сδ, PI3-киназы и ERK1/2 киназы на индекс зона ин-
фаркта/зона риска при 45-минутной коронароокклюзии 
и 120-минутной реперфузии (Me [25%; 75%]). Группы: 1 – кон-
троль; 2 – 2-МПГ; 3 – темпол; 4 – роттлерин; 5 – вортман-
нин; 6 – PD098059 
FIG. 2.  
The effect of reactive oxygen species, inhibitors the protein kinase 
Cδ, the PI3-kinase, and the ERK1/2 kinase on infarction size as per-
centage of the area at risk after a 45-min ischemia and a 120-min 
reperfusion (Me [25%; 75%]). Groups: 1 – control; 2 – 2-MPG;  
3 – tempol; 4 – rottlerin; 5 – wortmannin; 6 – PD098059

Следовательно, указанные киназы не участву-
ют в  формировании инфаркта миокарда у крыс. Вве-
дение «ловушки» •OH 2-меркаптопропионил глицина 
или инъекция «ловушки» O2–• темпола также не повли-
яли на формирование очага некроза при реперфузии 
сердца (рис.  2). Эти данные указывают на то, что •OH 
и O2–• не участвуют в патогенезе реперфузионного по-
вреждения сердца.

Мы предположили, что •OH и O2–• не повреждают 
сердце, но могут повышать устойчивость сердца за счёт 
активации одной из изоформ протеинкиназы С. В кар-
диопротекторном эффекте агониста δ2-ОР могут уча-
ствовать PI3-киназа и ERK1/2-киназа. Действительно, 
ранее мы установили, что инфаркт-лимитирующий эф-
фект дельторфина II связан с активацией протеинкиназ 
из группы С; ингибитор всех изоформ ПКС хелеритрин 
устранял кардиопротекторный эффект названного пеп-
тида [12]. Известно, что ПКС активируются АФК [29], по-
этому были основания предполагать, что АФК участву-
ют в инфаркт-лимитирующем эффекте дельторфина  II. 
Однако оказалось, что «ловушка» •OH 2-меркаптопро-
пионил глицин или «ловушка» O2–• темпол не повлия-
ли на дельторфин-индуцированное повышение толе-
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рантности сердца к реперфузии (рис. 1). Следовательно, 
O2–• и •OH не участвуют в сигнальном механизме защит-
ного действия дельторфина II. Возможно, что активато-
ром ПКС и других редокс-чувствительных киназ являет-
ся перекись водорода, которая участвует во внутрикле-
точной и межклеточной сигнализации [29].

Протеинкиназа  С, PI3-киназа и ERK1/2-киназа уча-
ствуют в инфаркт-лимитирующем эффекте ишемическо-
го пре- и посткондиционирования [10, 11]. Эти сведения 
позволили нам предположить, что указанные киназы во-
влечены в кардиопротекторный эффект дельторфина II. 
Действительно, оказалось, что селективный ингибитор 
ПКСδ роттлерин полностью устраняет инфаркт-лими-
тирующий эффект названного пептида (рис.  1). После 
ингибирования PI3-киназы вортманнином нам не уда-
лось выявить инфаркт-лимитирующий эффект дельтор-
фина II (рис. 1). После блокады ERK1/2-киназы препара-
том PD98059 мы не зафиксировали кардиопротектор-
ное действие агониста δ2-ОР (рис. 1). Представленные 
данные согласуются с распространённой точкой зрения 
о важной роли протеинкиназы С, PI3-киназы и ERK1/2-
киназы в обеспечении толерантности сердца к действию 
ишемии и реперфузии [10, 11].

ЗАклюЧеНИе

Представленные данные свидетельствуют о том, 
что O2–• и •OH не участвуют в патогенезе реперфузион-
ного повреждения сердца после 45-минутной корона-
роокклюзии. Эти свободные радикалы не являются вну-
триклеточными мессенджерами, опосредующими кар-
диопротекторный эффект дельторфина  II. В формиро-
вании дельторфин-индуцированного повышения толе-
рантности сердца к патогенному действию реперфузии 
важную роль играют ПКСδ, PI3-киназа и ERK1/2-киназа. 
Активация названных киназ под действием дельторфи-
на II происходит без участия O2–• и •OH.
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