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РЕФЕРАТ
ЦЕЛЬ: изучить изменения NO-опосредованного механизма дилатации в пиальных артериях головного мозга нефрэк-
томированных крыс. МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ: исследование проведено на крысах линии Wistar–Kyoto (WKY). В 4-месяч-
ном возрасте проводили двухэтапную нефрэктомию. Через 3 мес методом прижизненной микроскопии исследовали 
реакции артерий пиальной оболочки головного мозга на агонисты и антагонисты (измеряли диаметр артерий на фоне 
действия ацетилхолина, нитропруссида натрия и метиленового голубого). Помимо этого, измеряли перфузию ткани 
мозга с целью последующих расчетов величин компонентов сосудистого тонуса. РЕЗУЛЬТАТЫ: показано, что аппли-
кация ацетилхолина на пиальную оболочку приводила к изменению диаметра артерий. У нефрэктомированных крыс 
при действии АХ было зарегистрировано значительно большее количество артерий в состоянии констрикции по срав-
нению с контрольной группой. Действие нитропруссида натрия в контрольной группе сопровождалось дилатацией 
100 % пиальных артерий, в группе нефрэктомированных крыс дилатация была выявлена в 83,2±4,7 % артерий. При 
применении метиленового голубого в группе нефрэктомированных крыс было выявлено меньшее количество артерий 
в состоянии констрикции по сравнению с контрольной группой. ЗАКЛЮЧЕНИЕ: у нефрэктомированных крыс выявлены 
выраженные нарушения NO-опосредованного механизма дилатации пиальных артерий головного мозга, приводящие 
к повышению эндотелиального компонента сосудистого тонуса. Эндотелий пиальных артерий нефрэктомированных 
крыс продуцирует меньшее количество NO как спонтанно, так и при стимуляции ацетилхолином. У нефрэктомирован-
ных крыс выявлены нарушения в сигнальном каскаде NO→sGC→cGMP в ГМК пиальных артерий, что подтверждается 
их меньшей способностью к дилатации на применение экзогенного NO.
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ABSTRACT
THE AIM: to study changes in the NO-mediated dilatation mechanism in the pial arteries of the brain of nephrectomized rats. 
MATERIALS AND METHODS: The study was conducted on Wistar-Kyoto rats. At 4 months of age, a two-stage nephrectomy 
was performed. After 3 months, the reaction of the arteries of the pial membrane of the brain to agonists and antagonists was 
investigated by in vivo microscopy (the diameter of the arteries was measured against the action of acetylcholine, sodium nitro-
prusside and methylene blue). Besides, the perfusion of the brain tissue was measured for subsequent calculations of the val-
ues of the components of the vascular tone. RESULTS: It was shown that the application of acetylcholine to the pial membrane 
led to a change in the diameter of the arteries. In nephrectomized rats under the action of acetylcholine, a significantly larger 
number of arteries in the constriction state was registered compared to the control group. The effect of sodium nitroprusside 
in the control group was accompanied by a dilatation of 100  % of the pial arteries; in the nephrectomized rat group, dilata-
tion was detected in 83.2 ± 4.7 % of the arteries. When methylene blue was used in a group of nephrectomized rats, a smaller 
number of arteries in the constriction state was detected as compared to the control group. CONCLUSION: In nephrectomized 
rats, pronounced disorders of the NO-mediated mechanism of the pial arteries of the brain were found, leading to an increase 
in the endothelial component of the vascular tone. The endothelium of the pial arteries of nephrectomized rats produces less 
NO both spontaneously and when stimulated with acetylcholine. In nephrectomized rats, abnormalities in the signal cascade 
of NO → sGC → cGMP in the smooth muscle cells of the pial arteries were revealed, which is confirmed by their lesser ability 
to dilate to the use of exogenous NO.
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ВВЕДЕНИЕ

В последние десятилетия повсеместно от-
мечается тенденция к неуклонному росту числа 
больных, страдающих ХБП [1, 2]. Развитие ХБП 
сопровождается накоплением в организме одних 
биологически активных веществ (к настоящему 
времени известно более 200) и дефицитом других. 
Диспропорции ингибиторов и стимуляторов мета-
болических процессов и накопление метаболитов 
приводят к регуляторному дисбалансу как на уров-
не целостного организма, так и на микроструктур-
ном уровне. ХБП оказывает выраженное негатив-
ное влияние на сердечно-сосудистую систему [3], 
в наибольшей степени повреждаются интима и 
медиа артерий [4]. Клинические данные показы-
вают, что эндотелиальная дисфункция возникает 
на ранних стадиях почечной недостаточности и 
предрасполагает к ускоренному атеросклерозу у 
пациентов с ХБП [5]. Выраженные структурные 
и функциональные изменения обнаруживаются в 
сосудах микроциркуляторного русла в различных 
органах [6], в том числе и в головном мозге [7, 8]. 
У пациентов с ХБП 5 стадии в несколько раз чаще 
развиваются геморрагические, ишемические [9], 
лакунарные инсульты [10,11] и повышается риск 
формирования когнитивных нарушений и демен-
ции [11, 12] по сравнению со здоровым континген-
том той же возрастной категории. 

Цель настоящего исследования – изучить изме-
нения NO-опосредованного механизма дилатации 
в пиальных артериях сенсомоторной коры крыс, 
вызванные нефрэктомией.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ

Эксперименты проведены на крысах-самцах 
линии Вистар–Киото (WKY) в возрасте 4 мес из 
биоколлекции ИФ РАН. Животных содержали в 
стандартных условиях вивария при естественном 
освещении и свободном доступе к воде и пище. 
Исследования проводили в соответствии с «Пра-
вилами проведения работ с использованием экс-
периментальных животных», принятых Европей-
ской конвенцией 19.07.2014 г. Исследование было 
одобрено этической комиссией Института физио-
логии им. И.П. Павлова РАН.

Нефрэктомию у крыс проводили по описанной 
ранее методике [13], количество прооперирован-
ных животных – 10. Прижизненное исследование 
реактивности пиальных артерий проводили через 
3 мес после нефрэктомии. Для этого крыс нарко-
тизировали золетилом интраперитонеально (8 мг/
кг). В теменной области черепа высверливали от-
верстие (S≈1 см2), твердую мозговую оболочку в 

пределах отверстия удаляли, тем самым открывая 
поле сенсомоторной коры для дальнейшего иссле-
дования. На протяжении всего эксперимента из-
меряли среднее АД в бедренной артерии с помо-
щью устройства для инвазивного измерения АД у 
крыс. Температуру тела животного поддерживали 
на уровне 37 оC. Наблюдение и фотографирование 
пиальных артерий проводили с помощью ориги-
нальной установки, включающей в себя стерео-
скопический микроскоп MC-2ZOOM («Микро-
мед», Россия), цветную камеру – видеоокуляр 
DCM-510 (Scopetek, Китай) и персональный 
компьютер. На статических изображениях с по-
мощью компьютерной программы «Photo M» из-
меряли диаметры артерий. У каждого животного 
изображение пиальных артерий пиальной оболоч-
ки сенсомоторной коры измеряли в стандартных 
условиях при непрерывном орошении поверх-
ности мозга раствором Кребса с температурой 
37 оC, а также растворами тестовых веществ: аце-
тилхолина (Acetylcholine chloride, Sigma-Aldrich, 
1×10–7 М), метиленового голубого (Methylene blue, 
Sigma-Aldrich, 1×10–5 М), нитропруссида натрия 
(Sodium nitroprusside, Sigma-Aldrich, 1×10–4 М).

Тонус артерий в сенсомоторной коре головного 
мозга крыс измеряли с помощью многофункцио-
нального лазерного диагностического комплекса 
ЛАКК-М («ЛАЗМА», Россия). Датчик прибора 
размещали над сенсомоторной корой в точке с 
приблизительными координатами АР = 2–3 мм от 
брегмы; SD=1,0 мм латерально от сагиттального 
шва. Регистрацию ЛДФ-грамм проводили в тече-
ние 10 мин. Прилагаемое к комплексу ЛАКК-М 
программное обеспечение автоматически рассчи-
тывало среднюю величину показателя микроцир-
куляции (М) и среднеквадратическое отклонение 
М (σ). По завершении эксперимента проводили 
вейвлет-анализ колебаний перфузии на ЛДФ-
грамме. На основании данных об амплитудах ко-
лебаний микрокровотока в различных частотных 
диапазонах, с учетом среднего АД, рассчитывали 
величину нейрогенного тонуса (НТ), миогенного 
(МТ) и эндотелиального (ЭТ) компонентов тонуса 
артерий коры головного мозга [14]. 

Группой сравнения (контрольной) для экспе-
риментальных животных служила группа лож-
нооперированных животных (n=8). Математиче-
ская обработка данных проведена в Excel. Дан-
ные представлены в виде средних значений с их 
стандартной ошибкой (M±SE). Для установления 
достоверности различий использовали критерий 
Манна–Уитни. Различия считали статистически 
значимыми при p<0,05. 
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РЕЗУЛЬТАТЫ

На рис. 1 представлены оригинальные изобра-
жения сосудистой сети пиальной оболочки сенсо-
моторной коры головного мозга крыс WKY. Хоро-
шо видно, что у нефрэктомированных животных 
наблюдаются выраженные изменения структуры 
сосудистого русла головного мозга: появились из-
вилистость и аномальные расширения пиальных 
артерий.

После измерения диаметра пиальных артерий 
в определенных точках коры поверхность мозга 
орошали раствором ацетилхолина и через 3 мин 
проводили повторные измерения диаметра арте-
рий в этих же точках. Применение ацетилхолина 
приводило к разнонаправленным реакциям как у 
экспериментальных животных, так и у контроль-
ных. Часть артерий отвечали на аппликацию аце-
тилхолина дилатацией, часть – констрикцией, 
некоторое количество артерий не реагировали на 
ацетилхолин. Усредненные данные этой серии 
опытов представлены на рис. 2,А. Принципиаль-
ным отличием в реакциях пиальных артерий не-
фрэктомированных крыс от контрольных было 
значительно меньшее количество сосудов, отве-
тивших на применение ацетилхолина дилатацией 
и большее – констрикцией.

Учитывая значительное количество данных о 
развитии у пациентов с ХБП эндотелиальной дис-
функции и снижении продукции эндотелием NO, 
в следующей серии экспериментов оценивали 
реакции пиальных артерий на действие нитро-
пруссида натрия. В группе нефрэктомированных 
животных 83,2±4,7 % артерий отвечали на аппли-

кацию нитропруссида натрия дилатацией, диа-
метр остальных артерий или не изменялся, или 
несколько уменьшался (на границе достоверно-
сти). В контрольной группе 100 % наблюдаемых 
пиальных артерий при действии нитропруссида 
натрия были дилатированы.

Оценивая эффективность функционирования 
внутриклеточных сигнальных путей, активируе-
мых NO, мы провели cерию опытов с ингиби-
рованием основного внутриклеточного сенсора 
NO – растворимой гуанилатциклазы. Диаметр 
пиальных артерий измеряли после 15-минутного 

Рис. 1.  Фотографии 
сети пиальных сосудов 
сенсомоторной коры 
головного мозга крыс. 
а – контрольные жи-
вотные; б, в – нефрэк-
томированные крысы. 
Стрелками – аномаль-
ные расширения пиаль-
ных артерий. Ув. 160.
Figure 1. Photos of the 
network of PIAL ves-
sels of the sensorimotor 
cerebral cortex of rats: 
a – control animals; b, 
b – nephrectomized rats (x 
160). The arrows indicate 
abnormal dilations of the 
PIAL arteries.

Рис. 2. Изменения диаметра пиальных артерий головного 
мозга контрольных и нефрэктомированных крыс при действии: 
А – ацетилхолина, Б – метиленового голубого. Данные пред-
ставлены в % от общего числа изученных артерий. Н/Э – не-
фрэктомированные крысы.
Figure 2. Changes in the diameter of the PIAL arteries of the 
brain control and nephrectomized rats under the action of: A – 
acetylcholine, B – methylene blue. The data are presented in % of 
the total number of arteries studied. N/a – nephrectomized rats.
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орошения поверхности мозга раствором с мети-
леновым голубым. У нефрэктомированных крыс 
31,5±2,4 % пиальных артерий ответили на при-
менение метиленового голубого констрикцией, 
в контрольной группе констрикция была зареги-
стрирована в 63,1±4,5 % артерий (см. рис. 2,Б).

В заключительной серии экспериментов мы 
провели измерения перфузии ткани мозга с помо-
щью ЛАКК-М и на основании полученных дан-
ных сделали расчеты составляющих сосудистого 
тонуса артерий пиальной оболочки крыс. Анализ 
показал, что у нефрэктомированных крыс досто-
верно повышены две составляющие сосудистого 
тонуса – максимальные изменения выявлены в 
эндотелийзависимом компоненте тонуса и не-
сколько меньшие, но достоверные, в нейрогенном 
тонусе (рис. 3).

ОБСУЖДЕНИЕ 

В литературе представлено значительное ко-
личество данных с описанием морфологических 
изменений стенки артерий при ХБП, приводящих 
к повышению ее жесткости и снижению растяжи-
мости [15,16]. Показано также, что уремическая 
интоксикация, характерная для ХБП, приводит к 
выраженной дисфункции эндотелия и снижению 
количества продуцируемого им NO. Подобные 
исследования проведены на артериях различных 
сосудистых регионов (аорте, брыжеечных арте-
риях, миокарде) [17–19]. Имеются также данные 
о негативном влияниии уремических токсинов 
на сосуды головного мозга, что сопровождает-
ся дисрегуляцией сосудистого тонуса [20], и в 
итоге, приводит к когнитивным нарушениям, а в 

тяжелых случаях – к деменции [21]. В силу ряда 
причин подобных исследований относительно 
немного по сравнению с количеством работ, вы-
полненных на сосудах других регионов [22]. В 
задачу нашего исследования входило изучение из-
менений в NO-опосредованной регуляции тонуса 
пиальных артерий у нефрэктомированных крыс. 
Классическим приемом, применяемым при иссле-
довании эндотелийзависимой дилатации артерий, 
является проба с ацетилхолином (АХ). Ацетил-
холин, взаимодействуя с М-холинорецепторами 
эндотелиоцитов, стимулирует выработку NO, что 
в итоге приводит к расслаблению ГМК и вазоди-
латации [23]. Ранее было показано, что апплика-
ция ACh на поверхность мозга крыс вызывает не 
только дилатацию пиальных сосудов, но и кон-
стрикцию части из них, при этом некоторое ко-
личество артерий не изменяют свой диаметр [24]. 
В данном исследовании было установлено, что 
применение ACh в контрольной группе приво-
дило к дилатации 53,6±4,1 % пиальных артерий, 
к констрикции – 27,2±2,4 % артерий, а 19,6±2,1 % 
артерий не реагировали на АХ. В группе нефрэк-
томированных крыс распределение реакций пи-
альных артерий на АХ было иным: количество 
дилатированных артерий составило 30,5±2,4 %, 
количество артерий, прореагировавших на АХ 
констрикцией – 46,7±3,3 %, и 22,8±2,0 % арте-
рий не изменили диаметр. Причины констрик-
ции мозговых артерий здоровых животных под 
воздействием ацетилхолина до конца не выясне-
ны, хотя есть основания полагать, что в основе 
таких разнонаправленных реакций могут лежать 
механизмы ауторегуляции мозгового кровотока, 
стабилизирующие объем крови, протекающей по 
сосудистой системе мозга [25]. Сопоставление 
данных, полученных при исследовании сосудов 
экспериментальной и контрольной групп крыс, 
продемонстрировало существенное увеличение в 
группе нефрэктомированных крыс числа артерий, 
прореагировавших на АХ констрикцией и умень-
шение – прореагировавших дилатацией. Таким 
образом, из представленных данных можно сде-
лать заключение, что в ГМК пиальных артерий 
нефрэктомированных крыс соотношение между 
дилататорными и констрикторными механизма-
ми, находящимися в физиологических условиях 
в состоянии динамического баланса [26], изме-
нилось в пользу констрикторных механизмов. С 
учетом множества данных о том, что ацетилхолин 
способствует вазодилатации посредством стиму-
лирования продукции эндотелием NO, следует 
полагать, что в пиальных артериях нефрэктоми-

Рис. 3. Величины нейрогенного (НТ), миогенного (МТ) и эн-
дотелиального (ЭТ) компонентов тонуса сосудов пиальной 
оболочки головного мозга контрольных и нефрэктомирован-
ных крыс. 
Figure 3. Values of neurogenic (NT), myogenic (M) and endothelial 
(ET) components of vascular tone of the PIAL membrane of the 
brain of control and nephrectomized rats.
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рованных крыс нарушен механизм стимулирован-
ной продукции NO.

Исходя из этого, в следующей серии опытов 
мы проводили аппликацию на поверхность моз-
га раствора нитропруссида натрия, являющегося 
классическим донором NO [27]. Таким образом 
мы оценивали эффективность функционирова-
ния NO-опосредованного эндотелийнезависи-
мого механизма вазодилатации в пиальных арте-
риях крыс. У нефрэктомированных крыс в ответ 
на применение нитропруссида натрия дилатиро-
вались 82,4±5,3 % исследованных пиальных ар-
терий (в контрольной группе дилатация выявля-
лась в 100 % сосудов). Полученные данные дали 
основания полагать, что у нефрэктомированных 
крыс нарушено не только производство эндоте-
лием NO, но и снижены реакции ГМК пиальных 
артерий на экзогенный NO, по-видимому, за счет 
повреждения внутриклеточных сигнальных меха-
низмов.

Поскольку NO приводит к вазодилатации пре-
имущественно посредством активации сигналь-
ного пути: NO → растворимая гуанилатциклаза 
в цитоплазме ГМК (sGC) → циклический гуано-
зинмонофосфат (cGMP) → протеинкиназа G, ак-
тивирующая обратный захват Ca2+ и гиперполя-
ризующая мембрану ГМК за счет открытия Ca2+-
активируемых и ATP-чувствительных К+-каналов 
[28], на следующем этапе нашего исследования 
мы оценили реакции ГМК артерий на примене-
ние блокатора sGC – метиленового голубого [29]. 
В физиологический раствор, омывающий по-
верхность мозга, вводили метиленовый голубой 
и через 20 мин оценивали диаметр артерий (см. 
рис. 2,Б). У нефрэктомированных крыс метилено-
вый голубой приводил к констрикцию меньшего 
количества артерий по сравнению с контроль-
ными животными. Мы полагаем, что причиной 
подобного различия в реакциях является умень-
шение спонтанной продукции NO эндотелием со-
судов этих животных. Известно, что в физиологи-
ческих условиях спонтанно выделяемый NO под-
держивает сосуды в состоянии дилатации, увели-
чивая тем самым мозговой кровоток [30]. Второй 
причиной выявленного эффекта может быть сни-
жение эффективности в ГМК нефрэктомирован-
ных крыс сигнального каскада: sGC → cGMP → 
протеинкиназа G. 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ

Таким образом, у нефрэктомированных крыс 
выявлены выраженные нарушения механизмов 
дилатации пиальных артерий. У этих животных 

существенно повышен эндотелиальный компо-
нент сосудистого тонуса, о чем свидетельствуют 
данные, полученные с помощью ЛАКК-М. Эн-
дотелий пиальных сосудов нефрэктомированных 
крыс спонтанно продуцирует меньшее количество 
NO по сравнению с контрольными животными, об 
этом убедительно свидетельствуют данные, заре-
гистрированные при ингибировании растворимой 
sGC, являющейся основным сенсором NO в ГМК 
сосудов. Помимо этого, сосуды нефрэктомиро-
ванных крыс слабее реагируют на стимулируемое 
высвобождение эндогенного NO, это подтверж-
дается данными, полученными в опытах с при-
менением ацетилхолина. У нефрэктомированных 
крым, помимо нарушения продукции эндотелием 
NO, выявлены нарушения в сигнальном каскаде 
NO→sGC→cGMP в ГМК, что подтверждается 
меньшей способностью к дилатации пиальных 
артерий нефрэктомированных крыс (по сравне-
нию с контрольными) на одинаковые концентра-
ции экзогенного NO (результаты опытов с нитро-
пруссидом натрия).

Работа выполнена с использованием животных из 
биоколлекции ИФ РАН.
Работа поддержана грантом РФФИ (№ 1 9-015-00047).
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