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ВВЕДЕНИЕ
Человек в процессе жизнедеятельности и производственной необходимости часто встречается с условиями, характеризующимися высокой температурой окружающей среды. При современном интенсивном освоении жарких и засушливых районов проблема физиологических адаптаций человека и животных к экстремальным факторам среды до сих пор остается весьма актуальной. Действие высокой температуры приводит к напряжению физиологических функций и систем организма, обеспечивающих температурный гомеостаз. Важное значение в изменении метаболизма при температурных стрессах имеют гормоны желез внутренней секреции, центральная нервная система и ее медиаторы, гемодинамическое распределение кровотока между "ядром" и "оболочкой" тела, защитно-компенсаторные реакции системы крови (Султанов, 1982, 2001; Артишевский, 1994; Арутюнян, 1994; Беличенко, 1997).

При массовом проникновении в область пустынь человек встречается не только с факторами повышенной температуры и инсоляции, но и с опасностью контакта с ядовитыми животными, наиболее широко представленными именно в аридных зонах (Павловский, 1950; Пигулевский, 1975; Орлов, Гелашвили, Ибрагимов, 1990). Экспериментальные исследования отечественных и зарубежных авторов связаны с изучением картины отравления зоотоксинами, влияния их на основные функциональные системы в условиях нормотермии (20ºС). Вопрос о реакции функциональных систем организма в условиях повышенной температуры при поражении животными ядами остается открытым.

Не менее актуальной является проблема использования общей и местной гипертермии в онкологической практике (Николаев, 1977; Лопатин, 1983; Рисина, 1985; Жарвид, 1986; Васильченко, 1998), поэтому изучение общих закономерностей влияния высокой внешней температуры на функциональные системы, а также исследование адаптогенов может в значительной степени расширить применение гипертермии в онкологии.

Указанные аспекты проблемы послужили поводом для проведения экспериментальной работы по изучению влияния ядов животных, относящихся к разным таксономическим группам, на процессы гипертермии, вызванной высокой внешней температурой, сопровождающейся гибелью животных. Впервые были исследованы процессы гипертермии при температурном режиме 40, 50 и 60°С. Использование таких высоких температурных параметров позволяло исследовать все три типа неспецифических реакций организма, характерных для стресса.
ГЛАВА 1. МЕХАНИЗМЫ ТЕРМОРЕГУЛЯЦИИ В УСЛОВИЯХ

ОСТРОГО ПЕРЕГРЕВАНИЯ 
1.1. Теплообмен с окружающей средой в процессе

тепловой акклимации

Влияние высокой температуры окружающей среды на организм человека и животных охватывает широкий круг вопросов эколого-физиологического характера. Одним из вопросов этого влияния является тот факт, что кратковременное действие тепла на организм или эпизодические случаи перегревания не являются типичными в условиях жизнеобитания. Чаще всего организм сталкивается с более или менее продолжительным влиянием высокой внешней температуры, которое связано с климатогеографическими условиями  или со спецификой процессов (Султанов и др., 2001; Portner, 2001, 2002; Sharma, Hoopes, 2003).


Адаптация к такому фактору как высокая температура окружающей среды, наряду с наличием общих свойств и закономерностей обладает рядом особенностей, которые определяются самой природой действующего раздражителя и, в частности, специфической ролью тепла во всех проявлениях жизнедеятельности организма (Шмидт-Ниельсен, 1982; Павлов, 1995; Петрова, 1995; Андреева и др. 1999, 2001; Моммадов и др., 2001 ). 


Непосредственное влияние высокой температуры на клеточный метаболизм  во многом определяется ролью слабых взаимодействий и, в частности, гидрофобными взаимодействиями, стабилизирующими третичную и четвертичную структуры белковых молекул. Эти взаимодействия легко разрушаются под влиянием тепла, что приводит к потере каталитической активности ферментов (Калмыкова и др., 1997). 


При адаптации к теплу на клеточном уровне важнее всего нормальное функционирование белковых структур и, прежде всего, ферментов, а также сохранение упруго-вязкостных свойств клеточных мембран, следовательно, мембраносвязанных ферментов, рецепторов и др.


В процессе адаптации к тепловому стрессу значительно меняется функциональное состояние митохондрий. Показано, что по мере выдерживания животных при 36-37ºС происходит повышение каталитической активности липолитических ферментов мембран митохондрий клеток печени и слизистой оболочки тонкой кишки. Перегревание животных при 41-43ºС ускоряет повышение активности фосфолипазы А2, активность фосфолипазы А1 также растет, однако, в значительно меньшей степени, чем у животных, перегретых в более мягком режиме (Алматов  и др., 1995). 


Цучида (Tsuchida, 1994) методом ЯМР выявил после нагревания головного мозга крыс до 45ºС через 10 мин статистически значимое снижение отношения PCr/Pi без смещения Ph и изменения концентрации АТФ. Вызванное нагреванием снижение отношения PCr/Pi отражает митохондриальную дисфункцию и не уменьшает церебральный кровоток.


Гурин В.Н., Денисенко Н.П. (1982) показали, что при высокотемпературном воздействии увеличивается количество митохондрий в цитоплазме гепатоцитов. Сразу после воздействия преобладали процессы катаболических реакций, усиление детоксицирующей функции. В отдаленные сроки отмечали повышение функциональной мощности гепатоцитов. Выявленные изменения авторы рассматривают как компенсаторные приспособительные реакции адаптации на новом уровне энергетических и обменных процессов, способствующих поддержанию температурного гомеостазиса.


Претерпевает существенные изменения и липидный состав митохондриальных мембран у животных адаптированных к высокой температуре среды. Причем, изменения эти сложны и не одинаковы в митохондриях различных органов. В частности, у крыс адаптированных к высокой температуре суммарное содержание фосфолипидов и холестерина в митохондриях печени, почек и сердца не изменялось по сравнению с контролем. В митохондиях сердца вырастало содержание фосфатидилхолина и фосфатидилплазмалогена, а в митохондриях почек возрастал уровень фосфатидилэтаноламина. Выявлено увеличение содержания насыщенных жирных кислот в митохондиях печени и снижение отношения жирных кислот типа w-3 к типу w-6 (достоверно в митохондриях сердца). Выявленные изменения носят адаптационный характер и предохраняют мембраны от чрезмерной жидкости (Зубарева, Сеферова, Денисова, 1991; Выборнова и др., 1994).


Также выясняется, что тепловое воздействие может влиять на мембанные структуры не только косвенно, (через изменение вязкости мембраны, активности ферментов и т.п.) но, в некоторых случаях, и непосредственно.  Рядом авторов изучались in vitro функциональные свойства  α-адренорецепторов эритроцитов после кратковременного теплового шока. Показано, что термошок вызывает изменения основных параметров кинетики лиганд-рецепторного взаимодействия двух пулов адренорецепторов, что приводит к значительному снижению эффективности 1 этапа  α-адреноэргической реакции  - присоединения лиганда к специфическому рецептору (Смурова, Нестерова, Манухин,1995).

Hazzard (1993) исследовал влияние высокой температуры на клеточную линию IEC-6 кишечного слизистого эпителия. Окрашивание сканирование в электронном микроскопе, а также конфокальное лазерное сканирование свидетельствовали о том, что немедленное влияние in vivo гипертермии могло вызвать повреждение мембраны и/или распад цитокератиновой организации филамента. 

У крыс, перенесших перегревание до температуры теплового шока 45ºС, в нейронах супраоптического и паравентрикулярного ядер гипоталамуса выявлены набухание клеточных ядер (при 1 перегревании/день), 
увеличение объема клеточных ядер (8-10 перегреваний/день), отсутствие секреторных гранул в аксонах (14 перегреваний/день), скопление нейросекрета в аксонах (22-25 перегреваний/день). В нейронах тройничного узла при перегревании обнаружены эктопия клеточных ядер, хроматолиз, дистрофические  и некротические изменения. В надпочечниках при локальном и общем перегревании найдены признаки повышения стероидогенеза (Старшинова, Пугачев, Степанцова , 1991).


Показано также, что гипертермия крыс и перегрев изолированных органов вызывают достоверные изменения связывания специфических блокаторов рецепторов и синтеза катехоламинов во всех исследованных органах (Манухин, Султанов, Шайымов, 1992; Седунова, 1994). Делается заключение о том, что одним из ведущих механизмов реакции организма на температурные воздействия, является перестройка интенсивности различных этапов адренергического  процесса.


Бочарова В.Н. (1991) установила, что при развитии гипертермии интенсивность флуоресценции в нейронах и малых интенсивно флуоресцирующих клетках (МИФ) тазового сплетения повышается. Число нейронов с яркой флуоресценцией возрастает на 40%, МИФ клетки с интенсивно желтой флуоресценцией на 60%. Активность ацетилхолинэстеразы в нейронах снижается. Таким образом, кратковременное действие высоких температур, приводящее к развитию гипертермии изменяет функциональное состояние нейронов тазового сплетения (Бочарова, 1991).

Кроме функционального состояния нейронов наблюдаются морфологические изменения в аксонах, нервных клетках, глиальных клетках на клеточном и молекулярном уровнях у крыс, подверженных тепловой экспозиции при 38°С в течение 4 часов. Этот эффект зависел от возраста животного и его предыдущего опыта воздействия высокой температурой (Sharma, Hoopes, 2003).


Аппликация дофамина, ацетилхолина или гистамина на клетки идентифицированного ганглия аплизии вызывает калийзависимую слабую гиперполяризацию. Обнаружено, что при возрастании температуры омывающего раствора с 22 до 32ºС в этих клетках также наблюдалась гиперполяризация сопровождаемая выраженным увеличением проводимости калия. Авторы делают выводы о том, что G-белок, регулирующий калиевый канал под влиянием рецепторов, может активироваться при повышении температуры (Oara et al., 1973; Tamazava et al.,1991; Yang, Lin, 1999).


Макаллистер (McAllister et al.,1992) изучал методом patch-clamp инактивацию кальциевых токов при повышении температуры с 20 до 39ºС. При 20ºС инактивация кальциевого тока описывалась моноэкспоненциальной кривой, при 30ºС соответствовала биэкспоненциальной модели. 

Наиболее постоянным симптомом начинающегося перегревания является ускорение темпа сердечных сокращений. У человека при  тепловом воздействии частота сердечных сокращений может достигать  115—138 ударов в минуту. В механизме развития тахикардии при нагревании принимают участие гуморальные факторы и  рефлекторные воздействия со стороны сосудов и других органов (Лучаков и др., 1995; Султанов и др., 2001; Kirsh et al., 1986).
Большинство авторов в условиях перегревания наблюдали повышение  минутного объема сердца. По-видимому, это повышение происходит  вследствие перераспределения крови, уменьшения кровенаполнения и кровоснабжения внутренних органов за счет периферии тела. По некоторым данным, минутный объем сердца увеличивается лишь в  первый период перегревания. При дальнейшем повышении температуры  тела происходит снижение работы сердца. Это свидетельствует о чрезвычайном истощении всей сердечно-сосудистой системы (Тилис, 1973; Турганбаева и др., 1996).
В естественных условиях жаркого климата в начале  первого периода солнечно-теплового перегревания артериальное давление  несколько повышается. Гипертензия обусловлена  увеличением количества циркулирующей крови, ускорением кровотока и  увеличением сердечного выброса. Для начального периода перегревания  характерна также незначительная венозная гипертензия, которую можно рассматривать как следствие усиленного притока  крови к сердцу. Уже в начале второго периода перегревания артериальное давление начинает снижаться. В третьем периоде оно прогрессивно снижается вплоть до смерти животного. Можно с достаточным основанием предполагать, что снижение артериального давления при перегревании связано с расширением сосудов. Такой механизм лежит в основе некоторой артериальной гипотензии, описанной рядом авторов у жителей жарких стран (Тилис, 1973; Сагач, Шиманская, 1995).

При тепловом стрессе наблюдается уменьшение центрального венозного давления. В экспериментах на животных было показано, что вопреки снижающемуся центральному венозному давлению, которое зависело от температуры тела, сохранялся высокий сердечный выброс и ударный объем. Низкое центральное венозное давление коррелировало с низким  общим периферическим сопротивлением. В экспериментах на людях было показано, что понижающееся центральное венозное давление зависит от степени обезвоживания организма (Kirch et al., 1986).

По мере развития перегревания особое значение приобретает ослабление функции миокарда. Известно, что при понижении сократительной способности сердечной мышцы повышается венозное давление. Именно поэтому  во втором периоде происходит повышение венозного давления, тогда как артериальное давление начинает снижаться. Ослабление функции миокарда обусловлено нарушением коронарного кровообращения (Тилис, 1973; Турганбаева и др., 1996).

Влияние гипертермии можно проследить и на субклеточном уровне используя различные методы. Группой авторов показано, что у крыс перегревание вызывало угнетение процессов внутриклеточной регенерации в кардиомиоцитах, что проявлялось усилением литических процессов, деструкции органелл, приводило к атрофии мышечных клеток сердца. Внутриклеточная пространственная реорганизация кардиомиоцитов характеризовалась увеличением объемной и поверхностной плотности миофибрилл, саркоплазматической сети и Т-системы. (Лушникова и др., 1994).
 

Нарушения дыхания при перегревании резко отличаются у двух групп млекопитающих. Одна группа млекопитающих не имеет потовых желез и регулирует теплоотдачу испарением при помощи реакции полипноэ (особенно хорошо развитой у хищников). Другие регулируют теплоотдачу испарением выделяющегося пота (непарнокопытные, обезьяны, человек). Учащение дыхания при перегревании у последних сравнительно невелико и его роль в увеличении теплоотдачи незначительна (Лях, 1994).

У собак, находящихся на солнцепеке, термическое полипноэ наступает внезапно и продолжается в течение всего периода солнечно-теплового перегревания. Наступление третьего периода сопровождается также внезапным переходом дыхания к более медленному (хотя и несколько учащенному по сравнению с нормой). В последующем темп дыхательных движений постепенно урежается, следует остановка дыхания и спустя 30 – 45с появляются терминальные дыхательные движения. Сердечная деятельность прекращается несколько позже.

У здоровых людей, находящихся в тепловой камере, первый период нагревания сопровождается уменьшением количества эритроцитов, гемоглобина и вязкости крови. Не исключено, что снижение уровня гемоглобина в условиях жаркой среды связано с перераспределением жидкости в тканях, когда происходит увеличение внеклеточной воды в крови и лимфе и переход жидкости из тканей в кровяное русло (Мирзакаримова, 1962; Юнусов, 1971; Portner, 2001, 2002).

Разжижение крови в начальных фазах перегревания следует рассматривать как особую форму приспособления организма, поскольку происходящая мобилизация водных резервов обеспечивает при дальнейшем воздействии высокой температуры наиболее быстрое включение основных механизмов теплоотдачи путем испарения.

В начальном периоде перегревания отмечается уменьшение количества лейкоцитов. По-видимому, лейкопения носит перераспределительный характер и связана с изменением тонуса периферических сосудов. В то же время нарастает количество лимфоцитов. При длительном воздействии тепла количество лейкоцитов возрастает. Такой процесс можно наблюдать у рабочих горячих цехов в результате сгущения крови (Юнусов, 1971).

При экстремальных температурных воздействиях на организм сохраняется высокая активность и сопротивляемость внешним воздействиям лейкоцитов периферической крови. Такое состояние можно рассматривать, по мнению ряда авторов, как компенсаторную реакцию. Вместе с тем качественных изменений со стороны белой крови установить не удается и лейкоцитоз, развивающийся в течение второго периода перегревания, следует считать перераспределительным. В третьем периоде солнечно-теплового перегревания количество лейкоцитов продолжает нарастать и одновременно происходит сдвиг формулы крови влево вплоть до появления юных клеток, т.е. наступает истинный лейкоцитоз (Тилис, 1964; Новиков и др., 1998; Федорова и др., 2000). Однако есть данные, в которых показано, что при острой гипертермии и лихорадке развивается лейкопения (Линдебратен, 1972; Terui et al, 1980). 

Xu Deng, (1991) показал, что на ранней стадии гипертермии процент сегментированных нейтрофилов существенно увеличивался, но уменьшался на поздней. Количество нейтрофилов с ядрами круглой и гроздевидной формы увеличивалось на средней стадии, на поздней стадии появлялись нейтрофилы со стержневидным ядром. Лимфоциты имели лизированные ядра и изменения в цитоплазме. Митохондрии и др. органеллы лимфоцитов концентрировались с одной стороны ядра. Их мембраны не изменялись. Число Т-лимфоцитов увеличивалось.


Бондарев Д.П. и Стунжас Н.М., (1994) показали, что острое перегревание крыс, приводящее к развитию теплового удара, сопровождается возрастанием гематокритного показателя с 45,4 до 48,4 объемных процентов. В опытах на цыплятах бройлерах было установлено, что при высоких температурах внешней среды объем плазмы и общий клеточный объем были значительно выше, чем в контрольной серии экспериментов. Изменения клеточного объема, вероятно, связаны с модуляцией подачи кислорода, а значительная гиперволемия имеет место для рассеивания тепла путем одышки (Yahav et al., 1997).

 Средний объем эритроцитов уменьшается с 89,6 до 79,6 мкм3 на высоте теплового удара; изменяется форма эритроцитов. Активность Na, K-АТФазы эритроцитов значительно падает, а количество ионов Na и K в эритроцитах снижается. Предполагают, что в условиях перегревания организма выход Na, K из эритроцитов в плазму в большей мере связан не с работой Na, K-АТФазы, а с механизмом облегченной диффузии, обеспечивающей Na, K ко-транспорт.

В течение первых  10 – 20 минут пребывания животных на солнцеплощадке отчетливо отмечаются снижение кислородной емкости крови и некоторое понижение содержания кислорода в артериальной крови. В отличие от этого в венозной крови обнаруживается хотя и незначительное, но  закономерное повышение содержания кислорода. Некоторая артериализация венозной крови, по-видимому, является отражением  ускорения линейной и объемной скорости кровотока в первом периоде перегревания (Тилис, 1964).
В дальнейшем в связи с наступающим нарушением кровообращения и  развитием застойных явлений содержание кислорода в венозной крови прогрессивно снижается. Вместе с тем кислородная  емкость все время увеличивается в связи с нарастанием количества гемоглобина (сгущение крови). Несмотря на это, содержание кислорода в артериальной крови изменяется весьма незначительно, что связано не  только с расстройством работы аппарата  кровообращения, но и с относительной недостаточностью функции дыхания. 

  В начальном периоде перегревания отмечается лишь весьма незначительное снижение содержания углекислоты, преимущественно в артериальной крови. Однако  уже к концу первого периода имеет место  выраженная гипокапния, достигающая  максимального развития во втором периоде.

Гипоксия и нарушение обмена при перегревании связаны со сдвигом реакции крови в кислую сторону. У животных нарастает количество молочной кислоты непосредственно в крови из мышечной ткани, а также в  спинномозговой жидкости. Извращение обмена веществ под влиянием высокой внешней температуры сопровождается увеличением кетоновых тел в крови.

Понижение способности крови связывать СО2 и падение резервной щелочности можно объяснить двояко: либо при перегревании, несмотря на  усиленное выделение СО2 легкими, происходит накопление кислых продуктов обмена, либо уменьшение способности крови связывать СО2  зависит от перехода оснований из  крови в ткань.

Как показали опыты на собаках, под влиянием солнечно-теплового  перегревания щелочной резерв крови закономерно снижается, достигая в  третьем периоде чрезвычайно низких величин.

Падение щелочного резерва крови в первом периоде солнечно-теплового  перегревания следует связать с развитием термического полипноэ, т. е. речь  идет о гипервентиляционном или газовом алкалозе (Тилис, 1964). Во втором периоде  в связи с прогрессирующей кислородной недостаточностью постепенно накапливаются недоокисленные продукты обмена, которые, взаимодействуя  с бикарбонатным буфером, приводят  к уменьшению резервной щелочности  по типу негазового ацидоза. Однако,  поскольку в течение всего второго  периода перегревания сохраняется  термическое полипноэ, постепенно  развивается смешанная форма нарушения — газовый алкалоз и негазовый ацидоз. Снижение щелочного  резерва в третьем периоде перегревания до очень низких, почти несовместимых с жизнью цифр, заставляет думать о резком  некомпенсированном ацидозе (Тилис, 1964).
На первых стадиях острого перегревания человека характерной реакцией организма является усиленный катаболизм, в частности активация протеолиза, вызываемые стресс-реакцией и физико-химическим фактором повышенной температуры. Повышается содержание низкомолекулярных метаболитов, причем эти изменения, в основном, происходят в плазме крови (Андреева и др., 1999).
 При перегревании животных  в тепловой камере, как и после инсоляции летом, обнаружено повышенное содержание сахара в крови. Одновременно с гипергликемией увеличивается содержание сахара и в спинномозговой жидкости  (Тилис, 1973). Механизм гипергликемии имеет сложное происхождение. Здесь следует учитывать изменения функции вегетативной нервной системы, нарушение состояния эндокринной системы, в частности надпочечников, сопровождающееся повышенной продукцией адреналина (Султанов ФФ. и др., 1992). С другой стороны, имеются данные, что после длительного термального стресса уровень глюкозы в плазме крови существенно понижался; концентрация инсулина в плазме крови также снижалась в начальные дни термального стресса, а затем восстанавливался нормальный уровень (Fumiaki, 1997). Показано, что люди, чувствительные к гипертермии, характеризуются более высоким исходным уровнем инсулина в крови (Петрова и др., 1991).
Показано, что разогревание организма здорового человека до значений ректальной температуры 39,0-39,50С вызывает тепловой стресс и формирует физиологическую адаптацию, которая проявляется при повторном нагреве организма. Была найдена повышенная способность клеток крови продуцировать оксид азота, предполагается, что первостепенная роль в этом принадлежит нейтрофилам (Андреева и др., 2001). Перегревание сопровождается повышенным выделением аминокислот с мочой , большим количеством азота, выделяемого потом, нарастанием в крови остаточного азота и  аммиака, глютамина и других продуктов распада  белка (Манухина и др., 1996; Микоян и др., 1996).
При солнечно-тепловом перегревании первоначально наступало снижение содержания общего белка в сыворотке крови.  Однако уже к концу первого периода перегревания уровень белков достигает исходных величин . В середине второго периода содержание белков сыворотки увеличивается, достигая максимума в  третьем периоде. Обнаруженные изменения белкового состава крови связаны, по-видимому, с наступающим сгущением крови  (Тилис, 1964).

Изменения липидного обмена при развитии гипертермии выражаются повышением количества фосфолипидов, снижением липолитической активности в печени, нарушением обмена холестерина, а также снижением концентрации свободных жирных кислот и липопротеидов крови. 

Механизм адаптации к тепловому воздействию, заключающийся в изменении липидного состава мембраны, характеризуется активной структурной перестройкой поверхности мембраны, в результате которой происходит образование липидных доменов и переход мембраны в деформированное состояние. В результате такой модификации восстанавливаются основные динамические функции мембраны, нарушенные при изменении внешних условий. Время и степень приспособления к новым внешним условиям определяется, во-первых, скоростью обновления состава мембраны, в частности, за счет синтеза определенного вида липидов и, во-вторых, упругими свойствами мембраны, которые стабилизируют процесс фазового расслоения мембраны при изменении ее химического состава. Таким образом, при таком механизме адаптации осуществляется регуляция микроокружения встроенных в мембрану белков, при этом не требуются какие-либо изменения в составе и структуре самих белковых макромолекул (Выборнова, 1994).

Поддержание гомойотермии в условиях высоких  внешних температур целиком зависит от увеличения теплоотдачи испарением. Обеспечивающие испарение воды на поверхности тела физиологические механизмы при перегревании продолжают  интенсивно функционировать почти до предагонального периода. 
Так как с потом, слюной и секретом слизистых оболочек теряется определенное количество минеральных веществ (особенно хлористого натрия),  интенсивное потоотделение и полипноэ связаны с нарушением солевого  состава. Потери хлористого натрия у человека могут достигать 25—30 г в  сутки. Потеря хлоридов при перегревании наблюдается и у животных, в результате чего их содержание в крови уменьшается. 
Значительные потери хлоридов не только в крови, но и в спинномозговой жидкости указывают на нарушения проницаемости гематоэнцефалического барьера, результатом чего, по-видимому, является снижение спинномозгового давления при выраженных проявлениях солнечно-теплового перегревания (Тилис, 1964). Многие авторы связывают наступающие при перегревании изменения ионного равновесия крови с развитием некоторых симптомов теплового  истощения. 
Таким образом, патологическое значение наступающих при перегревании изменений физико-химического состава крови выяснено недостаточно. 
Анализируя влияние различных ядов на динамику процесса терморегуляции у крыс, было установлено, что наиболее чувствительной к видоспецифичности ядов является кожа, мышцы реагируют более сглаженной реакцией, а в реакции кишечника отсутствуют какие-либо особенности динамики, связанные с медикацией того или иного яда.

Изменение температуры ободочной кишки у экспериментальных животных при воздействии яда гюрзы и кобры протекает практически однотипно: повышение температуры кишок к 30 минуте и затем понижение в течение остальных 60 минут. При введении яда кобры происходит изменение сосудистых терморегуляторных реакций: охлаждение, наступающее к 30 минуте, сменяется потеплением. Яд гюрзы действует однонаправленно: к 30 минуте наступает максимальное охлаждение, постепенно переходящее в неполное восстановление начальной температуры к 90 минуте (Арутюнян и др., 2000).

При сочетанном действии высокой внешней температуры и яда гюрзы содержание общего белка плазмы снижалось в меньшей степени, чем при действии одного яда. Уровень гемоглобина и гематокрита при этом оказался выше, чем в других сериях опытов, и носил статистически достоверный характер.

Содержание натрия в плазме крови при всех условиях эксперимента практически не меняется, несколько возрастая при действии одного перегревания. Что же касается количества калия, то оно заметно увеличивается при отравлении змеиным ядом, снижается при действии высокой температуры и мало изменяется при сочетанном действии яда гюрзы и высокой внешней температуры.

Распределение воды в тканях и органах заметно изменялось только в коже, мышцах и печени. Содержание воды в этих органах колеблется соответственно динамике сдвигов количества натрия. В коже более всего было выражено снижение количества калия во всех условиях эксперимента. Отмечается повышение количества натрия при действии яда гюрзы и при остром перегревании, при сочетанном же влиянии змеиного яда и высокой температуры наблюдается снижение этого показателя. 

Сдвиги изучаемых показателей  при интоксикации ядом гюрзы на фоне перегревания организма оказывались менее выраженными, чем при воздействии или одного яда, или только острого перегревания. Однако сочетанное действие токсической дозы яда гюрзы и высокой внешней температуры характеризуется чрезвычайно тяжелой картиной отравления по сравнению с животными, которым вводился яд в обычных условиях вивария (Бердыева , 1990).  

Локальная гипертермия печени приводит к появлению диффузных зон некроза, накоплению липидов в печени, скоплению в кровеносных сосудах лимфоидно-лейкоцитарных клеток и увеличению количества коллагена в печени. Через 3 часа после воздействия наблюдается усиление скорости синтеза ДНК, что свидетельствует о процессах регенерации в этих участках печени. Божков А. и др. (1990) указывают на роль изменений функциональной активности генома с первых часов после локальной гипертермии в механизмах адаптации клеток печени к гипертермии.


Особенности реакции клеток и клеточных элементов на действие тепла подробно рассматривается в монографии В.Я. Александрова (1975), где особо обращается внимание на незначительные различия в тепловой устойчивости тканевых клеток животных, обитающих в биотопах, существенно отличающихся по своему температурному режиму. Обзор многочисленных работ, посвященных вопросам динамики тепловой устойчивости клеток тканей животных, обитающих в различных биотопах, при длительном действии тепла на организм, проведенный В.Я. Александровым (1975), позволяет считать, что повышение устойчивости к теплу свойственно целому организму и  не сказывается на тепловой устойчивости отдельных клеток. Следует, однако, отметить, что смертельную опасность для целого организма представляют такие степени повышения температуры, которые не достигают пределов тепловой устойчивости отдельных клеточных элементов. Так например, именно информационные каналы оказываются наиболее уязвимыми при гипертермии, и если клетки коры мозга могут восстанавливать активность in vitro после нагревания до 45-47ºС, то для целого организма гипертермия 43ºС является летальной. Такое положение вполне понятно, ибо обеспечение координации функциональных взаимосвязей опирается на сложные клеточно-метаболические процессы, которые, естественно, нарушаются уже при изменении их состояния и предшествуют гибели организма (Слоним, 1962).


Тепловая устойчивость целого организма и ее динамика при различных формах адаптации к высокой температуре окружающей среды, представляют собой кардинальный вопрос при изучении приспособлений к теплу. С этой точки зрения важным является тот факт, что независимо от вида животного  или температурных условий среды обитания наблюдаются крайне незначительные вариации в температурах тела, при которых наступает гибель от перегревания (табл.1).

                                                                                                      Таблица 1

                    Верхние и нижние летальные температуры тела человека

              и некоторых животных (Hainsworth, 1970, Hensel, 1973).

	Вид
	Верхняя ле-

тальная

граница ºС
	Примечания
	Нижняя ле-

тальная

граница ºС
	Примечания

	Крапивница
	46,3
	Длительное 

время
	32,0
	-

	Домашняя

птица
	45,5-47,0
	-
	23,0
	-

	Летучая

мышь
	42,0
	Длительное

время
	-5,0
	Сохранение

сердцебиений

	Мышь

полевая
	43,3
	-
	-
	-

	Белоногий хомячок
	42-44
	-
	-
	-

	Колючий прыгун
	42-43
	-
	-
	-

	Крыса

белая
	42,5
	Летально в

 50%
	13
	Остановка

сердца

	Крыса
серая
	-
	-
	-3
	Искусственная

глубокая ги-

потермия

	Морская

свинка
	42,8
	Летально в

50%
	17,5-21
	-

	Кролик
	43,8
	- « -
	-
	-

	Кошка
	43,4
	- « -
	14-16
	-

	Собака

домашняя
	41,7
	- « -
	15-18
	-

	Собака
дикая
	-
	-
	0-1,5
	Гипотермия с искусственным

кровообращением

	Макака

резус
	-
	-
	14
	-

	Человек
	45,0
	Кратковременно
	9
	Искусственная

гипотермия в те-

чение 45 мин.


 Время выживания  организма, подвергающегося действию высокой внешней температуры, широко распространено в качестве показателя тепловой устойчивости. Однако, результаты, получаемые разными авторами, в значительной мере расходятся. Причины этого во множестве факторов определяющих время выживания, среди которых можно назвать:

1. Скорость изменения и величину температуры воздуха.

2. Влажность.

3. Доступность воды.

4. Время экспозиции.

5. Время года.

6. Предыдущие условия содержания животных.


Совсем другая ситуация складывается при сравнении теплоустойчивости по отношению к температуре окружающей среды. Адаптация к теплу сопровождается достаточно выраженным изменением выживаемости при высокой температуре внешней среды.

Для определения тепловой устойчивости по времени выживания было предложено подбирать такую температуру внешней среды, при которой животные выживают 8 часов (асимптота времени устойчивости), но и в этом случае наблюдаются значительные вариации температуры тела человека и некоторых животных (Hainsworth, 1970, Hensel, 1973).

Переносимость высоких температур различными животными может отличаться в связи с различиями в массе и поверхности тела. Так, животные, обладающие большей массой, а, следовательно, и малой относительной поверхностью, перегреваются медленнее (эффект тепловой инерции). Этот эффект  представляет некоторые преимущества животным, обитающим в жарких пустынях (Соколов, Кузнецов, 1971). Однако при сравнении времени выживания у представителей одного и того же вида коррелятивная связь с массой тела прослеживается слабо. Так, не обнаружено такой связи у хомяков, мышей и крыс (Карлыев и др., 1975).


Одним из основных проявлений адаптации к теплу является приобретаемая организмом способность поддерживать тепловой баланс в условиях повышенной температуры среды. В основе поддержания относительного постоянства температуры ядра тела лежит, как известно, уравновешивание количеств тепла, образующихся за счет метаболической теплопродукции и поступающего из внешней среды, с количеством тепла  во внешнюю среду. В связи с этим изменения теплообмена со средой в процессе тепловой акклимации и акклиматизации могут происходить по трем направлениям:

1. Уменьшение количества тепла, поступающего из внешней среды.

2. Увеличение интенсивности теплоотдачи.

3. Падение уровня теплообразования в организме.

Теплопродукция организма осуществляется путем запуска биохимических процессов, которые сопровождаются выделением тепла. Это тепло поглощается кровью, что приводит к повышению ее температуры. Кровь омывает нервные центры терморегуляции, которые оценивают температуру крови и регулируют путем сложных нейрогуморальных влияний интенсивность метаболических реакций  (Антонов, 1989). Гуморальный путь терморегуляции работает в масштабах целого организма и служит для контроля теплообразования.

Согласно одной из теорий регуляции температуры тела, гомойотермия обеспечивается определенным соотношением ионов Са2+ и Na+ в заднем гипоталамусе, который, по современным представлениям, является местом интеграции афферентной температурной информации. Показана также прямая чувствительность нейронов переднего гипоталамуса к изменениям концентрации глюкозы и осмолярности среды, омывающей данный нейронный пул  (Худайбердиев и др., 1990). 

Тепловая адаптация у человека сопровождается увеличением количества функционирующих тепловых и холодовых точек кожи (Моммадов и др., 2001), а также изменением динамики численности мобилизируемых чувствительных единиц. Исследования тепловой чувствительности медиальной преоптической области гипоталамуса показали, что сезонная адаптация к высокой температуре сопровождается смещением уровня функционирования теплочувствительных нейронов в сторону высоких температур без заметного изменения их относительной тепловой чувствительности. Таким образом, адаптация к высокой температуре сопровождается четкими изменениями в периферической и центральной тепловой чувствительности (Худайбердиев, 1991). Надо заметить, что, возможно, существуют некоторые специфические механизмы, предохраняющие мозг от перегревания (Седунова, 1994).

Терморегуляция может осуществляться путем перераспределения кровотока через изменение тонуса сосудов. Нервные центры принимают сигналы из соответствующих терморецепторов и подают команды на расширение или сужение кровеносных сосудов соответствующей части тела.

Взрослые животные используют химическую терморегуляцию в течение жизни лишь в крайних случаях, т.к. она требует значительных энергетических затрат организма. Намного чаще для поддержания теплообмена используются механизмы поведенческой и физической терморегуляции. В частности, большое значение для создания оптимальных условий теплообмена в процессе жизнедеятельности имеют реакции сосудов участков тела, специфически приспособленных для эффективной теплоотдачи: ушные раковины у кроликов и зайцев, живот и лапы с незначительным шерстным покровом у собак и песцов, хвост у крыс и пр. Считается, что формирование механизмов физической терморегуляции, в частности, у незрелорождающихся видов животных, происходит примерно через 2-3 недели после рождения, что совпадает по времени с появлением шерстного покрова, открыванием глаз и периодическим покиданием детенышами гнезда (Петрова, 1995).

Температуру тела человека считают постоянной, однако, это постоянство относительно, поскольку в разных участках тела температура неодинакова и меняется в зависимости от физиологического состояния организма. Более правильно делить организм на два слоя: гомойотермное ядро (глубокие части тела, внутренние органы) и пойкилотермная оболочка (поверхностные слои, кожа). Повышение температуры ядра или охлаждение оболочки вызывают рефлекторные изменения кровообращения, тонуса сосудов, что позволяет поддерживать температурную константу.

Поскольку в гомойотермном ядре организма должна строго поддерживаться определенная температура, пойкилотермная оболочка несет основную нагрузку в терморегуляции. Органом, осуществляющим основную функцию теплоотдачи, является кожа с ее составными частями. Афферентным звеном терморегуляции кожи являются терморецепторы, а исполнительными органами – сосуды, потовые железы, мышцы.

Ключ к пониманию эффективности теплообмена находится среди физиологических особенностей кожного кровообращения (Иванов, 1990).

В сетчатом слое собственно кожи параллельно кожной поверхности лежит плоское артериально-венозное сплетение, состоящее из мелких артерий, вен, артериол, венул и некоторого количества капилляров. В сосудистой системе кожи можно выделить несколько уровней артериолярных и венозных сплетений, находящихся в коже на различной глубине. Чем ближе сосудистое сплетение к эпидермису, тем больше в нем сравнительно мелких сосудов. Такая морфология сосудистого русла кожи играет большую роль в терморегуляции организма в связи с тем, что в нормальных физиологических условиях теплоотдача в окружающие ткани из крови осуществляется при ее протекании и через сосуды гораздо большие по диаметру, чем капилляры (Лучаков и др., 1995). Терморегуляторные реакции кровообращения в коже осуществляются за счет раскрытия (или сжатия) артерио-венозных анастомозов. Смысл заключается в том, что кровь отводится коротким путем из подводящего в отводящий сосуд или длинным путем направляется в сосудистые разветвления для теплообмена (Bligh, 1973). 

Показано, что если в норме при средней скорости кровотока температура крови отличается от температуры окружающей ткани только в сосудах с  радиусом не менее 0,5мм, то при увеличении линейной скорости кровотока в сосудистом русле в 5, 10, 20 раз последовательно включаются в теплообмен сосуды радиусом 0,032; 0,02; 0,013мм (Лучаков и др., 1995).

При охлаждении кожи возникает замедление кровотока и сужение поверхностных сосудов. При этом возникает т.н. поперечный температурный градиент – разница температуры между поверхностными и глубинными слоями кожи. Такая реакция позволяет организму сохранить тепло. В другой ситуации, при нагревании кожных покровов, кровоток перераспределяется в сторону поверхностных сосудов, что облегчает отвод тепла во внешнюю среду (Иванов и др., 1989).

Распределение температуры поверхности частей тела человека идентично осенью, зимой и весной и характеризуется значительным градиентом между туловищем и конечностями. В летний сезон происходят существенное повышение температуры кожи и нивелирование градиента между туловищем и конечностями. Характерное для состояния напряжения системы терморегуляции выраженное повышение температуры кожи и значительное сокращение ее градиента между различными участками тела в покое при комфортных температурных условиях свидетельствуют об адаптации человека к высокой температуре (Худайбердиев, 1989).

Таким образом, процесс регуляции температурного гомеостазиса в животном организме осуществляется нервными и гуморально-гормональными механизмами, в которых принимают участие многие эффекторные физиологические системы – кровообращение, водно-солевой обмен и выделительная система, газообмен, энергетический обмен и другие, которые в условиях высокой летней температуры могут находиться в состоянии высокого функционального напряжения (Султанов Ф.Ф. и др., 1992; 2001).

Окружающая температура, в пределах которой регуляция температуры тела достигается только посредством ощутимой теплоотдачи, т.е. без регуляторных изменений метаболической теплопродукции или испарительной теплоотдачи, называется зоной термической нейтральности (Худайбердиев, 1991). В границах этой зоны функционирование терморегуляторной и других физиологических систем организма осуществляются с минимальными энергетическими затратами, и поэтому она является благоприятной для жизнедеятельности человека и продуктивности сельскохозяйственных животных (Худайбердиев, 1990).

Показано, что нагревающий климат, вызывая резкое напряжение адаптационных механизмов, приводит к существенному ухудшению функционального состояния организма, однако показатели работоспособности – координация движений и концентрация внимания – при этом существенно не меняются, т.е. меняется, по-видимому, энергетическая «цена» работы, сама же деятельность у адаптированных лиц даже при условии существенного нагрева остается практически неизменной (Моммадов, 1989).

Установлена связь между характеристиками системы терморегуляции в термонейтральных условиях среды, отражением которых является температурное поле кожи, и способностью организма поддерживать высокий уровень физической работоспособности при тепловом воздействии (Андреева и др., 1999; Моммадов и др., 2001).

Выявлено, что существуют два характера накопления тепла: экзогенный, обусловленный превышением мощности термической нагрузки функциональных возможностей терморегуляции, и эндогенный, связанный со смещением уровня температурной реакции за счет сдвига в центральном звене. Во втором случае пусковым механизмом может быть либо сама физическая нагрузка, либо концептуальная модель деятельности.  В первом случае накопление тепла носит тяжелый («насильственный») характер, работоспособность, как правило, снижается, во втором – организм стремится к увеличению своего теплового содержания, теплоотдача через потоотделение уменьшается и выполняет термически неадекватную роль; повышается работоспособность и функционирование других систем не выходит за пределы физиологической нормы. Тактика терморегулирования организма в разных условиях может меняться в целях обеспечения эффективности функционирования (Павлов, 1995).
В зависимости от условий существования, экологической приспособленности, видовых особенностей и размеров тела, избирается комплексная стратегия адаптации, в той или иной степени включающая в себя элементы трех путей приспособления к высокой внешней температуре (Султанов, 1982, 2001).

1.2. Терморегуляция при адаптации к гипертермии.

Наряду с терморегуляционными процессами, происходящими при адаптации к гипертермии, обуславливающими лабильность и вариабельность приспособительных изменений в организме, наблюдается ряд проявлений, связанных с общим  повреждающим состоянием  и с состоянием, опасным для жизни. Речь идет о стрессовом действии интенсивного тепла. В этой связи интересно проанализировать гормонально-гуморальную реакцию на тепловой стресс и ее влияние на общую картину суммарной реакции организма в условиях перегревания.


Общая картина стресс-реакции хорошо известна. Она состоит из последовательности нервных и гормональных процессов, которые развиваются единообразно, независимо от природы действующего фактора. Биологическая роль этого комплекса чрезвычайно велика и позволяет обеспечить организму кратковременное повышение устойчивости при возникновении неблагоприятной ситуации (Селье, 1960).


На клеточном уровне одним из проявлений стресс-реакции является продукция белков теплового шока (БТШ). БТШ являются белками, вырабатывающимися в ответ на внезапное повышение температуры тела. Семейства БТШ различаются по молекулярной массе - 90, 70, 60 и 20 кДальтон (соответственно БТШ -90; -70; -60 и -20). БТШ проявляют эволюционный консерватизм и высокую гено- и фенотипическую гомологичность у млекопитающих и человека. Это свидетельствует о том, что БТШ жизненно необходимы для выживания и функционирования клетки (Olujemi, Adebajo, 1978; Berger, Woodward, 1983; Rice et al., 1986; Ribeiro et al., 1994; Villar et al., 1994; Flagan et al., 1995; Yang, Lin, 1999; Sharma, Hoopes, 2003). 


Так, например, показано, что тепловой стресс вызывает аккумуляцию белков теплового шока БТШ-70 в клетках  эпителия почки собаки через 48 часов; через 96 ч наблюдался возврат к исходному уровню. Исследования показали, что для возникновения теплового стресса, который вызывает сдвиг БТШ-70, требуется определенное пороговое повышение температуры (Mosely et al., 1994).


Yang et al. (1994) продемонстрировали, что при гипертермии в мозге крыс значительно возрастает синтез БТШ-72, что ускоряет восстановление активности ЭЭГ у животных переживших апноэ. Апноэ, вызванное прекращением искусственной вентиляции легких, вызывало исчезновение волн ЭЭГ в обеих зонах коры как в группе крыс подвергшихся предварительной гипертермии, так и в контрольной группе. Но электрическая активность коры проявляется раньше у гипертермических животных, через 90 сек. после остановки дыхания. 

Экспрессия белков теплового шока, вызванная тепловым ударом при температуре внешней среды 43°С, защищает организм от церебральной ишемии и перегрузке моноаминами. Предполагается, что мозг может быть подготовлен термическим или химическим повреждением, что эта предварительная подготовка может индуцироваться БТШ-72, и что индукция БТШ-72 будет достаточно хорошо коррелтровать с анатомической гистохимической и гемодинамической защитой крыс от теплового удара (Yang, Lin, 1999).


Tyttel et al., (1994) наблюдали индукцию мРНК БТШ-70 в фоторецептивном слое сетчатки крыс через 4 часа после гипертермического стресса. Ряд авторов наблюдал индукцию трансляционной термоустойчивости в печени термически стрессированных крыс. Ингибирование синтеза белка БТШ-70 термическим стрессом можно предотвратить путем предварительного стрессирования крыс при 42°С в течение 30 мин и позволив крысе восстанавливаться в течение 24 часов при нормальной температуре тела (37°С). При этом максимальная протекция белка в печени имела место через 24 часа после термического стресса (De Maio, 1993).


Интересно, что другие стрессовые стимулы, также способствуют выработке БТШ: ишемия, недостаточное питание, воздействие токсичных окисных радикалов, таких противовоспалительных радикалов, как фактор некроза опухолей и γ-интерферон, а также вирусные, бактериальные и паразитарные инфекции. Поэтому, БТШ называют также белками стресса (Peetermans, 1995).


Установлено, что различные нейротравмы вызывают индукцию БТШ-70: лихорадка стимулирует выраженный синтез мРНК в течение 1 часа в волокнах переднего мозга и мозжечка, к подобному результату приводит также микроперерезка на уровне коры головного мозга. Индукция БТШ-70 происходила вследствие ишемии или воздействия нейротоксина каиновой кислоты. Считается, что БТШ предпочтительней именовать нейрострессорными белками и рассматривать как маркеры повреждения клеток и волокон ЦНС (Brown, 1990).


Обсуждается возможная роль БТШ-60 в защите против инвазии или колонизации микроорганизмов и в патогенезе  аутоиммунных заболеваний, например, артрита. Возможно также участие БТШ в образовании атеросклеротических бляшек (Peetermans, 1995).


Таким образом, БТШ синтезируются при действии различных стрессорных стимулов и гипертермия запускает стресс-реакцию. Синтез БТШ показывает схожесть защитных реакций клетки при действии на нее различных повреждающих факторов.


Повышение устойчивости организма  за счет стресс-реакции позволило считать ее адаптивной, а неспецифичность ее по отношению к действующему фактору - общей. Отсюда название - общий адаптационный синдром (Селье, 1960). В период особого увлечения общим адаптационным синдромом (ОСА) в нем виделась своеобразная панацея, средство помощи при любой опасности, заболевании или вредном факторе. При этом вне поля зрения оставалась основная черта этой реакции - ее неспецифичность. Не избежало этой участи и использование положений ОСА к исследованию влияния высокой температуры. Отдельные элементы реакций априорно объявлялись адаптивными, обнаруживался их приспособительный смысл для борьбы с высокой температурой, а недостаточная устойчивость неакклиматизированного организма трактовалась как относительная недостаточность способности  коры надпочечников выделять кортикостероиды при тепловом стрессе (Султанов, 1978). Это побудило многих отечественных и зарубежных исследователей к попыткам обеспечить повышение теплоустойчивости введением экзогенных гормонов коры надпочечников (Ахмедов, 1978; Горизонтов,  1981; Косенков, 1984; Hensel, 1973; Russel, Bogert,1981).


Факты, полученные в ходе многочисленных исследований, показали, что действительно, введение экзогенных гормонов повышает выживаемость при действии высокой температуры. Однако, если экзогенные гормоны вводятся адаптированным к теплу животным или людям после периода акклиматизации, то дальнейшего улучшения состояния не наступает.


Dimovska et al. (1993) исследовали эффект удаления щитовидной железы на устойчивость к воздействию высокой температуры (40°С) у крыс предварительно акклиматизированных к различным окружающим температурам 18-22ºС и 35°С. Оперированные животные обнаруживали более длительное время выживания при экспозиции 40°С; более низкий уровень летальной температуры тела 43,5°С в сравнении с 44,5°С (контроль); меньшие потери веса.


Влияние гипертермии на железы внутренней секреции и гормональную систему вообще, достаточно хорошо исследовано. Так, при действии гипертермии на зародышей крыс в щитовидных железах и надпочечниках отмечены изменения на органном, клеточном и субклеточном уровнях. Их можно рассматривать как свидетельства усиления секреторной активности, проявляющейся в ряде случаев явлениями голокринии. Характер изменений зависит от возраста зародышей и продолжительности гипертемических воздействий.  При 7-кратных воздействиях на протяжении 13-20 суток беременности отмечается выраженное торможение развития желез и угнетение их функциональной активности. При 3-кратных воздействиях отклонений в уровне развития желез не отмечено, однако, их функциональная активность существенно отличается от аналогичных органов зародышей контрольной группы (Артишевский, Гайдук, 1991).


Султанов и др. (1992) показали, что гипертермия у крыс вызывает разнонаправленное волнообразное изменение в интенсивности синтеза 3Н-катехоламинов из 3Н-тирозина. Сходные изменения происходят и при прогреве изолированных органов. Блокада белкового синтеза не нарушала синтеза катехоламинов, но меняла эффект теплового воздействия.


Katsumata et al.(1991) отметили, что концентрации глюкагона и инсулина в плазме при содержании животных в условиях высокой температуры не изменялись. Воздействие высокой внешней температуры угнетало мобилизацию углеводов и жирных кислот в качестве энергетического источника.


Митева et al. (1993) выявили цитологические изменения в тонкой структуре щитовидной железы у крыс, содержащихся при повышенной температуре окружающей среды. Сниженная масса фолликулярного эпителия, объем ядер, и увеличенное содержание коллоида  у этих животных позволяют предположить у них сниженную активность щитовидной железы. Более длительное содержание крыс при высокой температуре окружающей среды (7 дней) выявило тенденцию к нормализации цитологической структуры. Также показано, что длительная тепловая экспозиция крыс вызывает значительные цитологические изменения коры надпочечников. Эти изменения зависят от времени нахождения животных в условиях гипертермии. Цитологические нарушения отмечены во всех зонах коры надпочечников, но особенно в zona glomerulosa и zona fasciculata (Митева, 1992). 


Имеются данные и об эффектах теплового воздействия на половые железы. Loughlin et al. (1989) показали, что у крыс, подвергшихся тепловому воздействию, плодовитость снижалась. Были отмечены следующие гистологические эффекты: уменьшение тубулярного диаметра, внутриклеточная вакуолизация, утоньшение базальной мембраны, прогрессивное снижение сперматогенеза. 


У крыс после кратковременного воздействия на них высокой температуры выявлялись обратимые повреждения сперматогенного эпителия, который начинал восстанавливать свою функциональную активность через 7 суток после теплового воздействия на крыс (Новикова, Шалкина, 1991).


Если подвергнуть более внимательному анализу суть процессов происходящих в организме при действии тепла, возникает вопрос о том, каким образом мобилизация энергетических ресурсов и стимуляция энергообразования может оказывать положительный эффект на теплообмен организма со средой. Активизация  системы гипоталамус- гипофиз- надпочечник повышает тканевую устойчивость к нарушениям, которые связанны со вторичными эффектами, т.е. последствиями усиленной деятельности теплорассеивающих механизмов и с непосредственным действием повышения температуры тканей. Можно предполагать, что ОСА повышает устойчивость информационных потоков, которые являются слабым звеном при любом повреждающем действии факторов среды. Развивается своеобразный режим форсажа, как принято говорить в технике. Но естественно, длительная работа в таком режиме невозможна. Наступает декомпенсация, взрывообразное нарастание вторичных явлений нарушения взаимной координации процессов.


При действии высокой температуры окружающей среды фаза повышенной устойчивости, связанной преимущественно с неспецифическими защитными эффектами ОСА, длится около 48 часов. На основе многих  экспериментов и наблюдений Ф.Ф. Султанов (1982) выдвигает гипотезу временного защитного колпака, который в определенной степени отражает биологический смысл неспецифического повышения клеточно-тканевой резистентности в неблагоприятных условиях, примером которых может служить высокая внешняя температура. Комплекс реакции ОСА развивается в случаях, когда имеющийся запас мощности защитных эффекторных механизмов недостаточен. Увеличение их мощности и перестройка взаимоотношений между отдельными подсистемами организма, подвергающегося действию высокой температуры, требует определенного времени.

 Вместе с тем, перестройка в период действия экстремального фактора неизбежно резко снижает сопротивляемость организма. Это положение подтверждают данные по гуморальному и клеточному иммунитету. Установлено, что в ответ на перегрев увеличивается количество практически всех видов клеток в лейкоцитарном профиле; изменения лейкоцитарной формулы происходят, в основном, за счет сегментоядерных нейтрофилов и лимфоцитов (Титов, 1991). Показано, что 1-кратный перегрев усиливал пролиферативный ответ клеток селезенки мыши in vitro, перегревание в течение 10 и 20 дней приводило к подавлению пролиферативной активности клеток селезенки. При многократных перегревах большая часть показателей иммунитета оказалась сниженной и нормализовалась к 40 дню после перегрева (Соловьев, 1994). Было обнаружено, что перегревание животных до теплового удара приводит к резкому подавлению клеточного и гуморального иммунитета, что может быть результатом прямого цитотоксического действия высокой температуры на лимфоциты. В процессе длительного прерывистого перегревания развивалась иммунодепрессия.  Адаптация организма к дозированному тепловому фактору сопровождалась нормализацией показателей иммунитета (Соловьев, 1994). Эти факты подтверждаются также данными Бреховой Н.Н., В.Р. Агаджанова (1993). Lu L. et al.(1991), Шерешевской Ц.М. и др. (1992).

В период действия экстремального фактора необходимо неспецифическое повышение устойчивости, хотя его метаболическая цена слишком высока. Поэтому, если неспецифические механизмы адаптации за этот период не смогут сформироваться или окажутся недостаточными, наступает декомпенсация и нарушение регуляции резким ухудшением состояния организма и  развитием цепи патологических изменений, которые при продолжении действия фактора (высокой внешней температуры) могут привести к гибели организма. Следующие данные могут дать представление о развитии подобных процессов: у животных наблюдали возрастание тока крови в области распространения тепла и дыхательных мышцах и его снижение в почках. Умеренная гипертермия вызывала у крыс 2-кратное снижение тока крови во внутренних органах, но его возрастание в скелетных мышцах (Medvedev et al., 1991). 

Nagasaka, (1990) установил, что механизм задержки поступления внешнего тепла при гипертермии связан с констрикцией артерио-венозных анастомозов, получающих  α-адренергическую иннервацию.

Зинчук (1991) получил данные об увеличении сродства гемоглобина к кислороду при стандартных значениях рН, рСО2 и температуры к концу теплового воздействия, что сохраняется в последующие 4 часа. Выявленная компенсация температурного эффекта по положению кривой диссоциации оксигемоглобина обусловлена снижением концентрации внутриэритроцитарного 2,3-дифосфоглицерата. Установлено увеличение константы Бора в его щелочной области. Показано ухудшение деформируемости эритроцитов на различных стадиях перегревания. Отмечаемые изменения кислород-транспортной функции крови при острой экзогенной гипертермии лимитируют процесс транспорта кислорода к тканям (Зинчук, 1991, 1999).

Показано, что при гипертермии крыс артериальное давление (АД) возрастало, а частота пульса повышалась, но ударный объем не изменялся. В итоге, скорость кровотока в восходящей аорте (показатель минутного объема) не изменялся, но отмечалось прогрессивное повышение системного сосудистого сопротивления. Эта вазоконстрикторная реакция сочеталась с достоверным снижением тока крови и повышением сосудистого сопротивления в верхней брызжеечной и почечной артериях и с повышением содержания в плазме норадреналина и адреналина (Kregel et al., 1991).


Ташлиев В. и Султанов Г. (1990) показали, что АД у животных возрастало до достижения температуры тела 39,1°С, далее снижалось. По мере повышения температуры тела падало Рао и Расо , повышалось рН, снижалась степень насыщения гемоглобина кислородом, происходило накопление нелетучих веществ в крови, уменьшался сердечный выброс. Авторы делают выводы о том, что механизм обратной отрицательной связи через интерстициальную  гипоксию приводит к снижению артериального тонуса и увеличению органного кровотока.


По данным Gisolfi et al., (1991) при гипертермии концентрация норадреналиана и адреналина существенно возрастала, наблюдалась гиперкапния и гиперлактемия. Результаты свидетельствуют о том, что симпатическая нервная система принимает участие в регуляции вазоконстрикции, вызванной гипертермией.


Avishay et al., (1995) обнаружили, что самцы не демонстрируют какого-либо уменьшения кровяного потока во внутренних органах во время теплового стресса, в то время как самки испытывают его.


Найдено, что кратковременная гипертермия организма здоровых людей способна изменить функцию проводимости миокарда, которая  в ряде случаев приобретает характер патологических изменений. Скрытые нарушения проводимости, выявляемые с помощью гипертермии при повторных термо-нагрузках, могут усугубляться (Соболевский, Юрков, 1991).


Также сообщается о развитии нарушений кардио- и гемодинамики при интенсивном тепловом воздействии (Сагач, Шиманская, 1991) Результаты Сеферовой Р.И. и др. (1993) дают основания считать, что в патогенезе тепловой гипоксии решающую роль играют изменения органного кровотока.


Кульбаев И. и др. (1991) показали, что в большей части опытов кишечный лимфоток снижался при действии на организм высокой температуры. Лимфообразование в кишечнике при этом также снижалось (Кульбаев, 1992).


Показано, что сывороточные уровни всех аминокислот за исключением аргинина повышаются при тепловом стрессе. Обмен веществ при тепловом стрессе характеризовался повышенным протеолизом тканевых белков (Luo et al., 1990; Hayashi et al., 1993). При тепловой акклиматизации содержание сывороточных незаменимых аминокислот аргинина и тирозина снижено, что показывает повышенные потребности этих аминокислот к теплу.


Исследования Doi et al. (1990) показали, что при температуре воздуха 31°С у крыс снижались двигательная активность, потребление пищи и увеличивалась концентрация гистидина в гипоталамусе, уровень потребления воды и температура тела. Выявленные адаптационные реакции животных на повышение температуры среды были слабо выражены при внутрибрюшинном введении α-флурометилгистидина (100 мг/кг массы), ингибитора гистидиндекарбоксилазы, что, вероятно, свидетельствует об участии гистидина гипоталамуса в формировании адаптационных реакций  у крыс при повышении температуры окружающей среды.

У кур при гипертермии выявлено прогрессирующее развитие алкалоза, гипокапнии, гипокальцемии и накопление лактата в крови. Установлено, что гипокальцемия является следствием  алкалоза, причем лактат плазмы крови может служить буфером при развитии тяжелого алкалоза (Odom, Ono,1991). 


Отсюда возникает важный вопрос о соотношении специфических и неспецифических элементов приспособления к высокой температуре окружающей среды. В этой связи можно выделить три пути повышения тепловой устойчивости, которые условно подразделены на три группы: неспецифические, квазиспецифические и специфические.


Неспецифические пути увеличивают устойчивость ко многим факторам среды, в том числе к высокой температуре. Квазиспецифические методы и пути приводят к увеличению мощности тех или иных элементов эффекторных механизмов, мобилизуемых для борьбы с перегреванием. Специфические пути – более адекватны и приводят к образованию комплекса взаимосвязанных системных отношений, характеризующихся меньшей ценой и максимальной оптимальностью последовательности реакций в условиях высокой температуры окружающей среды (Султанов, 1984).


Подводя итог рассмотрению приспособительных изменений процессов теплоотдачи при длительном действии высокой температуры, а также кратковременных тепловых стрессов на организм человека и животных, следует еще раз обратить внимание на взаимосвязанность отдельных элементов теплоотдачи  между собой и основными гомеостатическими функциями организма. В связи с этим адаптация к теплу должна рассматриваться как динамический процесс, в ходе которого обеспечивается поиск и формирование оптимальной стратегии выбора соотношений между основными эффекторными реакциями терморегуляции. Формирование конечного результата приспособления организма происходит путем постепенной оптимизации реакций, связанных с образованием тепла и его рассеиванием  во внешнюю среду.

ГЛАВА 2. ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ И ФИЗИОЛОГИЧЕСКОЕ

ДЕЙСТВИЕ ЗООТОКСИНОВ                         

Вопросы о химической природе и механизмах действия животных ядов с давних пор привлекали к себе внимание исследователей (Fontana, 1781; Bonopart, 1843; Faust, 1906). В ранних работах токсическое действие зоотоксинов связывали с активностью присутствующих в ядах ферментов (Houssay, 1930; Kellaway, 1939; Pluchtum, 1932). В настоящее время общепринятой является точка зрения, согласно которой основные биологические свойства животных ядов определяются неэнзиматическими полипептидами, наряду с которыми в ядах содержатся мощные ферментные системы, природа и специфичность которых в большинстве случаев определяют своеобразие интегральной картины отравления (Вальцева, 1961,1963,1965, 1967,1972; Пигулевский, 1966,1975; Туракулов, 1968,1971; Сахибов, 1972; Крылов, 1995; Lee, 1956, 1972, 1980; Habermann, 1957, 1958, 1964, 1971, 1972; Condera, 1965, 1981; Li, 1976; Achythan, 1980;  Minra, 1980; Vang, 1981; Zabery, 1982). 

2.1. Яды членистоногих

Среди ядовитых представителей типа членистоногих наиболее полно изучены виды, относящиеся к классам паукообразных и насекомых (Орлов, Гелашвили, Ибрагимов ,1990).

2.1.1. Яд пчелы

Пчелиный яд представляет собой бесцветную густую жидкость с характерным резким  запахом и горьким вкусом. В яде содержится в среднем 41% сухого остатка, который содержит углерод, водород, азот, серу, фосфор, магний,  калий и другие минеральные элементы (Шкендеров, 1985). Яд инактивируется пищеварительными ферментами и окислителями. Пчелиный яд хорошо растворяется в воде, физиологическом растворе, кислотах; не растворяется в спирте. Растворы пчелиного яда нестойки, быстро подвергаются бактериальному заражению и распаду (Артемов, 1947).

Из пчелиного яда, согласно сводке, сделанной Н.М. Артёмовым (1965), выделены следующие фракции: 1) летучая,  растворимая в эфире; 2) липоидная; 3) гистамин до 1% и органические кислоты; 4) минеральная; 5) белковая. С помощью хроматографии и электрофореза удалось разделить белковую фракцию яда и выделить четыре токсических полипептида: мелиттин, апамин, фактор, вызывающий дегрануляцию тучных клеток (МСД - пептид) и минимин (Kreil, 1965; Shipolini, 1967; Nenduszyhshi, 1973; Shuenderov, 1976;  Agostihucci, 1981; Nabil et al, 1998).

Мелиттин является основным физиологически нестабильным компонентом пчелиного яда. Он составляет свыше 50%  сухого вещества яда и образован 26 остатками 12-ти аминокислот (Kreil, 1967; Gevod, Birdi, 1984). 

NH2-Гли-Иле-Гли-Ала-Вал-Лей-Лиз-Вал-Лей-Тре-Тре-Гли-Лей-Про-

-Ала-Лей-Иле-Сер-Трп-Иле-Лиз-Арг-Лиз-Арг-Глн-Глн-СОNH2.

Пептид состоит из двух спиральных областей (остатки 2-11 и 13-23) и неструктурированной С-терминальной области. В водной среде мелиттин формирует тетрамер, состоящий из двух диамеров. В водных растворах молекулярная масса мелиттина изменяется от 2840 (мономер мелиттина) до 11200 (тетрамер мелиттина), при этом изменяется и объем молекулы (Talbot et al., 1982; Iwadate et al., 1998). 

Расположение мономеров в кристаллической форме и водной среде различаются.  В нативном яде 90 % мелиттина, с молекулярной массой 2840, содержится со свободной NH2-группой и 10% - в виде N1-формил-мелиттина. В растворах с низкой ионной силой он присутствует в виде мономера, а в растворах с высокой ионной силой и цельном яде – в виде тетрамера (Ксенжик, Гевод, 1985; Domitas, Hider, 1987; Iwadate et al., 1998).

Минимальная молекулярная масса соединения равна 2840. Изоэлектрическая точка мелиттина лежит в щелочной области. По данным ряда авторов мелиттин относительно термоустойчив, он не разрушается при 20-ти минутном нагревании в кипящей водяной бане. Полипептид обладает поверхностной активностью (Kreil, 1965, 1967; Habermann, 1972; Kcennceh, 1984, 1985). 

Начало молекулы (с 1 по 20 аминокислоты) обусловливает гидрофобность мелиттина, а гидрофильная сильно щелочная часть представлена остатками 21-26. Амфифильность мелиттина служит структурной основой его способности снижать поверхностное натяжение растворов. Мелиттин вызывает разрушение эритроцитов, а также других клеток и их органелл (Habermann, 1958).
Амфифильная молекула пептида «заякоривается» в наружном слое мембраны благодаря электростатическим взаимодействиям и вклинивается в бислой липидов мембраны, причем мелиттин способен встраиваться как в природные, так и в синтетические мембраны (Демченко, Костржевская, 1986; Nishija, 1993). При этом он способен вносить существенные изменения не только в состав липидов, находящихся в непосредственной близости (Громова и др., 1990), но и изменять свойства липидов, находящихся на сравнительно большом расстоянии (De Bony et al., 1979). 
Способность мелиттина снижать поверхностное натяжение вызывает не только разрушение кровяных клеток, но и других клеток и их органелл. В концентрации 1.10-6 мелиттин проникает через клеточную мембрану лейкоцитов и разрушает внутри клеточные органеллы – лизосомы и митохондрии. Клеточная же мембрана разрушается при более высоких концентрациях мелиттина (Шкинев и др., 1978; Шольц и др., 1980; Katsu et al., 1990).

 Растворение эритроцитов вызывает снижение поступления кислорода в ткани. Цитолиз мастоцитных и базофильных клеток освобождает биогенные амины - гистамин и серотонин, вызывающих воспалительную реакцию. Она сопровождается расширением кровеносных сосудов, увеличением проницаемости капилляров, снижением давления крови и спазмами бронхов (Shrenderov, 1979;  Hoffmann, 1981; Shorina et al., 1999).
Основные биологические эффекты мелиттина связаны как раз с его способностью менять или нарушать структуру мембран (Шольц и др., 1976; Mollay et al., 1980; Katsu et al., 1990). Связываясь с мембраной, пептид способен образовывать каналы, в результате чего повышается проницаемость для ионов, что может вызвать лизис клеток (Tosteson, 1981; De Grado et al., 1982; Ohki, 1994). При этом наблюдается накопление Na+, Са2+ и утечка К+ и метаболитов, пропорционально количеству мелиттина, взаимодействующего с мембраной (Tosteson et al., 1985; Alder et al., 1991).

Мелиттин ингибирует работу различных АТФаз, в результате чего нарушается транспорт ионов через мембрану (Chen et al., 1985; Cuppoletti et al., 1989, 1990; Voss et al., 1991). Кроме того, мелиттин усиливает работу Nа+-К+-насоса, увеличивая вход натрия в клетку, при этом может инициироваться митогенез, стимулироваться синтез ДНК (Rosengurt et al., 1981; Deshpande, Koide, 1982).

Мелиттин способен образовывать комплексы с некоторыми пептидами, например с альбумином  (Ажуцкий и др., 1995; Azhitskii et al., 1995), тропонином (Steiner, Norris, 1987) и кальмодулином (Comte et al., 1983; Milos et al., 1987). Мелиттин и кальмодулин обладают взаимоингибирующими свойствами (Malencik, Anderson, 1985; Itakura, Iio, 1992). Прямым связыванием мелиттин подавляет активность белка киназы С, Са-кальмодулинзависимой киназы, протеинкиназы, аденилатциклазы (Kajita, Iizuka, 1987; O’Brian, Ward, 1989; Raynor et al., 1991). Пептид повышает активность фосфолипазы А2, вызывая тем самым образование арахидоновой кислоты из мембранных фосфолипидов (Rao, 1992).
Мелиттин обладает широким антибактериальным спектром действия как против грамм-положительных, так и против грамм-отрицательных бактерий, благодаря способности образовывать каналы в липидном бислое клетки (Juvvadi et al., 1999; Subbalakshmi et al., 1999).

В последнее время установлено, что в механизме воспалительной реакции, вызванной пептидом,  участвуют  простогландины Е1, Е2 - жировые вещества с гормоноподобным действием, а также проявляют воспалительную активность. Их  биосинтез усиливается под влиянием мелиттина. Высказывается предположение, что по подобному способу, под влиянием мелиттина с участием фосфолипазы и арахидоновой кислоты происходит стимулирование биосинтеза гематоксического для эозинофилъных клеток фактора. Этот фактор, выделяемый некоторыми лейкоцитами и тканевыми клетками, привлекает к  месту инъекции мелиттина эозинофилъные клетки, усиливающие воспалительную реакцию (Шкендеров, 1985).

 Было установлено, что в результате стимулирования мелиттином систем, воспроизводящих в артериальных стенках простогландины, в несколько раз увеличивается количество простоциклина, расширяющего кровеносные сосуды и понижающего свёртываемость крови (Shkenderov, Ivanova, 1979).

  Учитывая, что мелиттин реагирует с клеточными элементами и молекулами многих веществ, из которых состоит белковые вещества, ряд энзимных реакций, ход которых зависит от целостности биологических структур, оказывается под его влиянием. Он нарушает процесс свёртывания крови, действуя в двух направлениях: угнетает активность тромбопластина, зависящую от его связи с некоторыми фосфолипидами, и вызывает денатурацию фибриногена, вероятно, путём образования связей между щелочным мелиттином и кислым фибриногеном (Shkenderov,1979; Ohki et al., 1994).

 При изучении влияния мелиттина на тепловую денатурацию белков было установлено, что это влияние усиливается при повышении концентрации (свыше 30 мг/мл) и уменьшается при снижении концентрации. Защитный эффект мелиттина сильнее всего проявляется в отношении альбумина и гамма - глобулина при концентрации пептида 0,3 мг/мл. Повышение устойчивости белков, по мнению ряда авторов, противодействует воспалительной реакции. Для выяснения действия мелиттина на воспалительные процессы, был изучен эффект устойчивости мембран; субклеточных лизосом. При разрушении их мембран лизосомы выделяют вещества, вызывающие воспаление и, наоборот, при повышении устойчивости лизосомных мембран наступает снижение воспалительных реакций (Shkenderov, 1976; Azhitskii et al., 1995).

 Мелиттин в дозах от 2 до 0,05 мкг/мл повышает устойчивость лизосомных мембран лейкоцитов и печеночных клеток.  Дозы выше 10 мкг/мл вызывают типичный для мелиттина эффект: снижается устойчивость лизосом до полного их распада (Shkenderov, Chavdarova, 1976).

Апамин. В конце прошлого столетия стало известно, что пчелиный яд оказывает возбуждающее действие на ЦНС. Позднее было установлено, что яд содержит легко диффундирующее через целофановую мембрану вещество, названное апамином, вызывающим увеличение чувствительности подопытных мышей к внешнему раздражению. Апамин принадлежит к самым малым натуральным пептидам, действующим на ЦНС, его молекулярная масса 2036 (Habermann, Reiz, 1964; Shipolini, 1967). 

Апамин составляет примерно 3% от общего количества яда и состоит из 18 аминокислот (Shipolini et al., 1967): 

NH2-Цис-Асн-Цис-Лиз-Ала-Про-Глу-Тре-Ала-лей-Цис-Ала-Арг-Арг-Цис-Глн-Глн-Гис-СONH2
Апамин является сильным нейротоксином. При внутривенном введении сублетальных доз апамина (1-2 мг/кг) апамина мышам у них появляются некоординированные движения конечностей, переходящие в судороги мышц всего тела. После периода двигательной активности, которая, в зависимости от величины дозы, длится 30-50 часов, выжившие мыши проявляют двигательную сверхвозбудимость в следующие 20-30 часов (Banks et al., 1979, 1980). При введении пептида в мозговые желудочки его активность возрастает в 1000 раз. Установлено, что апамин избирательно блокирует кальцийзависимое проникновение калия через мембрану нервных клеток и тем самым угнетает пуринергическую иннервацию. Подавляя тормозные процессы в ЦНС, апамин тем самым оказывает положительное влияние на процессы возбуждения (Байдан, Жолос, 1988; Kucinshi, Kafiran, 1978). 
Апамин оказывает влияние на постсинаптические мембраны центральной и  периферической нервной  системы.  Показано,  что в концентрациях 10-8–10-7 моль/л апамин обратимо  угнетает неадренергическое торможение норадреналина, АТФ и кофеина в гладкомышечных клетках желудочно-кишечного тракта. Все эти процессы связаны с активацией кальцийзависимой калиевой проводимости. Установлено блокирующее действие апамина на некоторые типы данной проводимости и в других тканях: скелетных мышцах, некоторых нейронах и нейробластоме, гепатоцитах (Овчинников, 1980; Байдан, Жолос, 1988; Bkaily et al., 1991).

 Под влиянием апамина происходит увеличение скорости и силы работы сердца, но это не связано ни с расширением, ни с сужением сосудов. Действие апамина на сердце в большой мере обусловлено специфическим влиянием на кальциевый транспорт через клеточные мембраны. Апамин способен поддерживать пониженную работу сердца и предупреждать возникновение резкой слабости в результате снижения кровяного давления. При аритмии апамин в дозе 0,2 мг восстанавливал нормальный ритм работы сердца (Крылов, 1995; Nakagawa et al.). 

Апамин ингибирует Са2+- и активирует К+-каналы кардиомиоцитов. В то же время апамин может частично ингибировать калиевый ток, не влияя на кинетику активации. По мнению авторов, существуют две различные популяции канала – апамин-чувствительные и апамин-нечувствительные К+-каналы (Koumi et al., 1994).

При исследовании влияния компонентов пчелиного яда на гипофизарно-надпочечную систему, было обнаружено, что наиболее сильно её активирует апамин. Внутривенное введение апамина кошкам в дозе 10 мг/кг вызывает быстрое увеличение в крови обоих надпочечных гормонов - кортизона и адреналина. Примерно через час после инъекции пептида уровень кортизона был в 9, а адреналина в 8 раз выше исходного. Одновременно наступали изменения в сердечно-сосудистой системе: внезапное повышение давления крови на 30-50% (Василенко, 1981; Shkenderov, 1976).

 Апамин, подобно мелиттину, уменьшает денатурацию сывороточных белков, вызванную физическими факторами под влиянием 0,5 мг апамина в 1мл 1% раствора альбумина и 0,2%  раствора гамма–глобулина тепловая денатурация обоих сывороточных белков снижается на 50% (Ovcharov, 1976).
МСД-пептид – пептид, вызывающий дегрануляцию тучных клеток, состоит из 22 аминокислотных остатков и составляет 2% от общего веса 
яда. Его молекулярная масса равна 2598, как и в апамине, в его структуре имеются два дисульфидных мостика (Breithaupt, Habermann, 1968; Habermann, 1972):

NH2-Иле-Лиз-Цис-Асн-Цис-Лиз-Арг-Гис-Вал-Иле-Лиз-Про-Гис-Иле
-Цис-Арг-Лиз-Иле-Цис-Гли-Лиз-Асн-CONH2.

 МСД-пептид оказывает влияние на проницаемость капилляров и вызывает отек в месте инъекции.  При использовании в дозах больших, чем необходимо для дегрануляции тучных клеток, МСД-пептид оказывает противовоспалительное действие (Шкендеров, Иванов, 1985).  Пептид способен высвобождать гистамин из тучных клеток и в этом отношении он в 10–1000 раз  активнее мелиттина (Гущин, 1977).
 Aдолапин - единственный из всех компонентов пчели​ного яда, который обладает болеутоляющим действием. Это действие обусловлено свойством адолапина замедлять биосинтез и фармаколо​гическую активность простагландинов Е, которые снижают противо​болевой порог. Адолапин препятствует агрегации (склеиванию) эрит​роцитов крови, а следовательно, принимает участие в предупреждении и лечении тромбоза сосудов. Адолапин угнетает ак​тивность двух ключевых ферментов обменных процессов биосинтеза воспаления - циклооксигеназу и липооксигеназу (Шкендеров, Иванов, 1985; Bian et al., 1990).
Тертиапин и секапин – минорные полипептидные компоненты пчелиного яда. Тертиапин обладает выраженным пресинаптическим действием на нервно-мышечный препарат лягушки. Особенностью тертиапина является независимость его пресинаптического действия от содержания кальция в среде (Овчинников и др., 1980). Этот пептид ингибирует Са2+-связывающий белок кальмодулин, регулирующий активность большого числа Са2+-связывающих фер​ментов. Секапин при введении мышам в дозе 80 мкг/кг вызывает седативный эффект, гипотермию и пилоэрекцию (Орлов, Гелашвили, 1985).

Минимин (молекулярная масса около 6000) составляет до 3% от веса пчелиного яда, вызывает прекращение роста личинок дрозофилл, из которых развиваются мухи в 1/4 натуральной величины (Lowy et al., 1971).

 Кардиопеп – компонент пчулиного яда,  обладает адреномиметическими и антиаритмическими свойствами (Vick et al., 1974). 
Гиалуронидаза. Этот фермент встречается в пчелином яде в довольно высокой концентрации (2 –З% сухого яда). Исследования показали, что единственной N-концевой группой является аргинин (Kristev, 1973).  Гиалуронидаза – гликопротеин, содержит маннозу, галактозу и фукозу в соотношении 4:1:1. Молекулярная масса фермента 41000  

Гиалуронидаза вызывает распад гиалуроновой кислоты. Содержание гиалуроновой кислоты и её физико-химическое состояние в значительной мере определяют барьерные функции основного межклеточного вещества. Гиалуронидаза, разрушая основное вещество соединительной ткани, способствует распространению в организме активных начал яда (Habermann,1972).

По данным Н.М. Артёмова (Артемов, 1970) в яде пчелы, наряду с гиалуронидазой содержится проинвазин, фактор, защищающий фермент от инактивирующего действия антиинвазина, встречающегося в крови млекопитающих (Haas,1946).

Фосфолипаза А  пчелиного яда составляет 12% сухого вещества и принадлежит к типу А2, что было установлено по  способности фосфолипазы гидролизовать 1-амило-2-изолауроил-фосфатидилэтаноламин (Shirolini, 1971). Фермент состоит из 129 аминокислотных остатков (мол. масса 14500). В молекуле содержится 12 остатков полуцистина, однако отсутствие свободных сульфгидрильных групп указывает на то, что цистины взаимосвязаны дисульфидными мостиками (Shipolini, 1971).

 Фосфолипаза А2  воздействует на структурные фосфолипиды, входящие в состав биологических мембран, митохондрий и тем самым нарушает клеточные функции. Фосфолипаза А2 может образовывать из лецитина биологически активный лизолецитин, который подобно мелиттину является "структурным ядом". В большинстве случаев неясно имеют ли решающее значение в биологической активности фосфолипазы деструкция структурных фосфолипидов или продукция лизосоединений (Slotta, 1935). 

Интересно действие фосфолипазы А2 и кооперации между различными компонентами яда при гемолизе, вызываемом целым пчелиным ядом. Мелиттин обладает прямым гемолитическим действием на отмытые эритроциты. Напротив, очищенная фосфолипаза А2 не вызывает освобождения гемоглобина. Только лишь в присутствии субстрата, каким может быть желток яйца или липопротеазы сыворотки, энзим даёт первоначальный „непрямой" лизис, благодаря образованию лизолетицина. Комбинированное действие мелиттина и фосфолипазы А2 влечёт за собой первоначальный прямой гемолиз; тени же эритроцитов становятся доступными для фосфолипазы А. Получившиеся лизосоединения, делают многие клетки чувствительными к ферменту (Артёмов, 1970).

Считается, что фосфолипаза А2 из пчелиного яда является самой активной из фосфолипаз этой группы: она активнее аналогичных фосфолипаз из змеиных ядов, превосходит активность фосфолипазы А2 кишечника человека (Dan Phyllis et al., 1998).

  Кроме названных ферментов в пчелином яде содержатся энзимы,  такие как кислая фосфатаза, альфа-глюкозидаза, лизофосфолипаза  (Мирошников, 1982; Батова и др., 1986;  Крылов, 1995; Shkenderov, 1976, 1979).

При действии на организм целого пчелиного яда резко изменяются показатели морфологического состава крови. При поражении пчелиным ядом гемоглобин имеет тенденцию к постепенному снижению от 9,6 г% до 8 г% через 72 часа после затравки. Количество эритроцитов после некоторого подъёма в первый день опыта падает, начиная с 48 часов. В процессе действия пчелиного яда отмечалось понижение осмотической резистентности эритроцитов. Наблюдалось снижение устойчивости эритроцитов кроликов от 0,6 до 0,7% концентрации хлористого натрия, а через 24 часа резистентность приближалась к исходной величине. Эти небольшие изменения резистентности эритроцитов кролика объясняются, по-видимому, меньшей чувствительностью мембран эритроцитов к пчелиному яду (Пигулевский,1975).

На мазках крови, соответствующих первому дню исследования, наблюдалось изменение формы эритроцитов (звездчатой и формы тутовой ягоды). Зазубренность эритроцитов была значительной в первый день опыта, на второй этого явления уже не наблюдалось (Бажутина,1976; Шапиро, 1976).  Явления искажения формы эритроцитов в ответ на введение в организм пчелиного яда наблюдал Хаберман (Haberman, 1972) и объяснял этот феномен изменением проницаемости их мембран. 

Изучая влияние подкожных инъекций пчелиного яда на белых мышах Т.В. Калинина (1962) установила, что заметное увеличение количества ретикулоцитов наблюдается только через 5 часов после введения яда. Рядом других исследователей было  показано, что количество ретикулоцитов значительно возрастает уже через 15 минут, достигая максимума на 3 сутки (Шапиро, 1976). 

Анализируя реакции сердечно-сосудистой системы на введение яда, было показано, что существенным фактором, обеспечивающим падение кровяного давления, является массивный выброс в кровоток эндогенного гистамина (Feldberg,1937). Позже было установлено, что антигистаминные npeпараты димедрол, пипольфен и др. могут снижать или полностью предотвращают падение давления на введение яда (Крыëoâ,1990). B развитии гипотензивного эффекта важную pоль игpaeт способность яда блокировать передачу возбуждения в узлах вегетативной нервной системы (Артемов, Зевеке, 1967; Сергеева, 1970;  Хомутов,1995).      

2.1.2. Яд скорпиона

Нативный яд скорпиона представляет собой бесцветную слегка опалесцирующую жидкость со слабокислой реакцией. Белковые компоненты яда довольно термостабильны и выдерживают нагревание до 80ºС  без существенной потери активности. В яде присутствуют углеводы, представленные моно- и полисахаридами, у некоторых скорпионов обнаружены биогенные амины, например серотонин и гистамин. Особый интерес представляет белковая фракция яда, содержащая токсические полипептиды и ферменты (Орлов, Гелашвили, 1985). 

Современные методы фракционирования и очистки сложных смесей высокомолекулярных соединений позволили выделить из яда различных видов скорпионов несколько десятков индивидуальных полипептидных  токсинов и установить их первичную структуру. По специфической токсичности их можно разделить на три группы. К первой группе относятся токсины, проявляющие максимум активности на млекопитающих. Это токсины млекопитающих. Во вторую группу входят токсины, избирательного действия на насекомых. Третью группу представляют токсины, максимально активные для ракообразных (Овчинников, 1980). 

Яд скорпионов содержит ферменты, характерные и для других ядовитых животных: фосфолипаза А и В, ацетилхолиноэстераза, кислая фосфатаза, нуклеозидаза, фосфодиэстераза, гиалуронидаза, рибонуклеаза. Распределение ферментов в ядах скорпионов различных видов весьма неравномерно, что в определенной степени может быть связано  с их недостаточной изученностью (Гелашвили, Орлов, 1977; Кулмаматов и др., 1980). 

Механизм действия нейротоксинов заключается в замедлении скорости быстрых натриевых каналов электровозбудимых мембран, что приводит к развитию стойкой деполяризации. Этот эффект нейротоксины проявляют в низких концентрациях (10-9 – 10-7 моль/л), что указывает на высокую селективность их связывания с компонентами ионного канала. Связывание токсинов с мембраной существенно зависит от мембранного потенциала и уменьшается при его снижении (Наумов, 1980). 

В результате деполяризующего действия нейротоксинов возникают ритмические потенциалы действия в нервных волокнах, возрастает их длительность, увеличивается высвобождение нейромедиаторов и нейромодуляторов из нервных окончаний и физиологических депо (катехоламинов, эндорфинов, циклических нуклеотидов). Нарушение нейрогуморальной регуляции вызывает развитие широкого спектра патологических реакций: клонические и тонические сокращения скелетной и гладкой мускулатуры, изменение тонуса сосудов деятельности сердца, поражение функций нервной и эндокринной систем. Введение токсинов в желудочки мозга экспериментальных животных может вызвать состояние, характерное для малого эпилептического припадка (Егоров и др., 1980; Гелашвили и др., 1982, 1983, 1984; Крылов, Бояринов и др., 1986; Филиппов и др., 1986; Смирнова и др., 1990).

Картина красной крови значительно изменяется при введении яда скорпиона. Для большинства показателей характерна двухфазность изменений. Количество эритроцитов, гематокрит, концентрация гемоглобина в крови возрастает в первый час, снижается на 5-час, и практически возвращается к исходному уровню через 24 часа. Индексы красной крови, отображающие насыщенность эритроцитов гемоглобином, в первый час снижаются, в последующие сроки - возрастают с максимумом, падающим на 5-й час (Киреева, 1985). 

 Снижение общей концентрации гемоглобина в крови и средней концентрации дыхательного пигмента в одном эритроците отражает степень насыщения гемоглобином красных клеток крови. Уменьшение концентрации гемоглобина в эритроцитах сопровождается аналогичным сдвигом кривой диссоциации оксигемоглобина. Сродство гемоглобина к кислороду влияет на уровень органических фосфатов, т. к. они в значительной мере определяют энергетический статус эритроцитов и являются модуляторами свойств гемоглобина (Дворцова и др., 1982). 

После инъекции яда скорпиона сродство гемоглобина к кислороду повышается. Кроме того, увеличивается концентрация метгемоглобина в красных клетках крови, что служит показателем старения или быстрого изнашивания эритроцитов (Лашина, 1985). 

Яд скорпиона вызывает уменьшение вязкости эритроцитарных суспензий, уменьшение количества агрегатов, замедление оседания эритроцитов (Корнева и др., 1985,1987).

2.2.Яды змей

В настоящем разделе большее внимание было уделено ядам змей, обитающих в аридной зоне СНГ.

2.2.1.Яд кобры

Яд кобры представляет собой густую жидкость, которая может быть слегка желтоватой или зеленоватой, без запаха и вкуса с небольшой примесью клеточных элементов (Павловский, 1950). Реакция яда кобры слабокислая или нейтральная. Удельный вес колеблется в пределах 1,03-1,08. Содержание воды в яде значительно варьирует и составляет 40-70% от общей массы яда (Туракулов, 1968,1971). 

При хранении в жидком виде яд быстро загнивает и инактивируется, высушенный яд десятилетиями сохраняет свою токсичность при хранении на холоде в запаянных ампулах (Бердыева, 1982). Разрушающее действие на яд оказывают такие химические агенты, как марганцевокислый калий, эфир, хлороформ, этанол, метиленовый синий (Юркова, 1964, 1965; Пигулевский, 1975). Яд кобры инактивируется также под действием некоторых физических факторов: УФ- и ИК-облучение, рентгеновские лучи (Sarhar, 1946).

  Подробно химический состав яда кобры был изучен сравнительно недавно с применением методов гельфильтрации, ионообменной хроматографии и других биохимических и физико-химических методов. В настоящее время из яда различных видов кобр выделены токсические и энзиматические компоненты (Антонов и др.,1982; Нигматов, 1985). 

Tu Anthony T. предлагает следующую классификацию нейротоксинов (Tu Anthony T., 1998):

1. Пресинаптические нейротоксины. 
2. Постсинаптические нейротоксины  
2.1. Никотинового типа.

2.2.Мускаринового типа.

3. Нейротоксины, формирующие калиевые каналы. 

4.  Ацетилхолинэстеразные нейротоксины.

Анализ аминокислотных последовательностей постсинаптических нейротоксинов, выделенных из ядов змей, показал, что их можно подразделить на короткоцепные (61-62 аминокислотных остатка) и длинноцепные (71-74 аминокислотных остатка). Нейротоксины с короткой цепью связываются специфично, но слабо с ацетилхолиновым рецептором, связывание происходит медленно и обратимо. Это свойство делает их инструментом для получения ацетилхолинового рецетора в чистом состоянии. Это термостабильные полипептиды, имеющие 4 дисульфидные связи, обладают основными свойствами (Пост-НТ-2). Длинноцепные нейротоксины связываются специфично и прочно с ацетилхолиновым рецептором , в своем составе имеют 5 дисульфидных связей (Mitsuhiro, Kiyoce, 1998).
Кроме токсинов и ферментов в яде кобры обнаружены ионы магния, кальция, следы других металлов, нуклеиновые кислоты, короткие полипептиды, аминокислоты.

В настоящее время установлено, что токсические свойства яда кобры зависят главным образом от основных термоустойчивых полипептидов. По характеру фармакологического действия их делят на нейротоксины и кардиотоксины (Сорокин, Гуссаковский,1983; 0рлов, Гелашвили, 1985; Давлятов, 1986; Mener, 1982). 

Нейротоксины, выделенные из яда кобры, представляют собой полипептиды, избирательно и спецефически блокирующие холинорецепторы субсинаптической мембраны нервно-мышечного соединения, несмотря на то, что по своим физиологическим свойствам постсинаптические нейротоксины чрезвычайно близки, с точки зрения химического строения они могут быть разделены на два типа (Плужников и др., 1982; Сорокин, Гуссаковский, 1983). 

К типу 1 относятся пост-НТ, представляющие собой простую полипептидную цепочку, состоящую из 60-62 остатков аминокислот, термостабильных, имеющих 4 дисульфидные связи, обладающих основными свойствами, с молекулярной массой около 7000. Отличие nocт – HT-II состоит в большем количестве аминокислотных остатков (71-74), наличие 5 дисульфидных связей и соответственно большей молекулярной массой около 8000 (Karlsson, 1973, Yang, 1981;  Zabery, 1982).

         Пост-НТ-1 построены из 15 общих аминокислотных остатков, в их составе, как правило, отсутствуют аланин и метионин. Напротив, в пост - НТ- II аланин встречается. Интересной особенностью яда среднеазиатской кобры является присутствие в нём нейротоксинов обоих типов (Блинов и др.,1982;  Таракулов, 1968,1971; Yrishin, 1973, 1974). 

Нейротоксины яда кобры ингибируют дыхание митохондрий в фосфорилирующем состоянии. При этом нейротоксин-I ускоряет дыхание митохондрий, а нейротоксин-II не влияет на этот процесс. По действию на параметры сопряжения нейротоксин-I в 7 раз превосходит нейротоксин-II. Нейротоксины ингибируют активность сукцинат оксидазы, нейротоксин-I является активатором цитохром оксидазы, а нейротоксин-II не влияет на активность данного фермента (Джамалова, Алматов, Нурдинов, 2002).

Цитотоксин, определяющий гемолитический, карди- и цитотоксический эффект, увеличивает проводимость искусственных фосфолипидных мембран.

Кардиотоксин образует с фосфолипидными мембранами комплексы, которые обладают высокой поверхностной активностью,что обуславливает увеличение анионной проводимости фосфолипидных мембран (Бердыева, 1990). Кардиотоксин составляет около 36% веса яда. Это основной (рН около 12), термоустойчивый диализируемый полипептид. В состав молекулы входит от 42 до 61 остатка аминокислот, соединенных в одну цепочку. Молекулярный вес кардиотоксина составляет 6000-7000. В аминокислотном составе преобладают гидрофильные основные аминокислоты, хотя, в отличие от нейротоксинов, имеются и остатки гидрофобных аминокислот, восемь остатков цистеина образуют 4 дисульфидные связи, участвующие в образовании активной конформации молекулы (Yimenz–Rovvas, 1970; Karlsson, 1973; Hider, 1982;). 

Показано, что глюкозаминогликан связывается с кардиотоксином из яда кобры с особой специфичностью, вызывая структурную перестройку белка. Гепарин и гепарансульфат в физиологических условиях связываются с кардиотоксином, усиливая мембранолитическую активность кардиотоксина (Himatkumar et al., 1997).

Прямой гемолитический фактор изменяет структуру мембраны эритроцитов и подготавливает их к воздействию фосфолипазы А. Лизолецитин плазмы крови, образующийся в результате воздействия фосфолипазы А на лецитин плазмы, вызывает сфероцитоз эритроцитов вследствие изменения пространственной ориентации фосфолипидов их мембраны (Ихолэ, 1980; Хамудханова, 1980; Yzard, 1969; Lee, 1970; Lonvеr,  l974).
Методом хроматографии на SP-сефадексе C-25 из яда кобры Naja naja atra были выделены 2 фракции, MT-I и MT-II (мембранные токсины), и очищены до гомогенного состояния. В состав каждой фракции входило 60 аминокислотныхтных остатков. Молекулярная масса фракций составила около 10 и 6000-7000 Д, соответствено. Показано, что MT-I и MT-II незначительно стимулировали лизис эритроцитов, но значительно усиливали гемолитический эффект фосфолипазы A2. Чувствительность эритроцитов животных к действию токсина снижалась в ряду: морская свинка>человек>кролик>крыса. В опытах на изолированной мышце цыпленка показано, что токсин вызывал деполяризацию мышечных клеток. Обнаружена положительная корреляция между гидрофобностью токсинов и их ингибиторным воздействием на протеинкиназу C (Wang Wan-Yu et al., 1998).

Кроме токсинов в яде элапид присутствуют и другие белковые компоненты, обладающие выраженной биологической активностью. В первую очередь сюда относятся ферменты, из которых ведущую роль в обеспечении токсического действия играют гиалуронидаза,  ацетилхолинэстераза и фосфолипаза. Для ядов змей сем. Elapidae специфическими являются ацетилхолинэстераза, щелочная фосфатаза и кислая фосфатаза (Орлов, Гелашвили, 1985).
Гиалуронидаза является термостабильным белком, однако при нагревании до 54°С в течение 60 минут фермент инактивируется. Оптимум рН для гиалуронидазы среднеазиатской кобры равен 6,0. Гиалуронидаза катализирует гидролиз связи между остатками 2-ацетоамидо-2-дезокси-Д-глюкозы и Д-глюкуроната в гиалуроновой кислоте. Известно, что глюкуронат является компонентом основного вещества соединительной ткани, представляя собой своеобразный  «цемент», заполняющий межклеточное пространство. В связи с физиологической ролью гиалуроновой кислоты становится понятной и та роль, которую отводят гиалуронидазе в развитии интегральной картины отравления (Бердыева, 1972,1974, 1990). Кроме гиалуронидазы в феномене распространения может принимать участие гистамин. Известно, что гистамин образует с гепарином гистамин-гепаринатные комплексы. В свою очередь связывание гепарина в определённой степени снижает анактивирующее действие последнего на гиалуронидазу (Сахибов, 1972; Султанов,1977). 

Фосфолипаза А2 гидролизует природные и синтетические лецитины, фосфатидилсерин, фосфатидиэтаноламин, отщепляя жирные кислоты с образованием лизолетицина. Ионы кальция активируют фермент, причём необходимая для активации концентрация кальция зависит от количества субстрата (Мещерякова, 1982; Батыров, 1990; Condrea, 1965). Медь, цинк, барий тормозят активность, возможно конкурируя с кальцием за активный центр молекулы фермента (Cоndrea, 1965). Тормозящее действие на фосфолипазу А2 оказывают и жирные кислоты. В кислой среде фосфолипаза А устойчива к нагреванию, однако, термостабильность падает при увеличении рН свыше 7,0 (Мельниченко, 1977; Соndrea, 1965). 

Вопрос о точке приложения фосфолипазы А2 в молекуле фосфолипидов до конца не ясен. Имеются данные, что фермент отщепляет жирные кислоты в α- положении, в то же время, по мнению других авторов, фосфолипаза атакует кислоты, независимо от их природы (Кондрашевская, 1981; Сахибов, 1972; Джамалова и др., 2002; Condrea; 1965; Lee, 1956; Vries ,1961; Reid, 1979;).

Показано, что яды среднеазиатских змей (гюрзы, эфы, щитомордника, кобры), а также фосфолипаза А2 из яда кобры усиливают процессы перекисного окисления липидов в тромбоцитах. Вероятно, это происходит за счет стимуляции неферментативного свободнорадикального процесса окисления липидов, так как антиоксидант ионол в значительной степени ингибирует этот эффект. Установлено, что яды щитомордника и гюрзы приводят к уплотнению мембраны тромбоцитов, о чем свидетельствует снижение отношения полиненасыщенных жирных кислот к насыщенным (Калмыкова  и др., 1997).
Ацетилхолиноэстераза. Значение ацетилхолиноэстеразы (АХЭ) в обеспечении токсичности яда резко снижается в связи с присутствием в последнем ингибитора АХЭ, необратимо тормозящего её активность (Chang, 1955; Lee, 1956). Эта анти - АХЭ активность не связана с протеолитическими ферментами. Во-первых, в ядах элапид не обнаружено протеолитической активности, во-вторых, анти-АХЭ активность в отличие от протеолитической, зависит от содержания цинка (Kumar 1973). Мнения о химической природе ингибитора АХЭ противоречивы. По данным одних авторов (Kumar, 1973) - это крупномолекулярное соединение (мол. масса около 100.000). С другой стороны, выдвигается точка зрения об идентичности ингибитора АХЭ и кардиотоксина яда кобры (Lee, 1980). 

Фосфатазы яда элапид гидролизуют монополинуклеотиды и делятся на несколько основных групп: фосфомоноэстеразы, фосфодиэстеразы и пирофосфатазы (Сахибов и др., 1972).

К первой группе относятся неспецифическая щелочная фосфомоноэстераза, отщепляющая 3-фосфат от молекул олигонуклеотидов. Фермент малоспецифичен и одинаково легко гидролизует различные субстраты: 3-АМФ, 5-АМФ, рибоза-5-фосфат. Оптимум рН лежит в интервале 8,6-9,5, активируется энзим ионами кальция и магния. Другим ферментом, относящимся к этой группе, является 5-нуклеотидаза. Фермент высокоспецифичен и отщепляет от рибазы остаток фосфорной кислоты, находящейся в положении 5, и совершенно неактивен к 2 или 3-нуклеотидам. Оптимум рН для нуклеотидазы, полученной из разных ядов кобр, колеблется от 6,4 до 9,0 , однако для высокоочищенных препаратов рН сдвинут в щелочную сторону. Двухвалентные металлы активируют фермент, тогда как цистеин ингибирует его активность.

Фосфоэстеразы катализируют гидролитическое расщепление эфирных связей между остатками ортофосфорной кислоты, в результате чего возникают фосфомоноэфир и спирт. В ядах элапид обнаружены фосфодиэстеразы с разной степенью специфичности в отношении гидролиза ДНК и РНК (Сахибов и др., 1972).

Пирофосфатор яда (АТФ-аза, НАД-аза) гидролизуют соответственно аденозинтрифосфат и никотинамид динуклеотид. Существует мнение, что пирофосфатазная активность яда может быть обусловлена присутствием в нем фосфодиэстеразы.

Яд кобры обладает способностью подавлять дыхание, и интоксикация им приводит к нарушению нормального течения окислительно-восстановительных процессов в клетках тканей. При этом происходит подавление дыхания и разобщение процессов окислительного фосфорелированя митохондрий. Яд вызывает набухание митохондрий с нарушением структуры сопрягающей мембраны (Бердыева, 1990).

Яд элапид обладает антикоагулирующим действием. Он замедляет свертывание крови, что связывают с торможением образования тромбопластина, а также фибриногенолитической и фибринолитической активностью яда (Орлов, Гелашвили, 1985).

2.2.2. Яд щитомордника

Род щитомордник (Agkistrodon) относится к семейству ямкоголовых змей (Crotalidae). По токсичности яд щитомордника не уступает ядам степной и обыкновенной гадюк, хотя менее ядовит, чем яд кобры. По данным Я. Д. Давлятова (1985) яд щитомордника относится к гематотропным ядам, ярко выраженной особенностью которых является способность провоцировать тромбообразование в кровеносных сосудах. 
Впервые в 1938 году был получен в кристаллическом виде нейротоксический компонент яда южно-американской гремучей змеи - кротоксин (Slotta, 1938). Выделенный протеин с молекулярной массой 30000 и изоэлектрической точкой при рН  4,7 составлял около 50% массы сухого яда, обладал 75% общей токсичности и по различным физико-химическим критериям представлялся гомогенным образованием (Fronencel – Conreet, 1956; Slotta, 1938). Однако позднее были получены данные, свидетельствующие о химической гетерогенности кротоксина (Hendon, 1971).  Кротоксин представляет собой естественный комплекс, по меньшей мере, двух противоположно заряженных белковых компонентов, удерживающихся вместе на основе кислотно-щелочного равновесия. Хроматографией на КМ - целлюлозе (Давлятов, 1986) кротоксин был разделён на две большие и несколько мелких фракций. В качестве одного из главных компонентов была описана щелочная фосфолипаза А2, со сравнительно низкой токсичностью для мышей (Rübsamen, 1971). 

Вторая большая фракция была представлена кислым белком, лишенным токсичности и фосфолипазной активности. При рекомбинации компонентов токсичность фосфолипазы увеличивается примерно в 12 раз при внутривенном и в1000 раз при подкожном введении. Таким образом, была подмечена уникальная способность кислого белка кротоксинового комплекса, которая выражалась в потенцировании in vivo  токсичности фосфолипазы А2 и торможение in  vitro ее ферментативной активности (Rübsamen, 1971).

При сравнительном изучении биологической активности ядов щитомордников трех видов и пяти других родственных видов из трибы Agkistrodontini в образцах были выявлены геморрагические, прокоагулянтные и антикоагулянтные свойства, а также активность фосфодиэстеразы, щелочной фосфомоноэстеразы, 5’-нуклеотидазы, гиалуронидазы, фосфолипазы А, L-аминокислотной оксидазы и протеазы (Tan, Ponnudurai, 1990). Исследователи выяснили, что межвидовые различия в биологической активности ядов, особенно в фосфодиэстеразной, аргинин-эстеразной и антикоагулянтной активности, могут служить для дифференциации видов. Яды А. piscivorus и А. contortrix не отличались значительно по своей биологической активности.

При изучении эффектов яда щитомордника Agkistrodon piscivorus на микроциркуляцию крыс (Almeida et al., 1977) выяснили, что яд вызывает переполнение, гемолиз и повышение проницаемости сосудов, а также геморрагию и тромбоз. Электронно-микроскопические исследования выявили мезотелиальные и эпителиальные повреждения в легких и ранние воспалительные реакции в сосудах семенников. Во всех сосудах отмечалась фрагментация эритроцитов, а также дегенерация эндотелия и дезинтеграция капилляров. 

При изучении ядов щитомордников A. p. piscivorus и A. c. contortrix  S. S. Bajwa et al. (1982) выявили фибринолитическую, но не тромбино-подобную активность. При разделении на сефадексе G-100 из яда A. p. piscivorus была выделена одна фракция с фибринолитической активностью и молекулярным весом 34000. В яде A. c. contortrix  были выявлены фракции с тромбино-подобной и фибринолитической активностью, с молекулярным весом 73000 и 25000 соответственно. В цельных ядах и их фракциях не было выявлено плазминоген активирующей активности.
 В последствии B. S. Hahn et al. (1995) выделили из яда Agkistrodon p. piscivorus два фибринолитическиз энзима, названных писцивораза 1 и 2. Молекулярный вес этих протеаз 23400 и 29000 Д соответственно. Писцивораза 1 эффективно расщепляла Аα и Вβ цепи фибриногена, а писцивораза 2 активно гидролизовала Аα цепь и более медленно Вβ цепь. Эти фибринолитические ферменты активировались ионами Са2+, Mg2+ и Ba2+, но ингибировались в присутствии Zn2+, Cu2+ и Mn2+, а также цистеином и хелаторами металлов. Эти ферменты не были активны по отношению к специфическим хромогенным субстратам тромбина, плазмина и калликреина. T. Nikai et al. (1988) выделили из яда Agkistrodon p. piscivorus β-фибриногеназу, гликопротеин с молекулярным весом около 33500, обладающий кинин-высвобождающей активностью. Выход фермента при очистке составил 2.5 мг на 1 мг цельного яда. Эксперименты позволяют предположить участие серина в каталитической активности фермента (Nikai et al., 1988).

Яды змей и их компоненты все шире применяют для лечения заболеваний сосудов. L. G. Sun et al. (1990) изучали действие фракций яда щитомордника на атеросклероз у японских перепелов. Яд Agkistrodon halys был разделен хроматографическим методом, и полученные фракции вводились внутривенно, через день, в течение 7 недель перепелам с атеросклерозом аорты, вызванным рационом с высоким содержанием холестерина. Результаты исследования показали, что, хотя не наблюдалось регрессии атеросклероза, у животных отмечалось снижение сывороточного холестерина и пролонгирование времени образования кровяного сгустка в результате лечения одной из фракций яда. Эта фракция содержала два главных белковых компонента, один из которых обладал аргинин-эстеразной активностью. 

При изучении геморрагической активности змеиных ядов семи представителей рода Agkistrodon выяснили, что все эти яды содержат геморрагические токсины, часть из которых оказалась устойчива к нагреванию (100ºС, 5 мин). Яд Agkistrodon p. piscivorus был наиболее активен. Кроме того, все эти яды обладали протеолитической активностью, которая также частично сохранялась при нагревании (Ownby et al., 1994).

B. S. Hanh et al. (1996) выделили из яда Agkistrodon caliginosus тромбино-подобный энзим, названный калобином. Позже те же исследователи выделили вторую тромбино-подобную протеазу, которая оказалась сериновой протеазой с молекулярным весом 41000 и слабой фибринолитической активностью. Этот фермент продуцировал из фибриногена фибрин и также обладал аргинин эстеразной активностью. N-концевая последовательность фермента полностью совпадает с последовательностью калобина и высоко гомологична некоторым другим тромбино-подобным энзимам (Cho et al., 2001).

Y. Komori et al. (1999) выделили лектин из яда щитомордника Agkistrodon piscivorus piscivorus и определили его первичную структуру. Это оказался гомодимерный протеин, связанный дисульфидными мостиками, состоящий из мономеров с молекулярной массой 16200. Эритроциты человека и кролика подвергались агглютинации лектином, причем его активность зависела от кальция. Галактоза, лактоза, рамноза и ЭДТА сильно ингибировали гемагглютинацию, вызванную лектином. Первичная последовательность этого белка оказалась высоко гомологичной лектинам и белкам, связывающим тромбоцитарный гликопротеин Ib, из других змеиных ядов. Этот белок, по-видимому, относится к семейству β-галактозид-связывающих лектинов С-типа (Komori et al., 1999).

Апплагин, сильный ингибитор агрегации кровяных пластинок, был получен из яда Agkistrodon p. piscivorus (Chao et al., 1989). Протеин состоит из 71 аминокислотного остатка, богат цистеином; это димер, связанный дисульфидными мостиками. Он содержит последовательность, распознаваемую тромбоцитарным гликопротеином IIb/IIIa, в позиции 50-52 (Арг-Гли-Асп) и имеет высокую гомологию с другими дезинтегринами змеиных ядов, такими как эхистатин из яда эфы. Апплагин блокирует агрегацию тромбоцитов, вызванную АДФ, коллагеном, тромбином и арахидоновой кислотой. Показано, что это ингибирование связано с ингибированием образования тромбоксана А2 и высвобождения серотонина из плотных гранул. 

 Кроме того, димерный дезинтегрин, названный писцивостатин, был выделен из яда Agkistrodon p. Piscivorus. Молекула состоит из двух цепей, обозначенных как α и β цепи, состоящих соответственно из 65 и 68 аминокислотных остатков и включающих RGD и KGD последовательности. Писцивостатин имеет два мотива, распознаваемых тромбоцитарным гликопротеином IIb/IIIa. Исследования показали, что писцивостатин проявляет две противоположние активности, действуя как ингибитор агрегации тромбоцитов и диссоциации агрегатов тромбоцитов (Okuda, Morita, 2001).

Фракция F, полученная и яда щитомордника Agkistrodon p. piscivorus, представляет собой декапептид, модулирующий действие брадикинина на сокращение гладких мышц. Этот пептид не влиял на депрессорный эффект брадикинина, но усиливал его действие на изолированную подвздошную кишку морской свинки и пролонгировал время релаксации изолированной двенадцатиперстной кишки крысы. Кроме того, эта фракция ингибировала превращение ангиотензина I в ангиотензин II in vitro (Ferreira et al., 1995).

При изучении гиалуронидазной активности ядов 19 змей из трех семейств (Elapidae, Viperida и Crotalidae) наибольшее содержание этого фермента K. Kudo и A. T. Tu (2001) нашли в яде щитомордника (Agkistrodon contortrix contortrix). Очищенная гиалуронидаза имеет молекулярную массу около 60 кДа. Этот фермент оказался специфичным против гиалуроновой кислоты и не гидролизовал другие полисахариды (хондроитин, хондроитин сульфаты и гепарин). Он оказался эндогликозидазой, без экзогликозидазной активности, большая часть продуктов гидролиза гиалуроната были гекса- и тетрасахариды с N-ацетилглюкозамином на конце; точкой приложения были β-1,4, но не β-1,3 гликозидные связи (Kudo, Tu, 2001)

Фосфолипаза А2 из яда щитомордника Agkistrodon piscivorus piscivorus является одним из наиболее хорошо изученных ферментов змеиных ядов. Показано, что основная мономерная фосфолипаза А2 подвергается Са2+-зависимому аутокаталитическому ацилированию в процессе гидролиза как модельных, так и природных фосфолипидных субстратов. Ацилирование имеет место в позиции Лиз-7 и Лиз-10, в N-концевом сегменте α-спирали энзима, после чего диацилфосфолипаза в растворе становится димером. Ацилирование позволяет ферменту преодолеть период задержки, наблюдаемый в этих условиях у мономерных фосфолипаз, но не отмеченный у димерной фосфолипазы А2 из яда Crotalus atrox, и значительно увеличить скорость гидролиза агрегированных фосфолипидов (Cho et al., 1988).

 Кроме того, в яде присутствует изоформа фосфолипазы А2, в которой остаток Асп-49 замещен на лизин. Это замещение изменяет последовательность связывания Са2+, служащего ко-фактором, и фосфолипидного субстрата при образовании каталитического комплекса. Определение аминокислотной последовательности Лиз-49 фосфолипазы А2 выявило ее высокую гомологию обычной фосфолипазе Асп-49. У этих белков наблюдается одинаковый паттерн 14-ти цистеиновых остатков, консервативные гидрофобные участки, окружающие активный центр и остатков Асп-99 и Гис-48, которые участвуют в каталитической реакции (Maraganore, Heinrikson, 1986). 

Тем не менее, свойства этих ферментов существенно отличаются. Так, показано, что скорость реакции, катализируемой фосфолипазой Лиз-49, и летальность при внутрижелудочковом введении составляет менее 3%, антикоагулянтная активность около 4%, а летальность при внутривенном введении – примерно 20% по сравнению с фосфолипазой Асп-49. Оба фермента имеют очень маленькую прямую гемолитическую активность. Однако обе фосфолипазы примерно равны по силе действия на нервно-мышечный диафрагмальный препарат и изолированную полоску желудочка сердца (Dhillon et al., 1987). 

При действии на сердце и нервно-мышечный препарат фосфолипаза Асп-49 гидролизовала фосфатидилхолин и фосфатидилэтаноламин, тогда как с фосфолипазой Лиз-49 гидролиза фосфолипидов не наблюдалось. Выяснилось, что присутствие аспартата-49 в активном центре фосфолипазы А2 существенно для ее каталитического действия. Замещение Асп-49 на лизин сильно снижало связывание Са2+ и сродство к субстратным аналогам. Тщательная очистка фосфолипазы Лиз-49 из Agkistrodon piscivorus piscivorus и исследование ее свойств позволили сделать вывод об отсутствии фосфолипазной активности у этой изоформы (Berg et al., 1988).

 В последние годы было выяснено, что лиз-49 фосфолипаза А2 из яда Agkistrodon piscivorus piscivorus и других змей семейства Crotalidae оказывает свое миотоксическое действие по принципиально иному молекулярному механизму. Короткая катион-гидрофобная последовательность (115-129) вблизи С-конца фосфолипазы Лиз-49, которая отличается от таковой фосфолипазы Асп-49, (KKYKAYFKLKCKK) отвечает за ее мембрано-повреждающие свойства и способность лизировать клетки скелетной мускулатуры в культуре(Núñez et al., 2001).

В яде трех видов щитомордников (Agkistrodon contortrix contortrix, Agkistrodon contortrix mokasen, Agkistrodon piscivorus piscivorus) и других змей семейства Crotalidae было найдено высокое содержание цитрата. Цитратные соли кальция, магния, цинка, железа, натрия и калия могут входить в состав яда и служат эффективным буфером (Frietas et al., 1992).

2.2.3. Яд гюрзы

Яд среднеазиатской гюрзы (Vipera lebetina) относится к типичным гематотоксическим ядам с высоким содержанием протеолитических ферментов различной субстратной специфичности. В то же время в яде присутствуют нейротоксические компоненты, обладающие высокой активностью и в целом ряде случаев обеспечивающие летальный эффект ядов. Присутствие в яде токсинов, обладающих как нейротропными и кардиотропными, так и энзиматическими  свойствами, обусловливает развитие цепи сопряженных и взаимно связанных патологических процессов. В яде гюрзы обнаружены такие ферменты, как гиалуронидаза, фосфолипаза А, 5-нуклеотидаза, фосфодиэстераза, дезоксирибонуклеаза, рибонуклеаза, аденозинтрифосфатаза, нуклеотидпирофосфатаза, экзопептидаза (Кадыров, 1987). 

При отравлении ядом гюрзы отмечается диссоциация белково-полисахаридных комплексов основного вещества соединительной ткани стенки сосудов и периваскулярного пространства, деполимеризация кислых мукополисахаридов. Яд гюрзы вызывает дистрофические изменения всех слоев сосудистой стенки, вакуолизацию протоплазмы, полиморфизм и дистрофию ядер, пролиферацию эндотелия. Внутренняя эластическая мембрана находится в состоянии гиперэластоза, неравномерно повышенной складчатости, наружная эластическая мембрана расщеплена, разволокнена, с элементами разрывов. Отмечается значительное нарушение лимфообращения (Бердыева, 1990).

Яд среднеазиатской гюрзы вызывает выраженные морфофункциональные изменения в эндокринных железах, проявляющиеся прогрессирующими вазомоторными и деструктивными нарушениями в паренхиме с последующим отеком стенки сосудов, соединительной ткани и ультраструктурными изменениями клеток, степень выраженности которых зависит от дозы яда и продолжительности его действия. Значительному изменению при этом подвергаются митохондрии (набухание и разрушение крист с резким просветлением матрикса), наблюдается дегрануляция зернистого эндоплазматического ретикулума и атрофия пластинчатого комплекса (Кадыров, 1984).

Нативный яд среднеазиатской гюрзы в больших дозах приводит к уменьшению числа иммунокомпетентных клеток в селезенке неиммунизированных животных. Терапевтические дозы яда гюрзы, напротив, способствуют увеличению количества антителообразующих клеток (Касенов, 1977).

В последние годы было выделено и охарактеризовано множество протеолитических ферментов из яда гюрзы, у многих расшифрована аминокислотная последовательность. Они отличаются молекулярной массой, субстратной специфичностью, оптимумом рН и изоэлектрической точкой, термостабильностью. Часть из них являются сериновыми протеазами, а часть – металлопротеиназами. Например, сериновая протеаза из яда гюрзы с молекулярной массой 37000±2000 и рНopt=9 обладала брадикинин-высвобождающей активностью (Siigur et al., 1991, 1998). 

Две сериновые фибриногеназы, выделенные из яда гюрзы, имеют гомологичную N-концевую последовательность, но отличаются по субстратной специфичности, молекулярной массе и другим свойствам. β-фибриногеназа, гликопротеин с молекулярным весом 52500, расщепляет в первую очередь Вβ цепь фибриногена, а уже затем Аα цепь; обладает аргинин-эстеразной активностью (Siigur et al., 1991). α-фибриногеназа не способна гидролизовать эфиры аргинина, но разрушает α-цепь фибриногена, нарушая его свертывание тромбином (Samel et al., 2002).

 Антикоагулянтная протеиназа, лебетаза, включающая несколько изоформ, гидролизует казеин, фибриноген и фибрин путем гидролиза α и β цепей, а также окисленную В-цепь инсулина. Ее молекулярная масса около 23 кДа, фермент содержит цистеиновые мостики, необходимые для поддержания структуры. Фибринолитическая активность лебетазы прямая, без активации плазминогена (Siigur, Siigur, 1991). 

Этот фермент является металлоэнзимом и содержит 1 моль Zn2+ и 1 моль Са2+ на моль белка. Ионы Cd2+, Cu2+  и Со2+ ингибировали фибринолитическую и казеинолитическую активность лебетазы. Лебетаза ингибировала агрегацию тромбоцитов, вызванную АДФ (Siigur J. et al., 1998). α2-макроглобулин из плазмы человека расщепляется лебетазой с образованием фрагментов с молекулярной массой около 90 кДа, образующих ковалентный комплекс с  ферментом, при этом фибринолитическое действие лебетазы ингибируется (Saidi et al., 1999). В дальнейшем выяснили, что лебетаза обладает широкой субстратной специфичностью, в частности, против многих биологически активных пептидов, например, субстанции Р (Trummal et al., 2000). 

Сходная по свойствам фибриногеназа с содержанием в цельном яде около 7-8%, выделенная из яда гюрзы, является гликопротеином с молекулярной массой 26000±1000. Этот фермент гидролизует В- цепь и А-цепь фибриногена, а также фибрин и казеин. Фибриногеназа активировалась ионами Са2+ и Mg2+. В дозе 100 мкг/мышь фермент не оказывал токсического и геморрагического действия (Gasmi et al., 1991). Этот фермент не оказывал действия на очищенный фактор Х, протромбин и протеин С. Сильная тромболитическая активность фермента отличалась от эффекта плазмина и не зависела от активаторов плазминогена (Gasmi et al., 1997).

Активатор фактора V был выделен из яда гюрзы, он представляет собой одноцепочечный гликопротеин с молекулярной массой 28.4 кДа, его активность угнеталась ингибитором сериновых протеиназ (Siigur et al., 1998).

A. Gasmi et al. (1994) выделили из яда гюрзы белок, не влияющий на коагуляцию крови, но уменьшающий гемолитическую активность человеческой сыворотки, измеренную для классического и альтернативного пути. Авторы частично объясняют утерю активности комплемента протеолитическим расщеплением α цепи С3 и С4. E. Siigur et al. (1985) изолировали из яда гюрзы фактор роста нервов, – гликопротеин с молекулярной массой 32500 и слабой аргинин-эстеразной активностью.

В работах многих авторов показано увеличение проницаемости сосудов при интоксикации ядом гюрзы (Орлов, Вальцева, 1977). Был выделен белок, повышающий проницаемость капилляров, который содержится в цельном яде в количестве примерно 0.2%. Он обладает активностью аргинин-эстеразы и фосфолипазы А2; его N-концевая аминокислотная последовательность показывает значительное сходство с фактором роста сосудистого эндотелия и тромбоцит-высвобождающим фактором роста (Gasmi et al., 2000).

Гетеродимерный дезинтегрин, названный лебеин, был выделен из цельного яда гюрзы. Каждая субъединица содержит 64 аминокислотных остатка с 10 цистеинами и RGD-сайтом на концевой части молекулы. Белок обладает сильным ингибирующим действием на АДФ-индуцируемую агрегацию тромбоцитов плазмы человека (Gasmi et al., 2001). 

Две группы полипептидов, лебетины 1 и 2, ингибирующие агрегацию тромбоцитов, были выделены из яда гюрзы. Лебетин 1 – пептид, богатый пролином и лизином, содержит 12-13 аминокислотных остатков, его последовательность идентична N-концевой последовательности лебетина 2, содержащего 37-38 аминокислотных остатков. Лебетины ингибировали агрегацию тромбоцитов, индуцируемую тромбином и коллагеном. В опытах in vivo внутривенное введение лебетинов сильно ингибировало коллаген-индуцируемую тромбоцитопению крыс (Barbouche et al., 1996; 1998).

Многие авторы высказывают надежды, что вышеупомянутые вещества из яда гюрзы могут быть использованы для изучения физиологических механизмов свертывающей и противосвертывающей систем крови, а также для получения новых эффективных лекарств на основе зоотоксинов.

2.2.4. Яд эфы
Среди ядов гадюковых змей яд эфы (Echis) известен как один из самых токсичных, с наиболее ярко выраженным геморрагическим эффектом. Он резко понижает уровень фибриногена в крови, что вызывает обильные кровотечения в районе укуса, из слизистых оболочек глаз, носа и рта. Кровоизлияния во внутренние органы тоже имеют резко выраженный характер. Большинство автров отмечают, что укусы эфы представляют собой серьезную проблему для здоровья людей с возможностью летального исхода (Pugh, Theakston, 1987)

 Исследователи отмечают, что гетерогенность ядов эфы, полученных из разных источников, очень велика, что может вызвать противоречия при биохимическом и физиологическом тестировании (Schaeffer, 1987). 

R. C. Schaeffer et al. (1986) отмечают, что большие дозы яда эфы вызывают быструю диссеминированную внутрисосудистую коагуляцию in vivo вследствие активации протромбина. При инъекции яда Echis carinatus собакам у них отмечались гемолиз, тромбоцитопения и лейкопения. Уровень фибриногена быстро падал, и в крови появлялись продукты деградации фибрина и фибриногена. У затравленных животных отмечалось резкое снижение активности фактора коагуляции VIII, тогда как уровень факторов X и VII достоверно не изменялся. Ингибитор тромбина частично предотвращал указанные нарушения. Напротив, гепарин был не способен служить антагонистом тромбина, высвобождаемого ядом эфы, in vitro.

С. Н. Ouyang et al. (1985) выделии и очистили из яда эфы прокоагулянт, индуцирующий агрегацию тромбоцитов, и ингибитор агрегации. Индуктор агрегации представлял собой гликопротеин с прокоагулянтной активностью, в 10-12 раз превышающей активность чистого яда. Он обладал протеиназной и амидазной, но не эстеразной активностью. Молекулярный вес его 16000, содержание нейтрального сахара 8.7%. Ингибитор активации содержал единственную пептидную цепь с молекулярным весом 6800 и содержанием нейтрального сахара 22.1%. Он не обладал никакой ферментативной активностью цельного яда. Гепарин или гирудин полностью подавляли агрегацию отмытых тромбоцитов кролика, вызванную индуктором яда. Фибриноген был полным антагонистом ингибитора яда при агрегации, вызванной коллагеном. Дальнейшие исследования позволили сделать вывод, что индуктор яда вызывает агрегацию тромбоцитов непрямым способом, преобразуя протромбин в тромбин, тогда как ингибитор яда подавлял агрегацию тромбоцитов, влияя на взаимодействие между фибриногеном и тромбоцитами (Teng et al., 1985).

Фосфолипаза А2, очищенная из яда эфы (Echis carinatus), представляет собой основной белок с молекулярным весом 14000. Она вызывала явления нейротоксичности и эдемы у мышей, при в/б введении LD50 соответствовала 5 мг/кг. Белок не обладал прямой гемолитической, миотоксической, цитотоксической и антикоагулянтной активностью. Поликлональные антитела кролика, изготовленные против этой фосфолипазы А2, ингибировали дозозависимо ферментативную активность in vitro, но не могли нейтрализовать ее токсическое действие на экспериментальных животных (Kemparaju et al., 1994). Другая фосфолипаза А2, находящаяся в комплексе с другим белком, была выделена и очищена из яда эфы. Молекулярный вес этих двух компонентов 16 и 14 кДа соответственно (Nagpal et al., 1999).

Эхистатин, изолированный из яда эфы, принадлежит к семейству дезинтегринов, низкомолекулярных пептидов, богатых цистеином и содержащих RGD-последовательность. Эхистатин является сильным ингибитором фибриноген-зависимой агрегации тромбоцитов. Было выяснено, что эхистатин связывается с тромбоцитарным гликопротеиновым комплексом IIb/IIIa с участием RGD-последовательности и ингибирует секрецию и синтез тромбоцитами тромбоксана А2, индуцируемые АДФ, коллагеном и человеческим гамма-тромбином (Savage et al., 1990). Дисульфидные мостики в эхистатине находятся между цистеинами в позициях 2 и 11, 7 и 32, 8 и 37 и 20 и 39 (Calvete et al., 1992; Bauer et al., 1993). 

Эхицетин, белок, изолированный из яда эфы (Echis carinatus), специфично ингибирует агглютинацию фиксированных тромбоцитов, вызванную некоторыми агонистами тромбоцитарного гликопротеина Ib, такими как фактор Виллебранда и альбоагрегины. В отличие от альбоагрегинов, эхицетин связывался с гликопротеином Ib, но не вызывал агглютинацию отмытых или фиксированных тромбоцитов. В отличие от дезинтегринов, он не блокировал АДФ-индуцированную агрегацию тромбоцитов в присутствии фибриногена. Связывание 125I-эхицетина с фиксированными тромбоцитами характеризовалось высоким сродством и селективно ингибировалось моноклональными антителами к N-концевому домену тромбоцитарного гликопротеина Ib, но не к другим его регионам. Эхицетин значительно пролонгирует время кровотечения у мышей. По-видимому, он может ингибировать связывание фактора Виллебранда с гликопротеином Ib in vivo так же, как и in vitro (Peng et al., 1993).

 Эхицетин является димером, состоящим из α и β субъединиц. β субъединица эхицетина, содержащая 123 аминокислотных остатка, включая 7 цистеинов, в значительной степени обеспечивает биологическую активность эхицетина, в частности, сильное ингибирование связывания фактора Виллебранда и тромбина с гликопротеином Ib (Peng et al., 1994). Аминокислотная последовательность α и β субъединиц позволяет отнести их к семейству белков-лектинов С-типа из змеиных ядов (Polgár et al., 1997). К этому же семейству относится белок из яда эфы (Echis carinatus leucogaster), связывающий факторы коагуляции IX и X. Этот белок связывает факторы IX и X в присутствии Са2+ и не обладает тромбин-ингибиторным и тромбоцит-агрегирующим действием. При добавлении Mg2+ требуемая концентрация Са2+ для связывания белка с факторами IX и X заметно уменьшалась, а сродство фактора Х к белку яда увеличивалось. Этот белок является гетеродимером, субъединицы которого содержат 131 и 125 аминокислотных остатков. Эксперименты показали лектин-подобный механизм его действия (Chen, Tsai, 1996).

Яд эфы содержит металлопротеазу экарин, являющийся сильным активатором протромбина. Кроме того, яд богат другим ферментом-активатором протромбина, названным каринактиваза-1 (Yamada et al., 1996). Каринактиваза-1 состоит из двух субъединиц, объединенных вместе нековалентно, но очень плотно. Одна субъединица – полипептид, 62 кДа, обладающий металлопротеиназной активностью, гомологичен одноцепочечному ферменту экарину, другая субъединица, 25 кДа, содержит два дисульфидно связанных полипептида 17 и 14 кДа, эта субъединица сходна с антикоагулянтом того же яда, который специфически связывает Gla домены факторов коагуляции IX и X в присутствии Са2+. Экарин действует независимо от ионов кальция, тогда как активация протромбина каринактивазой-1 требует присутствия Са2+ в миллимолярной концентрации. На основе своих экспериментов авторы делают вывод об уникальном механизме активации протромбина каринактивазой-1: фермент первично узнает Са2+-связанную конформацию Gla домена в протромбине через 25 кДа-регуляторную субъединицу, а последовательное преобразование протромбина в активный тромбин катализируется 62 кДа-каталитической субъединицей (Yamada et al., 1996).

В 1996 г. рядом авторов было показано, что в состав яда эфы многочешуйчатой (Echis carinatus multisquamatus) входит активатор протромбина – экамулин. По своему действию на протромбин он сходен с экарином - активатором протромбина из яда пилочешуйчатой эфы (Echis carinatus), однако по физико-химическим свойствам значительно отличается от последнего. Экамулин является металлопротеиназой, содержащей 1 моль цинка на 1 моль белка. Молекулярная масса экамулина 93000. Экамулин проявляет слабую фибриногенолитическую активность, но не обладает казеинолитической или фибринолитической активностью (Соловьев и др., 1996). 
2.2.5. Физиологическое действие змеиных ядов

Экспериментальные данные о влиянии ядов змей на морфологический  состав крови весьма противоречивы. В работах одних авторов сообщается об увеличении содержания эритроцитов и гемоглобина после введения ядов кобры, гюрзы, гадюки, щитомордника (Бердыева, 1972, 1990), других - о развитии анемии (Баркаган,1960; Каримов ,1976).

Введение в организм ядов большинства гадюковых и некоторых гремучих змей оказывает на кровь двухфазное действие: вначале вызывает внутрисосудистое свёртывание, затем на длительное время кровь может терять способность к свёртыванию (Баркаган, 1960; Якунин, 1967; Бердыева, 1972, 1990; Agassian et al, 1997; Berdyeva, Altunyan, 1997).

В механизме действия змеиных ядов на организм большое значение имеет их влияние на проницаемость кровеносных сосудов (Бердыева, 1972,1974).

Увеличение времени свёртывания крови при введении яда кобры обусловлено снижением активности факторов - прокоагулянтов, угнетением способности кровяных пластинок к агрегации, повышением фибринолитической активности крови (Омаров, 1980). 

В результате клинических исследований были выявлены серьёзные нарушения в деятельности сердца при укусах змеями: синусовая тахикардия, экстрасистолия, нарушения внутрижелудочковой проводимости и поражение сократительного миокарда. Морфологические и гистологические исследования животных, отравленных нейротоксинными ядами, также свидетельствовали о сильном поражении сердца (Орлов, Вальцева, 1977).

В настоящее время наиболее изучен механизм нарушения возбуждения в мионевральном синапсе под влиянием змеиных ядов (Орлов, 1970). В литературе имеются указания на блокирование змеиными ядами процессов возбуждения в межнейронных синапсах вегетативной нервной системы (Хомутов, 1995).

Таким образом, при введении летальных и сублетальных доз змеиных ядов экспериментальным животным наряду с местными симптомами поражения на первый план выступают признаки системного отравления. Среди основных факторов, могущих привести к развитию шока и летального исхода, следует отнести следующие: угнетение функции ЦНС (Вальцева, 1977; Калюжный ,1980; Тюкина, 1980; Парин, 1984), аутофармакологические реакции (Аминова, 1990; Романова, 1990), дисбаланс электролитов (Вальцева и др., 1980; Бердыева,1986. 1990), нарушение функции дыхания и газообмена (Бердыева, 1980),  морфологические изменения эндокринной системы (Кадыров, 1982,1984, 1986,1987), изменения показателей крови (Корнева, 1977; Киреева, 1980; Колтанова, 1980; Романова, 1983; Колтанова, 1983; Варташтян, 1984; Корнева, 1984; Лашина, 1987).

2.3. Жабий яд
Свежеполученный из паротидных и других кожных желез жаб секрет (жабий яд) - белого цвета вязкая жидкость, содержащая 70 % воды и 30 % сухого остатка. Высыхая, яд превращается в стекловидную массу желтова​то-коричневого цвета. Высушенный яд жаб сохраняется в неизменном виде и не теряет своей физиологической активности в течение многих лет (Захаров и др., 1973).
Установлено, что по химическому составу жабий яд резко отличается от других ядов животного происхождения, таких, как яды пчел, змей, скорпионов и др. Это различие прежде всего состоит в том, что токсические действующие начала яда жаб не являются белковыми по своей природе, как это характерно для большинства зоотоксинов. M. N. Brigge (1960), Л. и М. Физер (1964) и др. указывают на содержание в ядовитом секрете кожных желез жаб двух типов токсинов. Первый тип - производные 5-гидрокситриптамина, а второй тип представлен стероидами. В составе яда имеются, главным образом, буфадиенолиды - стероидные соединения, производные циклопентанапергидрофенантрена, сходные по структуре с генинами сердечных гликозидов растений - карденолидами, но, в отличие от них имеющие в качестве боковой цепи не 5-ти, а 6-членное, дважды ненасыщенное лактонное кольцо.

Группа аминов жабьего яда составляет примерно 4 % от сухого секрета ядовитых желез (Frerejacque, 1958). Основная часть этой группы приходится на долю буфотенина и родственных ему соединений - буфотенидина, буфотионина и дигидробуфотенина. Буфотенин обладает прессорным действием, аналогичным действию адреналина, но менее резко выраженным (Физер, Физер, 1964). Из других родственных буфотенину индолопроизводных соединений, обнаруженных в яде жаб, необходимо отметить и широко известные своей физиологической активностью  адреналин, серотонин и триптамин (Zelnik, Ziti, 1964; Witliff, 1968).

Среди веществ стероидной природы, входящих в состав яда жаб, различают две группы соединений. Одна из них представлена стеринами (холестерин и др.), весьма инертными в токсическом отношении (Frerejacque, 1958). Другие стероиды яда ввиду своей высокой физиологической активности, в основном, в отношении сердечно​сосудистой системы, объединены в группу кардиотонических веществ. Основным компонентом яда жабы обыкновенной Bufo vulgaris Linné является буфоталин  (5,9% от высушенного секрета). Буфотоксин из яда жаб того же вида представляет собой субериларгининовый эфир буфоталина (связанный генин) и также обладает физиологическим действием (Физер, Физер 1964).
В цельном яде жаб, кроме названных соединений, были обнаружены и белковые вещества, АТФ, а также некоторые ферменты, как, например, фосфолипаза A (Witliff, 1968). Однако, в отличие от некоторых других зоотоксинов, яд жаб (Bufo bufo L.) лишен гиалуронидазной и холинэстеразной активности (Артемов, 1970).

Для человека кожный яд жабы практически малоопасен. Однако случаи отравления этим ядом, особенно животных, неоднократно наблюдались в различных странах (Smyth, 1954; Mеyer, Lind. 1971). Было заме​чено, что секрет ядовитых желез жаб может вызывать сильное раздражение слизистых оболочек. В литературе описаны случаи и смертельного отравления жабьим ядом - при попадании его в желудочно-кишечный тракт животным и человеку (Knowles, 1964; Licht, 1967). Авторы отмечают, что в картине отравления преобладают нарушения основных интегрирующих систем организма: нервной и сердечно-сосудистой.
Кардиотропные свойства яда жаб давно привлекали внимание исследователей. Стероидные компоненты яда сходны по строению с сердечными гликозидами и оказывают на сердце выраженный стимулирующий, хотя и кратковременный эффект. Эти соединения, а также буфотенины, близкие по строению и действию к катехоламинам, были выявлены в яде широко распространенной в России зеленой жабы Bufo viridis Laur. (Крылов и др., 1977). Ф. Ф. Талызин и др. (1967) в опытах на изолированном сердце лягушки показали, что яд зеленой жабы при добавлении в перфузат приводил к увеличению амплитуды сердечных сокращений и к учащению ритма сердца. Положительные ино- и хронотропный эффекты проявлялись и на изолированном сердце теплокровных животных – кошек, крыс (Крылов и др., 1971). Было показано, что жабий яд не влияет на бета-адренорецепторы, активация которых приводит к инотропным эффектам (Орлов, Крылов, 1974). В экспериментах было выявлено, что механизм действия генинов яда сходен с действием сердечных гликозидов, которые вызывают умеренное блокирование мембранной Na-K-АТФазы и повышение внутриклеточного содержания ионов кальция (Орлов, Крылов, 1980; Вальцева и др., 1991).

В опытах на кроликах, кошках и собаках (Орлов, Крылов, 1974; 1986) было установлено, что при введении жабьего яда в интервале нетоксических доз у животных происходило усиление функциональной активности сердечно-сосудистой системы, выражающееся в повышении амплитуды ЭКГ, АД, минутного объема сердца. Кроме того, было показано, что кардиостимулирующее действие яда проявлялось и в условиях моделирования недостаточности сердца: при перевязке левой коронарной артерии собак (Орлов, Крылов, 1986), при реанимации после 50-минутной остановки сердца собак в условиях гипотермии (Крылов и др., 1978), 10-минутной клинической смерти крыс (Крылов и др., 1995).
Стимулирующее влияние жабьего яда, а также некоторых его фракций на функцию внешнего дыхания установлено рядом исследователей. В работе Б. Н. Орлова с соавторами (1975) показано, что при капельном внутривенном введении кошкам раствора жабьего яда, во время фибрилляции сердца от токсической дозы яда, дыхание оставалось регулярным и глубоким, а поле последующей остановки сердечной деятельности глубокие дыхательные движения регистрировались еще 5-8 минут. 
Наряду с изучением действия яда на функции внешнего дыхания большой интерес представляет анализ механизмов этого влияния, в частности, влияние на энергетический обмен, тканевое дыхание. Исследования Я. К. Карталляну (1968) показали, что как действие нативного яда, так и его анодной и катодной фракций, приводили к увеличению общего потребления кислорода и интенсивности окислительно-восстановительных процессов в органах (кора головного мозга, продолговатый мозг, сердце, печень, надпочечники). Наиболее выраженные изменения были отмечены в тканях сердца и мозга, слабее в остальных органах. Карталляну приходит к выводу, что яд жаб является весьма перспективным для практической медицины, особенно в случаях, связанных с необходимостью стимуляции, так как усиливает функцию коры надпочечников, углубляет внешнее дыхание, повышает общее потребление кислорода и выделение углекислоты организмом. В этой связи интересно привести данные А. Н. Довганского (1962) , который показал, что жабий яд предотвращает угнетение тканевого дыхания после ожоговой травмы.

Изучение влияния жабьего яда на кровь показало его способность активно вмешиваться в некоторые процессы кроветворения. В. И. Захаров (1960) в экспериментах на кроликах и крысах отметил способность жабьего яда значительно повышать образование аглютининов в организме животных и стимулировать фагоцитарную активность лейкоцитов.

В опытах с перфузией верхнего шейного ганглия кошки раствором яда жабы (Bufo bufo L.) были показаны его холинолитические свойства (Артемов и др., 1961, 1967; Побережская и др., 1962). Было установлено, что яд жабы вызывал блокаду передачи нервных импульсов и снижал лабильность шейных симпатических ганглиев. Блокирующее действие фракции яда жабы показано и на нервно-мышечном соединении при изучении влияния стероидов яда - буфалина, цинобуфагина и резибуфагина на нервно-мышечную передачу (Yoshida, Sakai, 1977). 

В экспериментах на ля​гушках было показано, что жабий яд при действии на изолированный нервный ствол вызы​вал деполяризацию возбудимых мембран, снижал амплитуду потенциала действия и значительно повышал аккомодационное сопротивление нервной ткани (Орлов, Аратен, 1970; Орлов, Гелашвили,1985). Интересные наблюдения были сделаны исследователями при изуче​нии влияния яда жабы на высшие отделы центральной нервной системы (Орлов, 1963, 1964, 1970). В серии опытов с помощью методики Крушинского авторами было показано, что жабий яд оказывает хорошо выра​женное влияние на центральные механизмы аудиогенной судорожной ре​акции у крыс, вследствие чего эта реакция полностью снижается или в зна​чительной степени ослабляется.

Интересные результаты были получены японскими исследователями при изучении влияния на ЦНС стероида яда японской жабы - бу​фалина (Yoshida, Sakai, 1977). Было установлено стимулирующее действие буфалина на ЦНС. Введение крысам внутривенно буфалина в дозе 0,8 мг/кг вызывало у животных судороги. При этом увеличивалось содержание в мозгу общего ацетилхолина с 1,22 до 1,57 мкг/кг и свободного ацетилхолина с 0,71 до 1,20 мкг/кг, что было подтверждено и in vitro при добавлении буфалина к инкубируемым срезам мозга. Обсуждая механизм судорожного действия буфалина, авторы пола​гают его основой вмешательства буфалина в обмен ацетилхолина в холинэргических синапсах центральной нервной системы.

Из приведенного выше материала следует, что жабий яд, оказывает существенное влияние на функциональное состояние нервной системы на разных ее уровнях. Это действие во многих случаях является следствием не​посредственного влияния яда на нервную ткань; в других случаях, видимо, следует говорить об опосредованном действии яда через нарушение функции других интегрирующих систем организма, связанных с обеспечением нормального функционирования нервной системы. Главным образом при этом имеется в виду сердечно-сосудистая система.

ГЛАВА 3. ХИМИЧЕСКИЙ СОСТАВ И ФИЗИОЛОГИЧЕСКИЕ 

СВОЙСТВА ГЕПАРИНА

История гепарина началась в первой четверти прошлого столетия, когда в 1916 году Мак-Леан в лаборатории Хоуэлла впервые обнаружил гепарин в печени собаки. Через 20 лет он был выделен в чистом виде. Историческая справедливость требует сказать, что еще в 1884 году, работая с сердечно-легочным препаратом, И.П. Павлов указал на то, что свертывание крови, оттекающей из легких, замедлено. В 1892 году Шмидт сделал попытку выделить из печени противосвертывающее вещество, названное им цитоглобином (Маркосян, 1966).

3.1.Химический состав гепарина

                Согласно современной классификации, гепарин относится к группе линейных анионных мукополисахаридов – полимеров, называемых глюкозаминогликанами. Наиболее общую структуру глюкозаминогликанов имеют хондроитин сульфат, дерматан сульфат, гепаран сульфат и кератан сульфат, гиалуроновая кислота и гепарин. Показано, что углеводный компонент гепарина – это сложная смесь сульфатированных и несульфатированных углеводов (Jaques, 1980).

        Коммерческий препарат гепарина может включать до 120 разных (хотя и родственных) химических соединений, различающихся длиной цепи, долей сульфатных остатков, присутствием различных сахаров, способностью образовывать специфические комплексы с определенными основаниями, белками, биологически активными веществами (Jaques, 1983). Главными сахарами, встречающимися в гепарине, являются: 2-деокси-2-сульфамино-альфа-D-глюкоза (с 6 сульфатными группами максимально); альфа-L-идуроновая кислота (с 2 сульфатными группами максимально); 2-ацетамино-2-деокси-альфа-D-глюкоза; бета-D-глюкуроновая кислота; альфа-L-идуроновая кислота.

       Уроновые кислоты могут быть О-сульфатированы в положении 2, а альфа-D-глюкозамин N-сульфатирован и также может быть О-сульфатирован (в положении 6). Доля той или иной уроновой кислоты, О- и N-сульфатированных моносахаридных остатков может значительно варьировать (Laurent, 1977; Simon, 1977; Prakesh S. Shah A. et al.).

        В молекуле гепарина могут присутствовать и другие углеводы. Все мономеры соединены между собой гликозидными связями и формируют полимеры различных размеров. Гепарин имеет сильно отрицательный заряд из-за большого числа ковалентносвязанных сульфатных группировок и карбоксильных кислотных групп, которые делают гепарин очень сильной органической кислотой (Laurent, 1977; Simon, 1977; Prakesh S. Shah A. et al.).

 Молекулу гепарина принято рассматривать как протяженную неразветвленную линейную структуру. Электронно-микроскопические исследования показали, что длина молекулы гепарина равна 160±40Ǻ (Hirano, 1972). Наряду с этим некоторые авторы высказываются в пользу разветвленной структуры (Kennedi,1972; Labarre, Jozefowicz, 1977). 

         Высокий отрицательный заряд придает молекуле гепарина специфическую проводимость и высокую скорость электрофоретической подвижности. Введение гепарина сопровождается изменением физико-химических свойств крови, выражающемся в уменьшении электрического сопротивления и повышении ионной силы (Ермолаев, Маркосян, 1973).

 Высокий отрицательный заряд гепарина обусловливает его полиэлектрическое поведение в водных растворах. По данным ряда авторов, электрофоретическая подвижность гепарина составляет 13,9·10-5 в фосфатном буфере (рН-7,4) и 17,7·10-5см2вольт-1см-1 в барбитуровом буфере (рН-7,58). Относительная подвижность гепарина, хондроитинсульфатов А или С и гиалуроновой кислоты при электрофорезе в полиакриламидном геле составляет 1,11; 1,0 и 0,67 соответственно (Ehrlich, Stivala, 1973; Bleyl, Roka, 1980).

         Сульфатированные  глюкозаминогликаны чаще существуют в форме протеогликанов, это характерно и для гепарина (Бычков, 1981). Молекулярная масса фармакологических препаратов гепарина колеблется от 5000 до 30000 дальтон. Гепарин, выделенный из животной ткани и обработанный протеиназами и эндоглюкуронидазами, состоит на 90%  из глюкозаминогликановой компоненты и на 10% из пептидогликана (Liu et al., 1995).

Протеогликан располагается на поверхности клеток и во внеклеточной матрице. Он играет важную роль в рецепции, биологическом узнавании, транспорте молекул, иммунологических реакциях и других процессах (Jackson et al.,1991). Продуктом биосинтеза пептидной части гепарина является стержень, построенный из чередующихся остатков глицина и серина. Приблизительно две трети сериновых остатков соединены с полисахаридными цепями (Марри и др., 1993). Связь осуществляется посредством трисахарида, состоящего из двух остатков галактозы и одного остатка ксилозы (Hricovini et al., 1999). Галактоза соединена β-связью с глюкуроновой кислотой молекулы гепарина, а ксилоза –с серином полипептида.

В таком виде гепарин массой 90000 выделен из кожи крыс (Rosenberg et al., 1997). Ввиду особенностей структуры такой белковый компонент недоступен для протеиназ. Появляющиеся в различных тканях менее крупные молекулы гепарина образуются в результате расщепления исходной макромолекулы под действием эндогликозидаз – так появляются физиологически активные фракции гепарина (Бычков, 1981).

Благодаря исключительно высокому отрицательному заряду глюкозаминогликаны обладают высокой реакционной способностью и могут взаимодействовать со многими субстанциями, начиная от катионов и кончая сложноорганизованными белками, изменяя конформацию и биологическую активность последних (Ердикян и др., 1988). Наиболее высокой активностью обладают гепаран сульфат и гепарин, поскольку благодаря особенностям структуры они имеют высокую плотность отрицательного заряда и лабильность конфигурации, обеспечиваемую наличием остатков идуроновой кислоты (Харченко и др., 1996). Гепаран сульфат, также действующий как антикоагулянт, не является фракцией гепарина, но относится к одному с ним семейству.

Изучение продуктов деградации гепарина под действием ферментов, выделяемых из среды Flavobacterium hep., позволило сделать вывод, что молекула гепарина состоит из ряда последовательно расположенных структурных элементов, которые могут быть представлены как 1-4 связанные биозные остатки. Повторяющиеся тетрасахаридные единицы, включающие в себя по два уроновых остатка, такова структура молекулы гепарина по представлениям Хелтинг и Линдал (Helting, Lindahl, 1971).

Данные о способе связей между повторяющимися единицами гепарина весьма разноречивы. По ширине рентгеновских отражений установлено, что молекула гепарина содержит 10 тетрасахаридных повторяющихся единиц (Orosz, 1976). 

Рентгеноструктурным анализом установлено, что молекулярная форма гепарина представляет собой двойную спираль, в которой каждый сгиб соответствует дисахаридной повторяющейся единице (Vives et al., 1999). Отклонения от этой идеальной конформации двойной спирали происходят вследствие перемещения боковых групп, в случае натриевой соли гепарина, и в зависимости от влажности препарата. 

Кроме того, этой структуре соответствует ориентация сульфатных и карбоксильных групп снаружи, что обеспечивает максимальную доступность этих групп для биологических рецепторов и образования межмолекулярных связей. Биологические свойства гепарина (например, антикоагуляционные) зависят от его структуры, в частности, от содержания серы, степени сульфатирования, количества и расположения О-сульфатных групп, размера скелета молекулы (Mikhailov et al., 1996, 1997). В водных растворах макромолекулы гепарина могут быть удлиненной формы или в виде клубка – в зависимости от ионной силы и рН среды (Kakuta et al., 1999).

Исследования ИК-спектра гепарина фирмы «Спофа» (Чехия) позволили идентифицировать наличие максимумов поглощения, соответствующих валентным колебаниям следующих групп: SO2N (полоса поглощения в области 1150см-1), SO3 (полосы в области 1150, 1050, 600, 300см-1), СОО- (сильная полоса поглощения в области 1630см-1 и средние – в области 1300 и 1400см-1), а также группировки С-С, ОН и ряд других, присущих структуре гепарина (Ульянов, Ляпина, 1977; Jiao et al., 1999).

В спектре поглощения гепарина в УФ-области обнаружен слабый максимум при 267нм (Ульянов, Ляпина, 1977).Возможно, это обусловлено незначительными примесями белка или отдельных аминокислот. Так, А.Ф. Алекперов и А.М. Алиев (1975) пришли к выводу, что чистые образцы гепарина не дают полос поглощения в УФ-области спектра. Однако при исследовании водных растворов ряда коммерческих препаратов гепарина удалось выявить максимум поглощения при 258нм. Авторы отмечают, что указанную полосу поглощения дает фенилаланин. 

Глюкозаминогликаны продуцируются всеми типами клеток организма (Харченко и др., 1996). Основным источником гепарина являются тучные клетки генетически родственные и функционально близкие им базофильные клетки крови, в связи с чем, те и другие получили название «гепариноциты» (Ульянов, Ляпина, 1977). Значительную роль в продукции гепарина играют также эндотелиальные клетки. Цитоплазма тучных клеток заполнена гранулами, содержащими гепарин. Эти клетки в максимальных количествах содержатся в легком и печени, то есть в тканях наиболее богатых гепарином.

Тучные клетки, имеющиеся в организме высших животных, морских звезд, моллюсков, ракообразных, представляют собой обязательную часть соединительной ткани и развиваются из клеток мезенхимы. Предшественниками тучных клеток являются, очевидно, промакрофаги моноцитарного ряда, проникая в межклетники соединительной ткани, дают начало тучным клеткам. Считается, что молодые тучные клетки берут свое происхождение от клеток, подобных средним лимфоцитам. Последние также активно синтезируют гепарин и другие сульфатированные мукополисахариды (Смирнова и др., 2001).

До 90% всей массы тучных клеток приходится на заполняющие цитоплазму базофильные метахроматические гранулы диаметром 0,1 - 0,3мкм. На 1г сухих перитонеальных тучных клеток приходится 316 МЕ гепарина, весьма прочно связанного с гранулами, так что его можно выделить лишь после их разрушения. Основу гранул составляет комплекс белок-гепарин, прочная связь при этом обуславливается соединением сульфатных и карбоксильных групп полисахарида с аминогруппами аргинина белка; менее прочно с этим комплексом, посредством свободных СОО—групп белка связан гистамин (Ульянов, Ляпина, 1977).

Кроме того, есть указания на то, что гепарин находится в цитоплазме в свободном состоянии. Гепарин выделяется из тучных клеток как путем дегрануляции, так и в виде аморфного гепарина (Казначеев и др., 1971).

Препараты гепарина, выделенные из различных источников, гетерогенны в отношении молекулярной массы и других показателей, в зависимости от вида животного, органа и ткани, а также методов получения, выделения и очистки. При получении гепарина из тканей лабораторным или промышленным способом во всех случаях применяются те или иные протеолитические ферменты, что приводит к выделению глюкозаминогликанового компонента, содержащего некоторое количество полипептида (Бычков, 1981).  

При выделении гепарина из печени быка были получены три фракции, две из которых гомогенны. Биологическая активность этих фракций росла пропорционально молекулярной массе. Так, максимальная активность была у фракций с молекулярной массой 16200, а минимальная – у фракции 7600. Установлено, что во фракциях с молекулярными массами 16200 и 15500 белковых примесей было больше, чем во фракции с массой 7600. Во всех фракциях был обнаружен глюкозамин, галактозамин, гексуронат, сульфат, галактоза и ксилоза в разных количествах. Некоторые незначительные отличия, наблюдаемые в структуре гепарина, видимо, объясняются тем, что исследуемые препараты получены из различных тканевых источников и могут быть обусловлены стабильными комплексами гепарина с белками, а также наличием примесей. По разным данным молекулярная масса гепарина варьирует от 4800 до 20000. Методом гельфильтрации на сефадексе показано, что молекулярные массы гепаринов, полученных из мукозы собаки и быка, а также из легких быка равны 11000-12000 (Gastpar, 1965; Cifonelli, 1975). 

3.2.Физиологические свойства гепарина

Гепарин относится к полифункциональным химическим соединениям. Большинство биологических эффектов биополимера обусловлено его взаимодействием с мембранами клеток или образованием комплексов с ферментами или регуляторными соединениями. При нормальном физиологическом состоянии организма животных и человека концентрация гепарина в плазме крови невелика, но сохраняется на постоянном уровне. В зависимости от методов определения она варьирует в широких пределах: от 0,27 до 5 - 7МЕ/мл (Хомутов, Орлов, 1987). Человек и животные хорошо переносят гепарин в терапевтических дозах (до 1000мг/кг), его токсичность незначительна (Чазов, Лакин, 1977). Период полураспада экзогенного гепарина составляет 109 минут (Alant et al., 1973).

Глюкозаминогликаны, в том числе и гепарин, могут входить в состав гликокаликса клеток и тем самым влиять на электрический заряд, рН и активность ферментов (Long, Williamson, 1983). Оболочка, состоящая из глюкозаминогликанов, может участвовать в регуляции многих клеточных процессов: адсорбции, траспорте веществ, электрическом заряде клетки, иммунологических реакциях и др. (Поликар, 1975). 

При связывании с поверхностью мембран структура и подвижность молекулы гепарина слабо изменяется, сохраняются в полной мере его антикоагулянтные и другие свойства (Chen, Van der Meer, 1994). Глюкозаминогликаны являются составной частью некоторых видов рецепторов (Юшков и др., 1994). Например, гепаран-сульфат входит в структуру встроенного в мембрану протеогликана синдекана, определяющего эффективность взаимодействия клеточного рецептора с фактором роста фибробластов в культуре ткани (Yayon et al.,1991).  

Одной из главных функций гепарина является поддержание и усиление межмолекулярного дзета-потенциала (Маркосян, 1969). Гепарин, адсорбируясь на поверхности клеток, повышает заряд сосудистой стенки, а также тромбоцитов и эритроцитов, увеличивая скорость их электрофоретической подвижности и снижая агрегационную способность (Русяев, Русяева, 1973; Русяев, Савушкин, 1974).

Основное влияние гепарина на функционирование клеточных систем опосредовано мембранным взаимодействием. Гепарин может значительно изменять проницаемость мембран для различных ионов и соединений. Его введение вызывает накопление калия в клетках (Маркосян, 1969), блокирует электростимулируемый кальциевый ток мышечных клеток (Martines et al., 1994).

В физиологических концентрациях гепарин активирует перекисное окисление липидов эритроцитов, что также может изменять проницаемость мембраны (Куликов, 1976). Однако есть данные, что гепарин стабилизирует пероксидазу лейкоцитов, ингибирует перекисное окисление липидов и активность лизосомальных ферментов в печени, особенно у старых животных (Макарова, 1977). Гепарин стабилизирует мембраны лизосом и митохондрий (Дубинина, Надирова, 1973), а также усиливает процессы пиноцитоза (Tarnawski, Waydavicz, 1970).

Изменение проницаемости мембран для ионов Са2+ под влиянием гепарина может приводить к подавлению деления клеток и задержке роста тканей (Chifrugi, Uanucchi, 1976; Hezelton, Tupper, 1979; Nykyforiak et al.,1980; Blair, Sartorelli, 1984). Способность гепарина тормозить рост нормальных и опухолевых клеток тканевых культур давно известна (Конышев, 1974; Балаж, Блажек; 1982; Regelson, 1968; Heaney-Kieras, Kieras,1980).             

Гепарин ингибирует митоз, тормозит рост клеток в тканевых культурах и рост бактерий, снижает митотический индекс в клетках асцит-карциомы Эрлиха и задерживает рост опухоли. Даже при однократном введении гепарин вызывает значительное снижение митозного индекса и способствует обратному развитию опухолей, увеличивая срок выживания животных (Шурин, 1965).

Подавление митоза и противоопухолевый эффект могут быть связаны с взаимодействием гепарина с гистонами. Под влиянием гепарина (0,05%) ядрышки изолированных ядер гепатоцитов фрагментируются, компактный хроматин деконденсируется, хроматиновые фибриллы истончаются. Через 5 минут действия гепарин связывает 95% гистонов, после чего следует солюбилизация ДНК и выход ее из ядер. С негистоновыми белками клеточного ядра гепарин не связывается (Эренпрейс и др.,1978).

Связывание гепарина с мембранами может происходить по типу лиганд-рецепторного взаимодействия (Kjellen et al, 1977). Гепарин способен взаимодействовать с различными рецепторами глюкозаминогликанов, например, с гликопротеином CD44 (как с очищенным, так и с мембраносвязанным), с которым могут связываться также хондроитин сульфат и гепарана сульфат (Sleeman et al.,1997). 

На мембранах нейронов мозга имеется своеобразный HB-GAM-белок (Heparin-Binding Growth-Associated Moleсule), который связывает гепарин и гепарина сульфат и участвует в росте нейритов перинатальных нейронов мозга in vitro (Kinnunen et al., 1998). На поверхности клеток имеется, так называемый А27L-белок, который обеспечивает закрепление на поверхности клеток гепарина и гепаран сульфата, благодаря чему глюкозаминогликаны предохраняют клетки от инфекции вируса вакцинии BSC40 (Hsiao et al., 1998).

Установлено, что гепарин, как свободный, так и иммобилизованный может активировать рецепторы прогестерона, нарушая электростатическое взаимодействие связывающих субъединиц в молекуле рецептора. Показано также, что гепарин вызывает дозозависимую инактивацию свободных и трансформацию связанных со стероидом рецепторов глюкокортикоидов (Шапиро и др., 1986).

Гепарин может влиять на различные внутриклеточные системы в результате прямого взаимодействия. В ограниченных количествах (до 10%) он способен проникать через мембраны эритроцитов, путем диффузии, что, вероятно, связано с особым состоянием мембраны клеток. Проникновение увеличивается при повышении кислотности среды (Моренко, 1981).

Гепарин образует комплексы с различными ферментами. Это может быть причиной, как торможения, так и активирования большого числа ферментных систем. В результате гепарин принимает участие во многих процессах метаболизма в организме, влияя на жировой, белковый и углеводный обмен.

Гепарин вызывает преципитацию сывороточных липопротеидов и изменяет их электрофоретическую подвижность. Его взаимодействие с липопротеидами высокой и низкой плотности происходит с образованием ионных связей (Ляпина, 1987). Влияние гепарина на жировой обмен связано, прежде всего, с активацией in vivo и in vitro липопротеид-липазы (Никитин и др.,1977; Actin, Meng, 1965; Engelberg, 1977; Olivecrona et al.,1977; Severson et al., 1987), находящейся на поверхности эндотелиальных сосудов и выделяющейся в кровь при поступлении гепарина в кровоток. Ее активность возрастает в 100 раз при внутривенном введении гепарина (Bolzano, 1971).

Липопротеин-липаза имеет аминокислотную последовательность, имеющую высокое сродство к гепарину (Soteriou, Cryer, 1994). Ее функция заключается в снижении уровня липидов в крови и прежде всего триглицеридов (Fielding, Havel, 1977). При этом происходит распад хиломикронов и липопротеинов низкой плотности с образованием жирных кислот и липопротеинов очень высокой плотности. Такой эффект наблюдается только in vivo. Комплекс гепарин-липопротеин-липаза функционирует у самого эндотелия или близко от него в мелких кровеносных сосудах. Жирные кислоты проникают через эндотелий в ткани. Под влиянием гепарина в сердце, печени, почках и стенке аорты наблюдается тенденция к нарастанию липолитической активности, общего содержания липидов, повышается уровень холестерина и свободных жирных кислот (Фетисова и др., 1973).

Фосфолипаза А2 имеет гепаринсвязывающую область(Murakami et al.,1993). Этот фермент индуцирует выброс гепарина тучными клетками (Murakami et al., 1992). В присутствии гепарина солюбилизировалось до 90% активности фосфолипазы А1, связанной с плазматическими мембранами печени, при этом подчеркивается, что гепарин предпочтительнее связывается с мембранами, чем с микросомами (Waite, Sisson, 1973).

Гепарин влияет на обмен белков. Он способен тормозить активность аденилдезаминазы, β-аминазы, трипсина, химотрипсина и др. (Грицюк, 1981; Jaques, 1980), но может активировать различные трансаминазы, глютаминазу, стимулирует связывание аммиака, в том числе мочевины, но тормозит дезаминирование АМФ (Фетисова и др., 1973; Фролькис, 1973). Гепарин в 12 раз повышает активность нейтральной протеазы в цельном гомогенате паолиморфноядерных лейкоцитов, практически не влияя на лизосомальную фракцию. В то же время гепарин угнетает кислую протеазу и β-глюкуронидазу как в цельном гомогенате, так и во фракции лизосом (Rita et al., 1972). В целом гепарин стимулирует протеосинтез (Фетисова и др., 1973; Фетисова, Фролькис, 1976), но, по некоторым сведениям, может и угнетать его (Goldstein et al., 1974). По данным В.Г. Макаровой (1972), гепарин усиливает синтез белка в митохондриях и супернатанте миокарда, окислительные и пластические процессы (Макарова, 1977).

Данные по влиянию на углеводный и энергетический обмен противоречивы. С.П. Шурин (1965) и Ю.А. Григорьев (1965) показали, что гепарин в культурах различных тканей и при перфузии изолированной почки в концентрации 6-13МЕ/мл ингибирует дыхательные ферменты – цитохромоксидазу и сукцинатдегидрогеназу, а также кислую и щелочную фосфатазы, аденозинтрифосфатазу, щелочную фосфомоноэстеразу, повышает активность фосфомоноэстеразы, пероксидазы, кислой фосфатазы и повышает или не влияет на активность липазы и эстеразы (Григорьев, 1965; Шурин, 1965; Jaques, 1980). Авторы предполагают, что гепарин выступает как агент, разобщающий сопряженность процессов гликолиза и окислительного фосфорилирования. По данным Д.А. Маслакова и др. (1978) гепарин (1000МЕ/кг) угнетает активность сукцинатдегидрогеназы, уменьшает количество восстановленного НАДН2 как у интактных, так и у адреналэктомированных животных.

По мнению других авторов, гепарин может активировать цитохромоксидазу и ряд НАД-зависимых дегидрогеназ, а также глютаминазу в сердце и печени, но угнетает активность флавиновых дегидрогеназ (Фетисова и др., 1973; Фролькис, 1973).

Гепарин как ингибитор гиалуронидазы может оказывать влияние на состояние гиалуроновой кислоты и процессы проницаемости, гидратации тканей, транспорта воды и ионов, функции соединительной ткани; он может непосредственно взаимодействовать с коллагеном, участвуя в регуляции трофической функции и восстановлении соединительной ткани (Казначеев, Дзизинский, 1975).

Инактивация гепарином гиалуронидазы, кроме общего воздействия на обмен воды в организме, вследствие вторичного изменения гиалуроновой кислоты, обуславливает непроницаемость дистального канальца и собирательных трубок нефрона для воды, вследствие чего уменьшается реабсорбция и увеличивается диурез. Одновременно с этим увеличивается выделение натрия и уменьшается выделение калия, что может быть связано с антагонизмом гепарина и альдостерона (Tarnawski, Wajdavicz, 1970).

Как уже говорилось, гепарин может включаться в ядра клеток и, связываясь с нуклеопротеидным комплексом, уменьшать полимеразную активность, изменяет термостабильность, а также конформационные свойства ДНК. Он способен тормозить активность дезоксирибонуклеазы, щелочной и кислой РНК-азы, ДНК- и РНК-полимеразы, обратной транскриптазы (Грицюк, 1981; Goldstein et al., 1974; Scaffrath et al., 1976; Gressner, Greiling, 1977).

Кроме того, гепарин способен тормозить активность амилазы, эластазы, фумаразы, β-глюкуронидазы, гепариназы, катепсина, лецитазы А, лизоцима, фосфомоноэстеразы, каталазы, пируваткиназы, алкогольдегидрогеназы, глутаматдегидрогеназы, глутатионредуктазы, гидроксилазы, ренина и др. (Грицюк, 1981; Tarnawski, Wajdavicz, 1970; Jaques, 1980).

Впрочем, влияние гепарина на активность большинства ферментов неоднозначно и зависит от многих факторов. При одних концентрациях гепарин может активировать, а при других – ингибировать реакцию. Это связано с комплексообразованием гепарина с более чем одним местом связывания энзима, или с разной афинностью различных участков, как гепарина, так и белка (Elbein, 1974).

Гепарин взаимодействует со многими ферментами плазмы крови. Значение гепарина как гуморального регулятора состояния крови – одно из самых важных его свойств (Кудряшов, 1975; Ляпина и др., 2001). Воздействуя на кровь, гепарин, прежде всего, устраняет гиперкоагуляцию (Heigard,1953). С одной стороны он считается быстродействующим антикоагулянтом прямого действия, а с другой – он опосредованно влияет на свертывание крови при участии рецепторов сосудистого русла, то есть рефлекторно (Ляпина, 1987).

Антикоагулянтная активность гепарина определенным образом связана со структурными особенностями строения его молекулы. Так, антикоагулянтная активность зависит от содержания серы, степени сульфатирования, количества и расположения О-сульфатных групп, а также от размера скелета молекулы этого мукополисахарида (Engelberg, 1966). Активность выше в препаратах с большим содержанием серы (Бычков, 1981). С.М. Бычков и В.Н. Харламова (1975, 1976) показали, что активность фракции, в которой на дисахаридную структурную единицу приходится четыре остатка серной кислоты, в 1,4 раза превышает активность фракции с тремя остатками. Таким образом, антикоагулянтная активность гепарина растет по мере увеличения содержания в молекуле остатков серной кислоты (Ульянов, Ляпина, 1977).

Антикоагулянтная активность зависит не только от степени сульфатирования молекулы гепарина, но и от наличия в плазме крови антитромбина III (Paluska, Hamilton, 1963; Rosenberg, 1975; Thaler, Schmer, 1975;  Sas, Pepper, 1976; Owen, 1979), который является кофактором гепарина. Антитромбин был выделен из плазмы крови человека и крупного рогатого скота с применением аффиновой хроматографии на гепарин-агарозе и последующей полиэтиленгликоколевой преципитации. Конечный препарат обнаружил гомогенные свойства при дискэлектрофорезе и электрофорезе на агаре. При анализе человеческого антитромбина в составе его концевых групп выявили гистидин и N-терминальные аминокислоты (Cifontlli, 1974; Thaler, Schmer, 1975).

Изучение кофактора гепарина позволило констатировать, что наилучшим способом используют циркулирующий  гепарин, соответственный слабым терапевтическим дозам, не те больные, которые имеют наибольшее количество кофактора. В условиях, когда реальная гепаринемия становится ниже 1МЕ/мл, антикоагулянтная активность такого же количества гепарина уменьшается по мере увеличения содержания кофактора. Поскольку данное явление выражено тем более ярко, чем слабее реальная гепаринемия, К. Раби приходит к выводу, что, по мере элиминации из циркулирующей крови, гепарин сохраняет способность к эффективному антитромбиновому действию, тем более продолжительному, чем ниже содержание кофактора, сохраняющегося в достаточном количестве для того, чтобы сообщить имеющемуся гепарину антикоагулянтный эффект (Раби, 1974).

Небольшие количества гепарина в комплексе с антитромбином могут ингибировать тромбоз, инактивируя активизированные факторы IХ, Х, ХI, ХII и ингибируя преобразование протромбина в тромбин. При развитии тромбоза большие количества могут ингибировать дальнейшую коагуляцию, инактивируя тромбин и предотвращая преобразование фибриногена в фибрин. Гепарин также предотвращает формирование стабильного сгустка фибрина, ингибируя активацию фибриназы. Вероятно, гепарин взаимодействует с лизиновыми группировками антитромбина III, в результате чего более реакционноспособной становится группа аргинина, которая инактивирует сериновые протеазы (Ляпина, 1980).

Непосредственно гепарин слабо подавляет тромбин, требуется в 30-40 раз больше протеогликана, чтобы ингибировать действие тромбина. Гепарин гораздо более эффективно предотвращает появление активного тромбина – требуется значительно меньшее количество гепарина для профилактики свертывания (чтобы предотвратить инициирование коагуляции), чем остановить активное формирование сгустка, т.е. тромбоз (Ляпина, 1980).

Большинство авторов считают, что гепарин ингибирует адгезию и агрегацию тромбоцитов (Мищенко, 1972; Ляпина, 1977; Орлова и др.,1978; Zucker, 1977). Механизм этого явления  объясняют повышением дзета-потенциала тромбоцитов. При обследовании 175 больных гипертонической болезнью, получавших гепарин в терапевтических дозах, была показана активация агрегационной способности тромбоцитов. Гепарин может образовывать комплекс с фибринстабилизирующим фактором, который обладает антикоагулянтной активностью агрегационным действием на фибрин-мономер и неферментативной литической активностью (Ульянов и др., 1978). Препарат также ингибирует тромбин, воздействуя через ХIII фактор свертывания. Гепарин как прямой антикоагулянт изменяет реологические свойства крови при многих экстремальных воздействиях.

Эндотелий сосудов способен к синтезу и хранению гепарина. Эндотелиальная ткань способна накапливать, сохранять и затем выделять гепарин в системный кровоток, и тем самым регулировать его уровень в плазме крови (Юшков и др., 1994). Гепарин играет важную роль в адгезии кровяных клеток к эндотелию сосудов. Он способен влиять на ангиогенез, пролиферацию и рост эндотелия и гладкомышечных клеток (Ляпина, 1987). 

Гепарин угнетает пролиферацию гладкомышечных клеток аорты и полой вены. Он способен образовывать комплексы с белками и пептидами, регулирующими эти процессы (например, факторами роста), при этом меняется структурно-специфическая активность последних (Weisz et al., 1997). Например, гепарин снижает стимуляцию роста гладкомышечных клеток сосудов человека in vitro под влиянием бычьей сыворотки (Pugliese et al., 1992).

Гепарин обладает сосудорасширяющим действием in vivo и in vitro, снижает артериальное давление в случае его повышения. Возможно, данный эффект гепарина основан на антагонизме с адреналином и серотонином. Кроме того, гепарин действует на сосудодвигательный центр с аналогичным эффектом (Чазов, Лакин, 1977; Ляпина, 1987; Perlik, 1964).

Гепарин оказывает влияние, как на основное вещество, так и на клеточные элементы соединительной ткани. Анионные группы гепарина и других полисахаридов играют важную роль в контроле заряда соединительной ткани, а, следовательно, и среды, в которой функционируют клетки парехиматозных органов (Лабори, 1970).

Гепарин участвует в регуляции проницаемости соединительнотканных структур, принимает участие в сохранении тканевого гомеостаза и обеспечении трофической функции соединительной ткани (Казначеев, 1965; Казначеев и др., 1971; Казначеев, Дзизинский, 1975; Engelberg, 1963; Perlik, 1964). Введение гепарина крысам снижает повышение проницаемости сосудов кожи, вызванного гистамином или гипоксическими нарушениями (Назаров и др., 1979; Петрищев и др.,1994). При этом низкомолекулярный гепарин оказывает менее выраженный эффект стабилизации сосудистой стенки, чем нефракционированный (Петрищев и др., 1994), что соответствует данным о его меньшем сродстве к эндотелиальным клеткам сосудов (Хлгатян и др., 1990; Rijn et al.,1987; Sobel, Adelman, 1988).

Гепарин нормализует транскапиллярный обмен и сосудистую проницаемость (Назаров, 1977). Это связано с изменением под влиянием гепарина активности плазменных и тканевых протеаз (Казначеев, Дзизинский, 1975), снижением вязкости крови (Erdi et al., 1976), уменьшением агрегации эритроцитов (Лакин, Овнатанова, 1977), а также имеет значение его антигистаминовая, антисеротониновая и антигиалуронидазная активность (Кудряшов и др., 1990). Улучшение микроциркуляции крови под действием  гепарина (Айвазян и др., 1972) приводит к увеличению утилизации кислорода и повышению устойчивости организма к кислородному голоданию (Маркосян, 1969; Макарова, 1972). Гепарин уменьшает дегенеративные изменения ишемизированной почки, увеличивает срок жизни животных с данной патологией.

Антигипоксические свойства гепарина давно известны (Пустовалов, Воронков, 1988; Otey, 1963). Имеется достаточно много фактов, свидетельствующих о том, что гепарин in vivo способен проявлять антигипоксические свойства, в том числе и в отношении работы сердца. Показано, что гепарин снижает повреждение кардиомиоцитов при гипоксии (Hiebert, Ping, 1997), ишемии и реферфузии (Friedrichs et al., 1994), повышает жизнеспособность клеток, уменьшает выход из клеток ферментов (креатинкиназы, лактатдегидрогеназы и др.), уменьшает величину инфарктной зоны (Black et al., 1995). Велика роль гепарина и при других экстремальных и патогенетических воздействиях на организм.

Иммобилизационный стресс сопровождается возрастанием секреции гепарина, что приводит к резкому снижению его пула в клетках (Кудряшов и др., 1982). При этом наиболее интенсивная секреция гепарина имеет место в первые 15 минут иммобилизации (Умарова и др., 1991). Запуск высвобождения гепарина из тучных клеток в условиях стресса не зависит от содержания его в крови (Умарова и др., 1989). Эффект связан с активацией симпатадреналовой системы и действием катехоламинов (Умарова и др., 1993), полностью блокируется β-адреноблокатором пропранололом, частично α-адреноблокатором фентоламином и усиливается агонистом β-адренорецепторов изопреналином (Умарова и др., 1994). Кроме катехоламинов в индукции секреции гепарина участвуют АКТГ (Шапиро и др., 1995,1998) и тромбин (Умарова и др., 1997). Сам гепарин снижает развитие общего адаптационного синдрома (Лукашин и др., 1975; Jaques, 1983).

Гепарин обладает радиозащитными свойствами (Kinzie et al., 1972). Он является одним из регуляторов восстановительных и компенсаторных процессов при лучевом поражении. При этом регулирующее действие проявляется тем больше, чем ниже исходный уровень защитных и приспособительных реакций (Лукашин, 1982). Профилактическое введение гепарина повышало выживаемость мышей при облучении в дозе 7Гр. Радиозащитный эффект развивался через 1 сутки после введения препарата (250-500МЕ/кг однократно) и сохранялся на протяжении месяца. Радиозащитное действие гепарина, по мнению ряда исследователей, является неспецифическим (Лукашин, Сафронов, 1996; Белоусова, Ушакова, 2002).

Многими авторами описано эффективное действие гепарина при травматическом, геморрагическом, ожоговом и анафилактическом шоке, что имеет, вероятно, неспецифические механизмы (Чазов, Лакин, 1977; Gujral, Dhawan, 1977).

Гепарин повышает иммунологическую реактивность организма (Грицюк, 1981). Он повышает фагоцитоз (Чазов, Лакин, 1977), приводит к значительному увеличению лимфоцитов в крови человека и животных в результате мобилизации клеток из депо, а также торможения их перехода из периферической крови в лимфатические узлы и селезенку (Лукашин, 1974). В высоких дозах (130МЕ/мл) in vitro гепарин тормозит реакцию бласттрансформации лимфоцитов человека, в меньших дозах, наоборот, повышает способность лимфоцитов к бласттрансформации; стимуляция была тем выше, чем ниже был исходный уровень ответа (Новицкая и др., 1975).

Однако комплексы гепарина с некоторыми белками плазмы крови обладают выраженным иммунодепрессивным действием. Гепарин препятствует кооперации Т- и В-лимфоцитов (Новицкая, Петрова, 1977). Он оказывает сильное антикомплементарное действие, вызывая обратимое временное блокирование комплементарных компонентов, в результате чего может наблюдаться снижение комплемента вплоть до полного исчезновения (Engelberg, 1977). Гепарин тормозит реакцию антител, но не прямо, а опосредованно (Чазов, Лакин, 1977), а также проявляет антиаллергические свойства, что, вероятно, обусловлено антагонистическим взаимоотношением гепарина и гистамина (Jaques, 1980).

Полианионными свойствами гепарина и способностью образовывать электростатически связанные комплексы обусловлен неспецифический защитный эффект по отношению к катионным неорганическим (соли тяжелых металлов, например, сулема) и органическим, в том числе бактериальным ядам и зоотоксинам, продуктам обмена (Григорьев, 1965; Шурин, 1965; Fernex, 1968).

Гиалуроновая кислота и гепарин инактивируют вирусы табачной мозаики, лошадиного энцефаломиелита, энцефалита Сен-Луи, полиомиэлита и др., образуя с ними комплексные соединения (Шурин, 1965). Гепарин тормозит цитопатогенное действие вируса Коксаки А-13, существенно снижая проницаемость клеточной оболочки для вируса и задерживая его развитие, блокируя процесс репликации вирусной нуклеиновой кислоты с нуклеиновой кислотой клетки-хозяина.

Гепарин также эффективно тормозит развитие аденовируса, вируса клещевого энцефалита, как в культуре тканей, так и при экспериментальной вирусной инфекции у животных (Шурин, 1965). Гепарин снижает резистентность некоторых микроорганизмов к антибиотикам, в частности, устойчивость микобактерий к стрептомицину, что получило распространение в клинической практике в лечении воспалительных процессов при раневых инфекциях и воспалении кожи (Чазов, Лакин, 1977).

Давно исследуется влияние гепарина на патофизиологические эффекты зоотоксинов. Впервые в 1946г. гепарин был применен против яда гадюки Рассела (Ahuja, Brooks, 1946). Гепарин нейтрализовал действие токсических доз яда, противодействовал гемокоагулирующему эффекту ядов V. russelli, Bothrops alternata, B. atrox, B. jararacussi, B. cortiara, но не эффективен против яда Crotalus terrificus и родственной ей австралийской змеи Nothechis scutatus (Ahuja, Brooks, 1946). Гепарин нейтрализует in vitro и in vivo яд среднеазиатской гюрзы, устраняет его гемокоагулирующее действие, нормализует дыхание и артериальное давление (Ахмедов, 1956; Вальцева, 1969, 1972; Каримов, 1976; Орлов, Вальцева, 1977).   

Гепарин снижает токсические эффекты (гипотензию, брадикардию, аритмии, нейтропению, тромбоцитопению, активацию комплемента, гемолиз, отеки и др.) яда различных видов кобр (Сергеева, Хомутов, Михайлова, 1975; Орлов, Хомутов, 1998; Хомутов и др., 1998; Bonta et al., 1970; Dimari et al., 1975; Ismail, Ellison, 1986; Weiler et al., 1992; Ismail et al., 1993; Edens et al., 1994) и блокирует патогенетическое действие его компонентов – фосфолипазы А2 (Lin et al., 1987; Wang, Teng, 1990) и кардиотоксина (Patel et al., 1997), с которыми связывается с высокой специфичностью (Vyas et al., 1997, 1998).

Гепарин предотвращает развитие легочного отека, вызванного ядом скорпиона Tityus serrulatus, но не снимает гипертензивные эффекты яда. Возможно, это связано со способностью гепарина уменьшать сосудистую проницаемость в легких (Freire-Maia, 1993).

Гепарин снижает токсические эффекты пчелиного яда (Хомутов и др., 1999; Higgibotham, Karnella, 1971), ослабляет действие его основных компонентов: мелиттина, апамина, фосфолипазы А2, лецитазы А, с которыми он образует комплексные соединения (Хомутов, 1987; Хомутов, Орлов, 1987; Kind, Allaway, 1982). Гепарин тормозит гемолиз, обусловленный пчелиным ядом и ядом кобры. Это антигемолитическое действие объясняют блокированием имеющегося в яде фермента лецитазы А (Чазов, Лакин, 1977).

В последнее время в ряде работ, выполненных под руководством профессора А.Е. Хомутова, было показано, что гепарин модифицирует течение эфирного наркоза (Пахомова, 2000, 2001), активно влияет на нейролептические свойства дроперидола (Пахомова, 2001; Звонкова и др., 2002), снижает продолжительность наркотического сна, вызванного  введением гамма-оксимасляной кислоты (Хомутов, Пахомова, 2001). 

3.3. Комплексообразующие свойства гепарина
Эндогенный и экзогенный гепарин, введенный извне, не остается в кровотоке в свободном состоянии, а вступает в соединения с ионами, физиологически активными веществами, различными белками плазмы крови (Кудряшов, Ляпина, 1982).

Обладая высоким отрицательным зарядом, гепарин легко взаимодействует как с большими, так и с малыми катионами и молекулами с образованием комплексов. Комплексные соединения – это соединения, в узлах кристаллической решетки которых находятся комплексные ионы, характеризующие устойчивость комплексных соединений в растворе. При комплексообразовании изменяются растворимость веществ, их вязкость, мутность, электрофоретическая подвижность, спектральные, энзиматические, иммунные и другие свойства (Jaques, 1983).

Гепарин выделяется из других кислых мукополисахаридов животного происхождения по своей выраженной способности соединяться с различными веществами благодаря своему значительному отрицательному заряду. Определяющее значение при комплексообразовании гепарина  имеет наличие ионной связи, так как от реакции среды зависит взаимодействие гепарина с различными агентами (Ляпина, Ульянов, 1977).

Важную роль играют также водородные связи. По некоторым данным при комплексообразовании гепарина с другими веществами могут иметь место как ионные, так и прочные ковалентные связи. На основании рентгеноструктурных исследований установлено, что сильнополярные карбоксильная и сульфоновая группы гепарина ответственны за реализацию как физико-химических, так и макромолекулярных свойств гепарина (Алекперов, Алиев, 1987; Хомутов, 1987).

Реакция комплексообразования следует простому закону соотношения масс, имеет место более-менее выраженная диссоциация и при равновесии в растворе всегда присутствуют свободные вещества. Константа диссоциации комплекса понижается при денатурации, кислой рН, в присутствии липидов (Jaques, 1983).

Гепарин способен образовывать комплексы с положительнозаряженными ионами металлов: K+, Na+, Ca2+, Ba2+, Cu2+; отрицательнозаряженными ионами: Cl-, SO42-, PO43-, CH3COO- и др. (Ляпина, Ульянов, 1977; Кудряшов, Ляпина, 1982; Jaques, 1980) и с органическими катионами (Алекперов, Алиев, 1987). 

В 1971 году было показано, что гепарин образует комплексы с природными аминокислотами: аланином, амидом аспарагина, аспарагиновой кислотой, цистеином, цистином, глутаминовой кислотой, гистидином, гидроксипролином, серином, треонином, триптофаном, глицилглицином, глицилвалином, изолейцином, лейцином, метионином, фенилаланином, пролином, аспартилтирозином, тирозином и валином, а также с их производными: дийодтирозином, L-аминомасляной кислотой, никотиновой кислотой, никотинамидом, L-аминолевуленовой кислотой, имидазолмолочной кислотой, креатином, фосфокреатином. Гепарин также взаимодействует с синтетическими аминокислотами: антраниловой кислотой, р-аминобензойной кислотой, γ-ацетоуксусной кислотой, 4-аминобутилфосфорной кислотой и аминоэтилфосфорной кислотой (Koh, Bharucha, 1971). Комплексы гепарина с аминокислотами довольно стабильно сохраняют антикоагулянтный и антилипемический эффект при прохождении таких комплексов через слизистые оболочки тела (Ляпина, Ульянов, 1977).

Гепарин образует комплексы с различными аминами: серотонином (Кудряшов и др.,1973; Кондашевская, Ляпина, 1998; Кондашевская и др., 2000), норадреналином и адреналином (Кудряшов и др., 1975; Ляпина, 1978), гистамином (Кудряшов и др., 1990).  

Комплексы адреналин-гепарин и норадреналин-гепарин были получены in vitro при соотношении гепарин : амин, равном 3:1. Комплексообразование гепарина с адреналином обусловлено в основном образованием водородных связей между аминогруппами адреналина и гидроксильными и карбоксильными группами гепарина. Взаимодействие адреналина с гепарином приводит к образованию высокомолекулярного комплекса, не только имеющего более высокий молекулярный вес, чем исходные соединения, но и отличающегося тем, что входящие в него молекулы составных веществ, очевидно, изменяют свою конформацию. Вступая в комплекс с гепарином, адреналин теряет присущие ему физиологические свойства: перфузия переживаемого изодированного сердца лягушки раствором комплекса адреналин-гепарин не вызывала никакого эффекта, в то время как перфузия эквивалентным раствором адреналина (10-6М) давала обычный, хорошо выраженный инотропный эффект. Антикоагулянтные и фибринолитические свойства гепарина при этом сохранялись (Кудряшов и др., 1975).

Показано, что присутствие гепарина и гистамина в крови в физиологических условиях приводит к их взаимодействию, результатом чего является изменение скорости свертывания крови. При разрушении гранул тучных клеток и базофилов, распадается белковый комплекс, связывающий гепарин в клетке, и, освобождающиеся гепарин и гистамин, взаимодействуют между собой, Ряд исследователей считают, что гепарин и гистамин образуют солеобразный комплекс, и указывают на ионное взаимодействие между гепарином и гистамином (Ерзинкян и др., 1977). На способности гепарина локализовать гистаминазу и гистамин основаны его противовоспалительные и антиаллергические свойства. Комплексы гепарина с гистамином также проявляют антикоагулянтные и фибринолитические свойства (Кудряшов и др., 1990).

Сродство гепарина и серотонина выражено в значительно меньшей степени (в 4 раза), чем сродство гепарина и гистамина, и имеет немаловажное значение для организма (Ляпина, Ульянов, 1977; Кондашевская, Ляпина, 1998). Экспериментально показано, что при определенных условиях гепарин и серотонин соединяются друг с другом; оптимум взаимодействия в водных растворах при рН 5,0-5,5. Установлено, что для связи 1мг серотонина необходимо 15мг гепарина. В экспериментах на животных удалось показать, что основное количество серотонина, выделяющегося из тромбоцитов при введении в кровоток животных тромбина, связывается с гепарином, образуя с ним комплекс (Калишевская, 1973). Комплекс гепарин-серотонин был получен в относительно чистой системе in vitro и выделен in vivo из крови при осуществлении защитной реакции противосвертывающей системы в ответ на появившийся в кровотоке тромбин. Данный комплекс обладает высокой антикоагулянтной и неферментативной фибринолитической активностью на нестабилизированный фибрин (Кудряшов и др., 1973).

Биогенные амины являются слабосвязанными компонентами гепаринового комплекса и могут быть вытеснены гистаминлибераторами, роль которых, по-видимому, могут играть ионы натрия. Более устойчивыми соединениями гепарина являются комплексы с биологически активными веществами пептидной природы, с которыми связано большинство физиологических эффектов гепарина (Хомутов, 1987; Хомутов, Звонкова, 2002; Griffith, Kingdon, 1979; Bae, 1994; Finotti, Manente, 1997).

В живом организме гепарин обнаруживается в крови в виде молекулярных комплексов с различными белками плазмы. Наличие в структуре молекулы гепарина большого количества анионных группировок, расположенных через короткие интервалы, создает электроотрицательную оболочку с различной плотностью заряда. Вследствие этого молекула гепарина способна присоединять к себе не только положительные, но и менее чем гепарин заряженные белки (Бычков, 1981; Башков и др., 1993; Орлов, Хомутов, Мухина и др., 1999, 2000; Хомутов и др., 2001; Marciniak, 1974; Pejler, Berg, 1995; Pejler, Sadler, 1999).

Особенность комплексообразования гепарина с белками зависит от структуры и гепарина, и белков. Фибриллярные белки чаще образуют комплексы, чем глобулярные. Взаимодействие гепарина с белками зависит от концентрации белков, концентрации гепарина, неорганических и органических электролитов, ионов водорода (Jaques, 1983). Хотя глюкозаминогликаны имеют гетерогенный состав, уникальные структурные детерминанты в пределах полисахаридной цепочки взаимодействуют со строго определенными белками (Cardin, Weintraub, 1989).

При комплексообразовании гепарина с белком обнаружено электростатическое взаимодействие. Гепарин соединяется с белками при значениях рН, находящихся между изоэлектрическими точками компонентов комплекса. При рН ниже изоэлектрической точки белка гепарин соединяется с его катионными группами и вызывает осаждение белка (Ляпина, Ульянов, 1978). 

Гепарин как одноосновная кислота образует с белками соли, которые прочны в кислой среде в том случае, если изоэлектрическая точка белков находится в кислой среде. С белками же основного характера, такими, как гистоны или протамины, гепарин образует прочные комплексы в щелочной среде. При наличии в растворе нескольких белков гепарин распределяется между ними согласно их относительной концентрации и констант диссоциации образующихся соединений, что, вероятно, имеет биологическое значение. В результате связывания гепарином белков их физиологическая активность обычно меняется (Бычков, 1981).

Комплексообразование с гепарином может индуцировать структурные изменения комплексующейся молекулы, например, изменения конформации полипептидов. На примере сополимеров L-лизин:L-фенилаланин (1,4:1) с L-лизин:L-тирозин было установлено, что гепарин способствует вторичным структурным изменениям в сополимерах лизина. Конформационные изменения приводили при этом к появлению α- или β-спирали, причем природа взаимодействия определялась аминокислотами, расположенными рядом с катионным остатком (Stone, Epstein, 1977). 

Методами электрофоретического анализа, спектрофотометрии, седиментационного ультрацентрифугирования доказано образование комплексов гепарина с белками in vitro. В условиях in vitro получены комплексные соединения гепарина с очищенными белковыми компонентами плазмы крови: фибриногеном (Ерзикян и др., 1979), тромбином (Ляпина, Ульянов, 1977; Smith, Craft, 1976), протромбином (Ляпина и др., 1979, 2001), тромбопластином (Кудряшов, Ляпина, 1978), антитромбином III (Кудряшов и др., 1981; Пасторова, 1983; Griffith, Kingdon, 1979; Bae et al., 1994), плазмином (Кудряшов, Ляпина, 1982), антиплазминами (Пасторова и др., 1973), тканевым активатором плазминогена (Шимонаева, Андреенко, 1988), альбуминами, α- и γ-глобулинами, β-липопротеинами (Jaques, 1980).

Практически все комплексные соединения гепарина с белками и аминами обладают антикоагулянтным действием, растворяют нестабилизированный фибрин в присутствии больших количеств ингибиторов ферментативного фибринолиза, а также препятствуют начальным стадиям тромбообразования, то есть проявляют антитромботический эффект благодаря ингибированию фактора XIII, усилению нейтрализации тромбина в кровотоке, задержке агрегации тромбоцитов, устранению действия антиплазмина (Кудряшов, 1975).

Комплексообразование гепарина с находящимся в плазме белковым ингибитором сериновых протеиназ – антитромбином III – способствует проявлению его антикоагулянтной активности (Кудряшов, 1975). В составе этого комплекса гепарин каталитически ускоряет нейтрализацию антитромбином  тромбина и некоторых факторов свертывающего каскада: факторов IXa, Xa, XIa и др. Связывание гепарина с антитромбином способствует возникновению переходного активированного комплекса, увеличивающего активность фактора во много сотен раз (Ульянов, Ляпина, 1977).

При этом активный центр гепарина (олигосахаридный фрагмент, состоящий из 12 моносахаридных единиц с N-сульфатированными D-глюкозаминовыми остатками), связываясь с лизиновыми остатками антитромбина, стимулирует конформационную перестройку молекулы ингибитора, делая его активный центр более благоприятным для комплементарного взаимодействия с активированным фактором свертывания. Таким образом, активированный гепарином антитромбин III, взаимодействуя с активным центром фактора свертывания, предотвращает его участие в процессе гемокоагуляции (Ляпина, 1987).

Взаимодействие гепарина и антитромбина III строго специфично, и ни один из протеогликанов не может заменить его. Исключение составляет гепаран сульфат, действующий как антикоагулянт, но только в исключительно высоких концентрациях. Специфическая активность гепарина монотонно снижается с уменьшением его молекулярной массы (Кудряшов и др., 1980; Vives et al.,1999).

Гепарин способен образовывать комплексы с проколлагеном и коллагеном. При этом увеличивается степень фибриллообразования, по-видимому, за счет электростатического взаимодействия гепарина с коллагеном (Ляпина, Ульянов, 1978).

Комплексы гепарина с белками и аминами – эффективные средства, обеспечивающие организм реактивным гепарином и вызывающие более сильные регуляторные физиологические реакции, чем гепарин в эквивалентных дозах (Ляпина и др., 1989). Комплексы гепарина с молекулами могут выполнять своего рода депо, как гепарина, так и комплексующихся физиологически активных соединений. Например, сродство гепарина к фибриногену выше, чем к адреналину. При диссоциации комплекса адреналин-гепарин гепарин может переходить на фибриноген с образованием комплекса фибриноген-гепарин, поэтому последний может выполнять роль своеобразного депо гепарина (Ульянов, Ляпина, 1973). 

ГЛАВА 4. ВЛИЯНИЕ ВЫСОКОЙ ВНЕШНЕЙ ТЕМПЕРАТУРЫ НА ВЫЖИВАЕМОСТЬ КРЫС ПРИ ВОЗДЕЙСТВИИ 

ЗООТОКСИНАМИ
Хотя большинство ядовитых животных обитает в аридных условиях, т.е. при повышенной температуре окружающей среды и инсоляции, и контакт с ними наиболее вероятен в пустынях и полупустынях, где действие высокой температуры приводит к напряжению физиологических функций, тем не менее до сих пор большинство исследований касалось разработки методов антидотной терапии в условиях нормотермии. Для понимания механизма действия зоотоксинов при перегревании был поставлен ряд экспериментов, в которых проявление токсических свойств животных ядов наблюдалось при различных температурных режимах.


Для определения токсичности животных ядов использовались белые мыши. Определялась DL50 для данного образца зоотоксинов. Для пчелиного яда она оказались равной 7,8 (6,6÷8,2), для яда скорпиона - 0,38 (0,3÷0,5), для яда жабы – 4,7 (4,2÷5,2), кобры - 0,69 (0,6÷0,8), гюрзы - 2,8 (2,0÷3,4), гадюки - 4,8 (3,8÷5,6), эфы - 6,5 (5,9÷7,4), щитомордника - 2,0 (1,6÷2,5). 
4.1 Нормотермия
Определив DL50 на мышах, были поставлены эксперименты на крысах, которым внутрибрюшинно вводили различные дозы исследуемых  зоотоксинов причем доза ядов варьировала в широких пределах от о,5 до 20 мг/кг. 

Выживаемость животных по абсолютному времени фиксировалось на протяжении 10 суток, после чего наблюдения прекращались. Подопытные животные содержались в обычных температурных условиях (20ºС) на рационе вивария (табл. 2).

При внутрибрюшинном введении исследуемых зоотоксинов наблюдался дозозависимый эффект действия ядов, выражающийся в зависимости продолжительности жизни от дозы инъецированного яда. Необходимо также отметить индивидуальную чувствительность к ядам животных, относящихся к разным таксономическим группам (табл. 2). 
                                                                                                         Таблица 2                                                                                                                                                         

Продолжительность жизни (мин) лабораторных крыс в условиях нормотермии (Т=20°С) при действии различных зоотоксинов.

	Яды
	Стат.

Показ.
	Доза яда, мг/кг

	
	
	0,5
	1
	2
	3
	4
	6
	10
	15
	20

	Кобра
	М
	8027
	337
	
	56
	-
	-
	-
	-
	-

	
	m
	1709
	123
	
	23
	-
	-
	-
	-
	-

	Эфа
	М
	+
	
	+
	
	+
	1638
	1362
	
	1215

	
	m
	+
	
	+
	
	+
	251
	49
	
	126

	Щито-

мордник
	М
	+
	2400
	1650
	
	256
	-
	-
	-
	-

	
	m
	+
	603
	98
	
	38
	-
	-
	-
	-

	Гюрза
	М
	+
	8880
	1915
	
	466
	-
	-
	-
	-

	
	m
	+
	134
	342
	
	220
	-
	-
	-
	-

	Пчела
	М
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	1062
	462
	312

	
	m
	+
	+
	+
	+
	+
	+
	280
	155
	104

	Скорпион
	М
	4256
	258
	
	22
	-
	-
	-
	-
	-

	
	m
	875
	46
	
	8
	-
	-
	-
	-
	-

	Жаба
	М
	+
	+
	
	6890
	
	
	1880
	-
	-

	
	m
	+
	+
	
	869
	
	
	244
	-
	-


Примечание: + животные живы в течение 10 суток;
                       - гибель животных;
                      пустая графа – данная доза не использовалась.
4.2. Тепловая экспозиция 30ºС


В следующей серии экспериментов исследовались поведенческие реакции и продолжительность жизни белых крыс при повышенной температуре окружающей среды. Животные, получившие ту или иную дозу яда, помещались в «мягкие» температурные условия, создаваемые термокамерой, где имелся свободный доступ к воде и пище (табл. 3).


В начале тепловой экспозиции крысы были несколько возбуждены, наблюдалась повышенная активность и агрессивность.  По мере адаптации к повышенной температуре эти признаки исчезали, животные (особенно с малыми дозами яда) успокаивались, начинали пить воду и искать корм. Саливация была средней и малой степени, в основном, была увлажнена нижняя часть брюшка. Контрольная серия, с введением крысам физиологического раствора, показала, что температура 30°С не является для животных стрессовой, ведущей к гибели, так как на протяжении 10 суток наблюдения не было зафиксировано ни одного случая смерти (табл. 3).
                                                                                                        Таблица 3.

Продолжительность жизни лабораторных животных в условиях 

повышенной температуры окружающей среды (Т=30°С)

при действии зоотоксинов

	Яды
	Стат.

показ.
	Доза яда, мг/кг

	
	
	0,5
	1
	2
	3
	4
	6
	10
	20

	Кобра
	М
	1800
	256
	
	48
	-
	-
	-
	-

	
	m
	320
	35
	
	9
	-
	-
	-
	-

	Эфа
	М
	+
	+
	
	+
	
	546
	453
	214

	
	m
	+
	+
	
	+
	
	48
	32
	16

	Щито-
	М
	+
	1631
	576
	
	184
	-
	-
	-

	мордник
	m
	+
	289
	44
	
	17
	-
	-
	-

	Гюрза
	М
	+
	3250
	1915
	
	289
	-
	-
	-

	
	m
	+
	456
	349
	
	49
	-
	-
	-

	Пчела
	М
	
	+
	1483
	
	
	450
	
	200

	
	m
	
	+
	87
	
	
	122
	
	30

	Скорпион
	М
	1755
	
	199
	-
	-
	-
	-
	-

	
	m
	111
	
	9,7
	-
	-
	-
	-
	-

	Жаба
	М
	+
	+
	3620
	
	
	
	920
	-

	
	m
	+
	+
	724
	
	
	
	127
	-


Примечание: + животные живы в течение 10 суток; 

                       - гибель животных;
                      пустая графа – данная доза не использовалась.
Как видно из таблицы 3 при внутрибрюшинном введении уже 0,5 мг/кг  исследуемых зоотоксинов продолжительность жизни животных снижается относительно предыдущей серии опытов, в которой использовалось введение ядов в условиях нормотермии.

Измерение ректальной температуры животных при  экспозии 30ºС на фоне предварительного введения зоотоксинов показало, что эндотелиальная температура не отличатся от таковой у интактных животных при нормотермии (20ºС).

4.3. Тепловая экспозиция 40ºС

Известно, что экстремальная температура для крыс и мышей начинается от 40°С и выше (Султанов,1984). В природных условиях грызуны, обитающие в пустынях и полупустынях, обычно редко подвергаются воздействию таких высоких температур, ибо весь комплекс приспособительных поведенческих реакций направлен на уменьшение поступления тепловой радиации. 

В наших опытах животные также проявляли беспокойство и раздражительность, искали выход из клетки, сбивались в кучи, подлезая друг под друга, максимально прижимались к дну камеры. По истечении некоторого времени (обычно на 15-20 минуте) начиналась обильная саливация. 


Проведенное исследование показало, что при введении физиологического раствора лабораторные крысы живут в пределах 118 - 125 мин, в условиях воздействия температуры 40°С (табл. 4). 

При внутрибрюшинном введении зоотоксинов выживаемость животных уменьшается, причем тем сильнее, чем больше доза яда. Так, например, при дозе 0,5 мг/кг яда кобры белые крысы прожили 82,1±20,0 мин, а в случае с дозой 3 мг/кг - 37±1,4 мин. Увеличение дозы яда кобры до 6 мг/кг вызывало смерть экспериментальных животных во время введения. Введение яда эфы,  гюрзы и пчелы в дозе 0,5 мг/кг снижало продолжительность жизни крыс значительно меньше. В этом случае продолжительность жизни составляла 108 – 118 мин. (табл. 4).
Из исследованных животных ядов, пчелиный яд является наименее токсичным и, соответственно, продолжительность жизни животных в термокамере при температуре 40°С значительно выше (табл. 4). 
Таким образом, полученные экспериментальные данные, свидетельствуют о прямой зависимости выживаемости животных при гипертермии от дозы  введенных зоотоксинов, особенно выраженной в области летальных и сублетальных доз.

                                                                                                       Таблица 4.
Продолжительность жизни (мин) лабораторных крыс в условиях перегревания (Т= 40°С) при действии различных животных ядов

	Яды
	Стат.

показ.
	Конт

роль
	Доза яда, мг/кг

	
	
	
	0,5
	1
	3
	6
	10
	20
	30

	Кобра
	М
	120,2
	82,1*
	61,3*
	37,0*
	-
	
	
	

	
	m
	22,7
	20,0
	8,7
	1,4
	-
	
	
	

	Эфа
	М
	122,1
	114,3
	80,2*
	63,2*
	49,9*
	26,5*
	-
	

	
	m
	17,6
	19,0
	6,7
	2,7
	1,1
	2,4
	-
	

	Щито-

мордник
	М
	118,8
	77,9*
	49,8*
	41,6*
	12,2*
	-
	
	

	
	m
	12,4
	8,2
	1,8
	1,2
	2,3
	-
	
	

	Гюрза
	М
	123,4
	108,4
	66,6*
	51,4*
	31,2*
	-
	
	

	
	m
	8,6
	9,2
	3,2
	2,8
	2,4
	-
	
	

	Пчела
	М
	125,1
	118,4
	98,6*
	72,4*
	55,5*
	34,2*
	12,3*
	-

	
	m
	6,6
	16,5
	10,2
	8,2
	5,8
	2,8
	1,2
	-

	Скорпион
	М
	123,3
	64,5*
	42,2*
	-
	
	
	
	

	
	m
	4,8
	2,8
	5,6 
	-
	
	
	
	

	Жаба
	М
	121,0
	106,3
	70,2*
	48,4*
	36,6*
	-
	
	

	
	m
	8,8
	10,4
	4,1
	3,2
	2,9
	-
	
	


* - Раличия между контрольной и экспериментальными группами статистически значимы (р < 0.05). 

Примечание: + животные живы в течение 10 суток;

                       - гибель животных;                       

                       пустая графа – данная доза не использовалась.

4.4. Тепловая экспозиция 50ºС                                                                    

Исследование действия температуры 50°С показало, что для животных, неакклиматизированных к высоким температурам, она является неадекватной и ведет к стрессовым реакциям, влекущим за собой быструю гибель в результате избыточного поступления тепла в организм. В данных условиях белые лабораторные крысы в среднем живут 45минут (табл.5)


При введении исследуемых зоотоксинов наблюдался двухфазный характер изменения выживаемости животных: при малых дозах - увеличение времени жизни, при более высоких – уменьшение по сравнению с контролем. Также отмечались характерные поведенческие реакции, направленные на уменьшение поступления тепла в организм. При внутрибрюшинном введении пчелиного  яда в дозе 1мг/кг на 30 минуте тепловой экспозиции наблюдалось повышение двигательной активности животных и усиление саливации; через 50 минут погибло первое животное, последнее - через 64 минуты. При дозе 8 мг/кг высокая двигательная активность была зафиксирована уже на 21 минуте.


В опытах с ядом кобры на первых минутах нагревания была отмечена первоначальная малоподвижность, вялость крыс, переходящая на 15 минуте к «сверхактивности» (интенсивные поиски выхода, активные перемещения из угла в угол, агрессивность). В целом, продолжительность жизни в опыте была ненамного выше контроля (табл. 5).


При внутрибрюшинном введении яда эфы происходило резкое повышение теплоустойчивости животных (дозы 1-10 мг/кг). Через 1 час после помещения в термокамеру крысы имели «взъерошенный» вид и перемещались по камере ползком, сбиваясь в кучки. Было заметно сильное покраснение ушных раковин и хвоста, что свидетельствовало об обильном кровоснабжении этих частей тела для увеличения теплоотдачи. Максимальная теплоустойчивость отмечена у крыс, получивших дозу 6 мг/кг, которые прожили при этом 159,0±9,2 мин (табл.5).

                                                                                                   Таблица 5
Продолжительность жизни (мин) белых крыс в условиях острого 

перегревания (Т= 50°С) при действии зоотоксинов

	Яды
	Стат.

оказ.
	Конт

роль
	Доза яда, мг/кг

	
	
	
	0,25
	0,5
	1
	2
	4
	6
	8
	10
	20

	Кобра
	М
	45
	49*
	54*
	61*
	33*
	18,1*
	14,2*
	11,4*
	-
	

	
	m
	0,5
	0,6
	1,7
	1,4
	1,6
	2,8
	2,2
	2,7
	-
	

	Эфа
	M
	40
	
	52*
	125*
	123*
	130*
	159*
	131*
	123*
	75*

	
	m
	3,0
	
	2,2
	3,2
	5,0
	3,3
	9,2
	12
	12
	8,9

	Щито-

мордник
	M
	40
	
	
	123*
	181*
	226*
	
	
	163*
	99*

	
	m
	3,0
	
	
	7,8
	21
	30
	
	
	18
	9

	Гюрза
	M
	43
	50*
	56*
	58*
	58*
	60*
	
	52*
	-
	

	
	m
	2,1
	0,9
	2,1
	2,8
	1,2
	4,0
	
	2,2
	-
	

	Гадюка
	M
	43
	45
	50*
	55*
	50*
	
	
	39
	-
	

	
	m
	2,1
	2,0
	2,1
	2,5
	2,1
	
	
	1,4
	-
	

	Пчела
	М
	45
	
	
	59*
	79*
	55*
	32*
	30*
	-
	

	
	m
	0,5
	
	
	1,8
	2,9
	1,6
	2,2
	1,0
	-
	

	Скор-

пион
	М
	43
	35*
	57*
	69*
	56*
	33*
	-
	
	
	

	
	m
	2,1
	1,5
	4,0
	4,9
	2,8
	4,6
	-
	
	
	

	Жаба
	М
	43
	57*
	
	62*
	78*
	58*
	
	35*
	-
	

	
	m
	2,4
	3,2
	
	3,8
	3,2
	2,6
	
	1,8
	-
	


* - Раличия между контрольной и экспериментальными группами статистически значимы (р < 0.05). 

Примечание: + животные живы в течение 10 суток;

                       - гибель животных;

                      пустая графа – данная доза не использовалась.

При исследовании действия яда щитомордника при острой тепловой экспозиции наблюдалось значительное увеличение продолжительности жизни крыс в термокамере по сравнению с другими зоотоксинами. Причем, максимальный эффект приходился на интервал доз от 2 до 10 мг/кг. Часть животных при оптимальных дозах яда (4-8 мг/кг) сохраняла жизнеспособность более 4-х часов в термокамере, что говорит о большой роли индивидуальных особенностей организма в приспособлении к высокой температуре (табл. 5). 

Известно, что адекватным показателем тепловой устойчивости  животного является продолжительность сохранения «плато» при гипертермии (Леках, 1980). По-видимому,  в данном случае часть крыс «сумела поддерживать» достаточно долгое время «плато» на одном и том же, допустимом с границами жизни, температурном уровне. Также наблюдалась общая тенденция увеличения саливации при возрастающих дозах яда щитомордника.

При предварительном введении ядов гюрзы, гадюки, пчелы, скорпиона и жабы в условиях острого перегревания также наблюдалось увеличение продолжительности жизни, зависимое от дозы вводимого токсина (табл. 5).

Острое перегревание при внешней температуре 50°С сопровождается отчетливо выраженной гипертермией. Так, к 30 – 40 мин острого перегревания в контрольной группе животных, которым вводили физиологический раствор, эндотелиальная температура повышалась до 43,7±0,3°С, после чего регистрировалась смерть животных (табл. 6).

Определенный интерес представляют наблюдения за поведенческой реакцией животных при гипертермиии. Отчасти, хотя и имелись различия в поведении животных при действии различных зоотоксинов, но в целом, можно выделить сходные реакции на повышение температуры среды. Поначалу крысы ведут себя вяло, но через некоторое время (обычно 15-20 минут) после нагревания камеры до установленного значения заметна своеобразная «сверхактивность», которая в дальнейшем ослабевает и незадолго до гибели животные лежат на дне камеры, изредка перемещаясь. Также было замечено, что с повышением дозы яда прямо пропорционально росло слюноотделение, характерное для мелких грызунов в аридных зонах (Султанов,1984). 
                                                                                                       Таблица 6.

Изменение ректальной температуры крыс при действии зоотоксинов

в условиях острого перегревания (Т=50°С)

	Условия

опыта
	Стат.

пок.
	Конт
роль
	Время воздействия Т=50 °С (мин)

	
	
	
	10
	15
	20
	30
	50
	60

	Т=50 °С
	М
	36,0
	39,7*
	40,9*
	42,0*
	43,7*
	-
	-

	
	m
	0,3
	0,3
	0,3
	0,7
	0,3
	-
	-

	Яд пчелы

(2 мг/кг)


	М
	36,1
	37,4*
	38,7*
	40,2*
	42,5*
	43,3*
	43,7*

	
	m
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2
	0,2

	Яд кобры

(1 мг/кг)


	М
	36,7
	38,6*
	39,7*
	41,1*
	42,9*
	43,3*
	44,2*

	
	m
	0,2
	0,4
	0,3
	0,2
	0,1
	0,2
	0,6

	Яд щито-

мордника

(4мг/кг)
	М
	36,4
	38,0*
	39,4*
	40,7*
	42,3*
	42,9*
	44,3*

	
	m
	0,3
	0,3
	0,3
	0,2
	0,2
	0,2
	0,4


* - Раличия между контрольной и экспериментальными группами статистически значимы (р < 0.05). 

Примечание:  - гибель животных.                 

При введении ядов пчелы, кобры и щитомордника кривая изменений эндотелиальной температуры несколько отличается от таковой в контрольной группе животных. Так, через 30 мин тепловой экспозиции с предварительным введением указанных зоотоксинов ректальная температура варьировала в пределах 42,5 – 42,9°С и только к 60-ой мин ректальная температура сравнялась с контрольными величинами, а в случае с введением яда кобры и яда щитомордника превышала их и соответствовала 44,2 – 44,3°С (табл. 6).

Интересно отметить, что гипертермическое «плато» (Леках, 1980) при введении яда щитомордника сохраняется до 226±30 мин тепловой экспозиции, т.е. до гибели животных. В это время температура остается на уровне 44,3±0,4°С (табл. 6).
4.5. Тепловая экспозиция 60ºС


При тепловой экспозиции 60ºС  белые лабораторные крысы живут в среднем 34 минуты. При введении исследуемых зоотооксинов наблюдалось изменение выживаемости животных: при малых дозах яда увеличение времени жизни, при более высоких - уменьшение по сравнению с контролем. Отмечались характерные поведенческие реакции, направленные на уменьшение поступления тепла в организм.


В опытах с пчелиным ядом, при внутрибрюшинном введении в дозе 1 мг/кг на 13 минуте тепловой экспозиции наблюдалось повышение двигательной активности животных и усиленная саливация. Первое животное погибло через 55 минут. При дозе 8 мг/кг высокая двигательная активность была зафиксирована на 11 минуте, через 33 минуты погибло первое животное, последнее погибло через 55 минут (табл.7).


При исследовании действия яда щитомордника наблюдалось значительное увеличение продолжительности жизни крыс в термокамере по сравнению с другими зоотоксинами. Причем, максимальный эффект приходился на интервал доз от 1 до 4 мг/кг (табл.7). Животные сохраняли жизнеспособность в термокамере около часа, что говорит о большой роли индивидуальных особенностей организма в приспособлении к высокой температуре.


При внутрибрюшинном введении яда кобры (дозы 0,5-8 мг/кг) на первых минутах нагревания отмечена вялость крыс, малоподвижность, переходящая к 10 минуте к усилению двигательной активности (интенсивные поиски выхода, активные перемещения по камере). Продолжительность жизни в целом была ненамного выше контроля. В опытах с ядом гюрзы, на первых минутах тепловой экспозиции наблюдалась вялость крыс, малоподвижность. Было заметно сильное покраснение ушных раковин и хвоста, что свидетельствовало об обильном кровоснабжении этих частей тела для увеличения теплоотдачи. Максимальная теплоустойчивость отмечена у крыс, получивших дозу 4 мг/кг, которые прожили при этом 45±2,7 минут (табл.7).                                                                     

                                                                                                    Таблица 7

Продолжительность жизни (мин) белых крыс в условиях перегревания

(Т= 60ºC) при действии зоотоксинов

	Яды
	Стат.

показ.
	Нор-

ма
	Доза яда, мг/кг

	
	
	
	0,25
	0,5
	1
	2
	4
	6
	8
	10
	20

	Кобра
	M
	34
	
	53*
	52*
	44*
	33
	
	45
	-
	-

	
	m
	3,6
	
	4,7
	0,9
	2,2
	2,8
	
	3,5
	-
	-

	Гюрза
	M
	34
	82*
	56*
	29
	29
	45*
	
	33
	-
	-

	
	m
	3,6
	5,9
	5,7
	1,0
	2,0
	1,7
	
	2,6
	-
	-

	Щито-

мордник
	M
	34
	
	
	56*
	43
	48*
	
	
	46
	47

	
	m
	3,6
	
	
	6,2
	3,8
	3,7
	
	
	3,6
	4,6

	Пчела
	M
	34
	
	
	53*
	38
	35
	48*
	38
	-
	-

	
	m
	3,6
	
	
	4,1
	3,8
	2,4
	2,8
	2,1
	-
	-


* - Раличия между контрольной и экспериментальными группами статистически значимы (р < 0.05). 

Примечание: + животные живы в течение 10 суток;

                       - гибель животных;

                      пустая графа – данная доза не использовалась.

Таким образом, рассмотренный экспериментальный материал свидетельствует о существенных сдвигах в органах и системах при остром перегревании. При определенных дозах зоотоксинов продолжительность жизни не падает, как в случае с температурами 30, 40ºС, а наоборот, увеличивается. После некоторого интервала оптимальных доз, эффективность действия яда начинает снижаться и продолжительность жизни становится меньше контроля. Вероятно, в данном случае отрицательное влияние токсичных компонентов усиливается и превалирует над повышением теплоустойчивости, вызывая необратимые изменения в организме.

Сравнительная характеристика увеличения уровня продолжительности жизни экспериментальных животных показывает, что при совместном действии высокой внешней температуры и зоотоксинов максимальный термопротекторный эффект наблюдается при применении яда щитомордника с последующей экспозицией в термокамеру при температуре 50°С. Если составить ряд, в котором оценивается продолжительность жизни, по мере уменьшения показателя, то он будет выглядеть следующим образом: яд щитомордника (226±30 мин), яд эфы (159±9,2 мин), яд пчелы (69±2,9 мин), яд скорпиона (69±4,9 мин), яд кобры (61±1,4 мин), яд гюрзы (60±4,0 мин), яд жабы (58±3,2 мин), яд гадюки (55±2,5 мин), причём для каждого яда существует доза, введение которой сопровождается максимальным протекторным действием (рис. 1).
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Рис. 1. Максимальная продолжительность жизни крыс при 
тепловой экспозиции (50ºС) на фоне действия зоотоксинов

1 – яд кобры (1 мг/кг);                                   5 – яд гадюки (1 мг/кг);
2 – яд эфы (6 мг/кг);                                      6 – яд пчелы (2 мг/кг);
3 – яд щитомордника (4 мг/кг);                    7 – яд скорпиона (1 мг/кг);
4 – яд гюрзы (4 мг/кг);                                  8 – яд жабы (2 мг/кг).
* - Различия между контрольной и экспериментальными 
группами статистически значимы (р<0.05)

Известно, что адекватным показателем тепловой устойчивости  животного является продолжительность сохранения «плато» при гипертермии (Леках, 1980). По-видимому,  в данном случае часть крыс «сумела поддерживать» достаточно долгое время «плато» на одном и том же, допустимом с границами жизни, температурном уровне. Также наблюдалась общая тенденция увеличения саливации при возрастающих дозах яда щитомордника.

При предварительном введении ядов гюрзы, гадюки, пчелы, скорпиона и жабы в условиях острого перегревания также наблюдалось увеличение продолжительности жизни, зависимое от дозы вводимого токсина. 
4.6. Постгипертермический период
В следующей серии экспериментов нами была произведена оценка продолжительности жизни животных, подвергавшихся тепловой экспозиции  (50°С) в течение 45мин на фоне введения оптимальных доз зоотоксинов, обладающих наибольшим термопротекторным действием. Так, если в контрольной серии в течение 45 тепловой экспозиции погибали все животные (0% выживших), то действие высокой внешней температуры на фоне введения ядов животных сопровождалось выживанием большинства крыс (рис. 2).

Максимальная выживаемость в постгипертермический период регистрировалась при предварительном введении яда эфы (6 мг/кг) и яда щитомордника (4 мг/кг) в течение 24 часов после гипертермии (рис. 2). Эффект, видимо, связан с тем, что именно при введении этих ядов наблюдается максимальная продолжительность жизни в условиях гипертермии.

Снижение времени тепловой экспозиции до 30 мин показало, что через час в условиях нормотермии (Т= 20°С) в контрольной группе животных выживало 40% особей, а во всех экспериментальных группах отмечалась 100% выживаемость. Через 6 часов в контрольной группе все крысы погибали, а при введении зоотоксинов процент выживших особей не опускался ниже 80%.                                                                             


[image: image2.wmf]0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

 êîíòðîëü

8

7

6

5

4

3

2

1

 

Доля выживших животных, %

                                

Рис. 2. Количество выживших крыс (%) после тепловой экспозиции (50ºС) в течение 45 мин на фоне действия зоотоксинов 
действии зоотоксинов:

1 – яд кобры (1 мг/кг);                                   5 – яд гадюки (1 мг/кг);
2 – яд эфы (6 мг/кг);                                      6 – яд пчелы (2 мг/кг);
3 – яд щитомордника (4 мг/кг);                    7 – яд скорпиона (1 мг/кг);
4 – яд гюрзы (4 мг/кг);                                  8 – яд жабы (2 мг/кг).
Прмечание: зелёный – 1час; красный – 6 ч; синий 24 ч 

после термоэкспозиции.

При 30-минутной тепловой экспозиции, также как и в предыдущей серии, токсичность животных ядов снижалась, что выражалось в увеличении процента выживших особей через 24 часа после сочетанного действия зоотоксинов и высокой внешней температуры (рис. 3).
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Рис. 3. Количество выживших крыс (%) после тепловой экспозиции (50ºС) в течение 30 мин, при действии зоотоксинов:

1 – яд кобры (1 мг/кг);                                   5 – яд гадюки (1 мг/кг);
2 – яд эфы (6 мг/кг);                                      6 – яд пчелы (2 мг/кг);
3 – яд щитомордника (4 мг/кг);                    7 – яд скорпиона (1 мг/кг);
4 – яд гюрзы (4 мг/кг);                                  8 – яд жабы (2 мг/кг).
Прмечание: зелёный – 1час; красный – 6 ч; синий 24 ч 

после термоэкспозиции.                                                

Особо следует отметить, что в большинстве экспериментов при высокой внешней температуре (50°С) используются зоотоксины, доза которых в значительной степени превышает DL50. Так, в постгипертермический период с использованием яда скорпиона в дозе 1,0 мг/кг через сутки выживает 70% экспериментальных животных, хотя DL50 для этого яда составляет 0,38±0,02 мг/кг; DL50 яда кобры составляет 0,69±0,1 мг/кг, а при его введении в дозе 1 мг/кг через сутки выживает 60% животных; DL50 яда щитомордника составляет 2,0±0,2 мг/кг, а при его введении в дозе 4 мг/кг через сутки выживает 100% животных; DL50 яда гюрзы составляет 2,8±0,3 мг/кг, а при его введении в дозе 4 мг/кг через сутки выживает 50% животных. 

Таким образом, анализируя данные этой серии,  можно предполагать, что указанные яды, введённые в организм в условиях гипертермии, частично теряют свои токсические свойства, что выражается в увеличении продолжительности жизни в постгипертермический период, т.е. можно говорить о термопротекторных свойствах исследованных зоотоксинов.

Острое перегревание при внешней температуре 50°С сопровождается отчетливо выраженной гипертермией. Так, к 30 – 40 мин острого перегревания в контрольной группе животных, которым вводили физиологический раствор, ректальная температура повышалась до 43,7±0,3°С, после чего регистрировалась смерть животных (табл. 8).

Максимальная ректальная температура в условиях высокой внешней температуры регистрировалась при введении яда эфы и яда щитомордника в дозах 6 и 4 мг/кг соответственно. При введении других ядов в тех же условиях опыта ректальная температура была ниже и колебалась в пределах 42,5 – 43,5°С (табл. 8).

Интересно отметить, что гипертермическое «плато» (Леках, 1980) при введении яда щитомордника сохраняется до 226±30 мин тепловой экспозиции, т.е. до гибели животных. В это время температура остается на уровне 44,3±0,4°С (табл. 8).

В постгипертермический период ректальная температура постепенно снижается и через 6 часов после гипертермии достоверно не отличается от таковой у интактных животных, кроме экспериментов, в которых вводились яды гюрзы и гадюки (табл. 8).

                                                                                                           Таблица 8 

Изменение ректальной температуры крыс при действии зоотоксинов

в условиях острого перегревания (50°С) и в постгипертермический 
период

	Исследованные 

токсины
	Ректальная температура (°С)
	Время после тепловой экспозиции (час)

	
	
	1,0
	6,0
	24,0

	Интактные животные
	36,0±0,3
	36,0±0,3
	36,0±0,3
	36,0±0,3

	Контроль (Т= 50°С)
	43,7±0,3*
	-
	-
	-

	Кобра (1мг/кг)
	42,9±0,1*
	42,1±0,1*
	38,3±0,2
	36,1±0,1

	Эфа (6мг/кг)
	44,1±0,1*
	39,5±0,4*
	36,9±0,2
	36,0±0,2

	Щитомордник (4мг/кг)
	44,3±0,4*
	38,7±0,2*
	36,0±0,5
	36,1±0,1

	Гюрза (4мг/кг)
	43,3±0,1*
	40,2±04*
	39,6±0,1*
	36,9±0,6

	Гадюка (1мг/кг)
	43,5±0,3*
	40,8±0,5*
	38,9±0,1*
	36,7±0,7

	Пчела (2мг/кг)
	42,5±0,3*
	39,2±0,3*
	37,0±0,6
	36,0±0,5

	Скорпион (1мг/кг)
	43,1±0,1*
	39,9±0,4*
	36,8±0,3
	36,1±0,1

	Жаба (2мг/кг)
	43,0±0,2*
	38,9±0,3*
	37,0±0,6
	36,0±0,2


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 

   статистически значимы (р≤0,05)

Прочерк – все крысы погибли

4.7. Действие зоотоксинов на фоне нейротропных средств

Вышеприведенные данные были получены на интактных животных, на нервную систему которых не оказывалось фармацевтического воздействия. Однако воздействуя на определенные структуры головного и спинного мозга, можно выявить определенные механизмы термопротекторного действия зоотоксинов в условиях гипертермии. Для этих целей были выбраны такие нейротропные вещества как аминазин, барбитал и стрихнин. 
Известно, что аминазин является одним из основных представителей нейролептиков, вызывающих относительно сильный седативный эффект. В опыте использовались как малые дозы препарата, так и высокие (10 мг/кг). В результате чего были получены данные, позволяющие говорить об отрицательном воздействии аминазина на увеличение продолжительности жизни крыс в условиях гипертермии. Так, при дозе 2 мг/кг продолжительность жизни составила 36±2,1 мин, а при 10 мг/кг - 29±1,4 мин, хотя контрольная группа жила несколько дольше - 43,2±2,1 мин (табл.9).


                                                                                               Таблица 9
Продолжительность жизни крыс (мин) при действии аминазина
 и яда щитомордника в условиях перегревания (Т=50ºС)

	Условия 

эксперимента
	Доза аминазина (мг/кг)

	
	0
	2
	5
	10

	Аминазин
	43.2±2.1
	36.0±2.1*
	34.3±3.2*
	29.1±1.4*

	Аминазин →
Яд щитомордника
	226±30.0
	36.5±0.7*
	38.4±5.2*
	28.0±3.2*


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 

   статистически значимы (р≤0,05)


Очевидно, что это связано с тем, что аминазин угнетает адренореактивные  системы гипоталамуса и ретикулярной формации мозга, также уменьшает или даже полностью устраняет повышение артериального давления и другие эффекты, вызываемые тепловым стрессом. Чем больше доза аминазина, тем сильнее понижение реактивности к эндогенным и экзогенным стимулам и тем большее уменьшение времени выживания лабораторных крыс (Терехова,1975).


В опытах с ядом щитомордника применялись те же дозы аминазина, что и ранее (2, 5 и 10 мг/кг). Яд щитомордника (4 мг/кг) вводился внутрибрюшинно, через 15 минут после инъекции аминазина.


Данные, представленные в таблице 9, показывают, что продолжительность жизни животных во всех трех случаях резко падает по сравнению с контрольной группой, получившей только яд щитомордника.

При внутрибрюшинном введении барбитала наблюдалось некоторое увеличение продолжительности жизни в случае малых доз (10-50 мг/кг) и уменьшение при 100 мг/кг. Если через 15 минут после инъекции барбитала вводился яд щитомордника, то выживаемость животных не увеличивалась (табл. 10).

                                                                                                   Таблица 10

Продолжительность жизни крыс (мин) при действии барбитала

 и яда щитомордника в условиях перегревания (Т=50°С)

	Условия 

эксперимента
	Доза барбитала (мг/кг)

	
	0
	10
	50
	100

	Барбитал
	43.2±2.1
	53.5±1.9*
	45.6±2.8*
	33.5±2.3*

	Барбитал →
Яд щитомордника
	226±30.0
	50.0±1.6
	44.0±2.3
	38.0±3.2*


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 

   статистически значимы (р≤0,05)


Барбитал вызывает иррадиацию тормозного процесса в коре головного мозга, стволовой части мозга, вызывает замедление дыхания и урежение пульса. В небольших дозах препарат вызывает повышение температуры тела, уменьшение основного обмена и усиление слюноотделения, что благотворно сказывается на повышении тепловой резистентности. При больших дозах (100 мг/кг) крысы живут меньше контроля при гипертермии из-за угнетения дыхания, сосудистого коллапса, замедления пульса, понижения температуры тела и ослабления саливационных процессов. То, что введенный на фоне барбитала яд щитомордника не увеличивал выживаемости, очевидно, связано с тем, что данный препарат «перекрывает» каналы действия, по которым развивается эффект яда.                                                                          


В опытах с использованием нитрата стрихнина была выявлена четкая закономерность увеличения продолжительности жизни при остром перегревании. Так, например, при дозе 0,05 мг/кг животные прожили 68±3,5 мин., а при 0,5 мг/кг - 86±3,7 мин (табл.11).
Очевидно, это связано с психотропным возбуждающим действием стрихнина, которое приводит к стимуляции сосудодвигательного и дыхательного центров, тонизированию скелетной мускулатуры, стимуляции процессов обмена, что, в конечном счете, благоприятно сказывается на увеличении теплопотерь организма (Машковский, 2002). 

          При дальнейшем увеличении дозы стрихнина (5 мг/кг) наблюдается падение теплоустойчивости, что, по-видимому, связано с дезинтегрирующим действием больших доз препарата на функциональные системы. Введение яда кобры и яда щитомордника на фоне действия стрихнина сопровождалось значительным снижением продолжительности жизни (табл.11).                                                                                                  

                                                                                        Таблица 11
Продолжительность жизни крыс (мин) при действии 
нитрата стрихнина и ядов кобры и щитомордника 
в условиях перегревания (Т=50ºС)

	Опыт
	Доза стрихнина (мг/кг)

	
	0
	0,05
	0,5
	5,0

	Стрихнин
	43.0±2.1
	68.2±3.5*
	86.1±3.7*
	47.2±5.1

	Стрихнин →
Яд щитомордника
	198±17.0
	47.2±1.9*
	53.5±1.3*
	43.0±2.7*

	Стрихнин →

Яд кобры
	60.9±1.4
	54.1±2.1
	33.4±0.8*
	43


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 

   статистически значимы (р≤0,05)

 Таким образом, использованные нейротропные фармакологические средства  в значительной мере снижают термоадаптивные свойства яда щитомордника и яда кобры, что, возможно, связано с торможением процессов теплового и токсического стресса.

ГЛАВА 5. ИЗМЕНЕНИЕ КАРДИОРЕСПИРАТОРНЫХ 
ПОКАЗАТЕЛЕЙ ПРИ ДЕЙСТВИИ ЗООТОКСИНОВ 
В УСЛОВИЯХ ГИПЕРТЕРМИИ

Опыты, проведенные на половозрелых кроликах обоего пола в климатической камере показали, что при нагревании животных до 50ºС, которым внутримышечно вводилось 2 мл физиологического раствора (контроль), продолжительность жизни отдельных особей колебалась от 59 до 91 минуты, составляя в среднем 79,8±4,5 минуты.

При предварительном введении исследуемых зоотоксинов в том же объеме и последующем помещении (через 10 минут) в климатическую камеру, продолжительность жизни во всех экспериментальных группах увеличивалась. Так, при инъекции пчелиного яда в дозе 5 мг/кг продолжительность жизни с 79,8±4,5 минут увеличивалась до 110,5±5,2 минут, яда кобры в дозе 1 мг/кг - до 111,3±4,0 минут, яда щитомордника - до 108,0±5,8 минут. Разница между контрольной и экспериментальными группами достоверна.

5.1. Температура тела

Измерение ректальной температуры кроликов показало, что во всех группах происходит повышение собственной температуры тела. Так, если при нормотермии температура колебалась от 37,3ºС до 38,5ºС, то в результате острого перегревания или острого перегревания на фоне введения животных ядов, температура тела повышалась до 42,7 - 44,4ºС (рис. 4).

Показатели контрольных измерений колебались и отличались максимально на 1,5ºС. В серии опытов, в которых вводился физиологический раствор, температура тела равнялась 37,3±0,3ºС. При введении зоотоксинов в условиях нормотермии (Т=20ºС) собственная температура тела несколько повышалась: при введении  пчелиного яда и яда кобры - до 38,2ºС, а яда щитомордника до 38,5ºС. Повышение температуры связано с воздействием животных ядов на организм, выражающемся, в первую очередь в повышении мышечной активности животных. Однако, этот эффект был кратковременным и в течении 10-15 минут после введения яда температура снижалась до нормы.                                                                                                
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Рис. 4. Изменение ректальной температуры при действии 
зоотоксинов в условиях острого перегревания (50°С).

1. Контроль;                                     3. Яд пчелы (5 мг/кг);
2. Яд кобры (1 мг/кг);                     4. Яд щитомордника (4 мг/кг).
При совместном действии пчелиного яда и высокой температуры гибель животного отмечалась на 80-ой минуте перегревания, причем собственная температура тела равнялась 42,7°С. При предварительном введении 1 мг/кг яда кобры продолжительность жизни увеличивалась до 100 минут, а температура тела доходила до 43,9±0,4°С. Инъекция 4 мг/кг яда щитомордника увеличивала продолжительность жизни до 110 минут, а температура тела равнялась в это время 44,4±0,1°С (рис. 4).
Максимальная температура тела, при которой наступала гибель животного в серии опытов, где животные подвергались только воздействию тепла, увеличивалась относительно контроля на 15%, при совместном действии пчелиного яда и тепла - на 14,5, яда кобры - на 17,7%, яда щитомордника - на 19,0%. Соответственно возрастала продолжительность жизни: при действии яда пчелы на 33%, яда кобры - на 66%, яда щитомордника - на 83% (рис. 4).

5.2. Показатели сердечно-сосудистой системы

Оценка деятельности сердца и сосудистой системы может производиться с помощью большого количества показателей, из которых, в качестве критерия были выбраны частота сердечных сокращений (ЧСС) и артериальное давление (АД).

5.2.1. Частота сердечных сокращений

Внутримышечное введение 5 мг/кг пчелиного яда сопровождалось волнообразным изменением ЧСС во времени. Сразу после введения яда и до 40-ой минуты действия ЧСС снижалась (рис. 2), причем снижение имело плавный характер и к 40-ой минуте равнялось 216 уд/мин (контроль- 262 уд/мин), что в процентном отношении составило 17,6%. Затем ЧСС стало повышаться и к 70-80 минуте достигла контрольных величин. Далее было отмечено небольшое увеличение ЧСС, не достигшее достоверных различий (рис. 5). Животные, подвергавшиеся воздействию пчелиным ядом, оставались живы в течение суток.

Во второй группе животные подвергались острому перегреванию при температуре 50ºС. Отмечено недостоверное уменьшение ЧСС, причем на 50 минуте от момента воздействия начиналась фибрилляция сердца, которая заканчивалась гибелью животных (рис. 5).                                                           

Совместное действие пчелиного яда и высокой внешней температуры сопровождалось увеличением продолжительности жизни на 125%, т.е. более, чем в 2 раза. Частота сердечных сокращений увеличивалась по сравнению с контролем на 15 уд/мин и уменьшалась на 24 уд/мин, однако ни в одном из временных параметров различия не достигали достоверных величин (рис. 5).
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Рис. 5. Изменение ЧСС при действии пчелиного яда

в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд пчелы (5,0 мг/кг); 2. Температура 50°С; 3. Яд пчелы + 50°С.
При исследовании адаптогенных свойств яда кобры было показано, что при совместном воздействии двух экстремальных факторов, каковыми являются яд и высокая температура, продолжительность жизни экспериментальных животных увеличивалась почти в три раза, по сравнению с группой, в которой кролики подвергались только воздействию температуры (рис. 6). Животные, которым вводился яд кобры внутримышечно в течение суток, оставались живы.

При введении 1 мг/кг яда кобры, так же как и при инъекции пчелиного яда, картина ЧСС имела волнообразный характер. В течение первых 10 минут ЧСС достоверно снижалась с 256 до 234 уд/мин (Т=2,8°С). Затем, следовало плавное снижение ЧСС и к 50-ой минуте эта величина достигала минимального значения. Далее, с 60-ой до 90-ой минуты наблюдалось повышение ЧСС, которое превосходило контрольные величины. К 100-110 минуте вновь наблюдалось снижение, приближающееся к значениям контроля (рис. 6).
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Рис. 6. Изменение ЧСС при действии яда кобры

 в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд кобры (1 мг/кг); 2. Температура 50°С; 3. Яд кобры + 50°С.
* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

Совместное воздействие яда кобры и высокой температуры сопровождалось волнообразными изменениями ЧСС, причем величина снижения ЧСС была ниже, чем в случае с применением только яда. Сам характер волнообразного снижения и повышения ЧСС имел более линейный характер, чем в выше описанной серии (рис. 6).

Следует отметить, что после 110 минуты погибали не все животные, три из них (50%) доживали до 130 минут, но только в одном случае ЧСС перед летальным исходом резко снизилась.

При внутримышечном введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг частота сердечных сокращений достоверно снижалась с 282±7,4 до 256±5,6 уд/мин. Снижение ЧСС продолжалось до 30 минуты наблюдения, после чего отмечалось плавное восстановление ЧСС до контрольных величин (рис. 4). На 80-ой минуте ЧСС увеличивалась до 272±12,6 уд/мин, а на 100 минуте достигала максимальной величины (312±14,3 уд/мин). Затем следовало снижение ЧСС практически до контрольных величин (рис. 7).

Совместное применение яда щитомордника и высокой температуры сопровождалось аналогичными изменениями ЧСС. Кривая ЧСС, как и в вышеописанном случае имела волновой характер с пиками падения (207±8,1 уд/мин) на 20-ой минуте и подъема (323±8,4 уд/мин) на 110 минуте (рис. 7).

Таким образом, введение пчелиного яда, яда кобры и яда щитомордника в исследованных дозах не приводило к гибели экспериментальных животных не только в период наблюдения, но и в течение суток. Изменение ЧСС при внутримышечном введении токсинов носило волнообразный характер и к 90-120 минуте наблюдения ЧСС возвращалось к норме.

При действии высокой температуры (Т=50(С) события развивались очень быстро и уже на 50-ой минуте наступала фибрилляция сердечной мышцы. ЧСС в этом случае недостоверно снижалась.
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Рис. 7. Изменение ЧСС при действии яда щитомордника 

в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд щитомордника (4 мг/кг);  2. Температура 50°С; 

                                        3. Яд щитомордника + 50°С
* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

При сочетанном применении животных ядов и высокой температуры продолжительность жизни кроликов увеличивалась в 2-3 раза в зависимости от вида токсина. Кривая изменения ЧСС имела волнообразный характер с периодическими пиками снижения и повышения ЧСС относительно контрольных величин. Следует отметить, что в таблицах указано время, в течение которого все кролики живы. Однако из группы в 6 особей после отметки контрольного времени выживало 2-3 экспериментальных животных, причем их продолжительность жизни на 10-20 минут была выше фиксируемой величины.

5.2.2. Систолическое артериальное давление

Внутримышечное введение 5 мг/кг пчелиного яда сопровождалось снижением систолического артериального давления в течение всего времени наблюдения (100 мин), причем в большинстве случаев различия с контрольными данными были  достоверны (рис. 8). 
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Рис. 8. Изменение АД-систолического при действии пчелиного яда 

в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд пчелы (5 мг/кг); 2. Температура 50°С; 3. Яд пчелы + 50°С
* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

Систолическое АД в серии экспериментов, в которых животные подвергались действию высокой температуры (Т=50ºС), в течение первых 10 минут температурной экспозиции увеличивалось со 140±14,0 мм рт. ст. до 170±17,8 мм рт. ст., т.е. на 21,4%. Максимальное увеличение давления регистрировалось на 40-ой минуте острого перегревания и составляло 198±13,2 мм рт. ст., что на 47,4% превышало контрольные величины (рис. 8).

Совместное воздействие той же дозы пчелиного яда и высокой температуры сопровождалось снижением АД. Однако, систолическое АД при сочетанном воздействии двух экстремальных факторов снижалось значительно меньше, чем в серии опытов, в которых животные подвергались только воздействию яда (рис. 8).
На 90-ой минуте от начала тепловой экспозиции, примененной на фоне действия пчелиного яда, все животные оставались живы. На 100 и 110 минуте из группы в 6 кроликов в живых оставались 5 особей, причем систолическое давление плавно шло вниз, на 120 минуте в живых оставался один кролик с высоким исходным давлением - 210 мм рт. ст.

При введении яда кобры в дозе 1 мг/кг в условиях нормотермии систолическое АД достоверно снижалось в период с 20 до 70 минут от момента введения. Максимальное снижение давления отмечалось на 60-ой минуте от момента инъекции яда и равнялось 102 мм рт. ст., что на 31,1% меньше контрольных значений. В период с 90 по 110 минуту АД недостоверно увеличивалось и превышало контрольные величины на 10-14 мм рт. ст. (рис. 9).

При сочетанном действии яда кобры и вызванной гипертермии давление колебалось в небольших пределах, а отличия от контрольных измерений были недостоверны (рис. 9).
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Рис. 9. Изменение АД-систолического при действии яда кобры в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд кобры (1 мг/кг); 2. Температура 50°С; 3. Яд кобры + 50°С.
* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически начимы.

Систолическое АД при введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг изменялось двухфазно. Начиная с 10-ой минуты от момента введения яда и по 50 минуту плавно снижалось, достигая максимума - 118±2,4 мм рт. ст., что на 17,1% ниже контрольных величин. Затем АД плавно повышалось и к 100 минуте наблюдения равнялось 178±6,4 мм рт. ст., что на 25,3% больше, чем в контроле (рис. 10). 

Одновременное воздействие высокой температуры на фоне введения яда щитомордника в дозе 4 мг/кг оказывало гипотензивное действие. Однако снижение давления было недостоверным и только перед гибелью (120 мин) АД достоверно снизилось до 102 мм рт. ст. (рис. 10).

Систолическое АД при введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг изменялось двухфазно. Начиная с 10-ой минуты от момента введения яда и по 50 минуту плавно снижалось, достигая максимума - 118±2,4 мм рт. ст., что на 17,1% ниже контрольных величин. Затем АД плавно повышалось и к 100 минуте наблюдения равнялось 178±6,4 мм рт. ст., что на 25,3% больше, чем в контроле (рис. 10). 
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Рис. 10. Изменение АД-систолического при действии яда щитомордника в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд щитомордника (4 мг/кг); 2. Температура 50°С;
3. Яд щитомордника + 50°С
* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

5.2.3. Диастолическое артериальное давление

Диастолическое артериальное давление кроликов при действии высокой температуры было увеличенным за весь период наблюдения с момента помещения в термокамеру до летального исхода. Максимально уровень диастолического АД поднимался на 40-ой минуте тепловой экспозиции и составлял 117±10,2 мм рт. ст., что на 50% больше контрольных величин. В течение опыта АД - диастолическое отмечалось большими перепадами индивидуальных различий, в связи с чем, в большинстве случаев, различия между отдельными массивами данных недостоверны (рис. 11).
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Рис. 11. Изменение диастолического АД при действии яда пчелы в условиях острого перегревания (50°С).

1.Яд пчелы (5 мг/кг); 2. Температура 50°С; 3. Яд пчелы + 50°С
* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

Внутримышечное введение пчелиного яда в дозе 5 мг/кг веса тела экспериментального животного сопровождалось снижением диастолического АД. В период с 10-ой по 40 минуты давление плавно снижалось с 86±4,8 мм рт. ст. до 52±8,4 мм рт. ст. Начиная с 50 минуты и до конца времени наблюдения АД - диастолическое плавно увеличивалось, достигая к 100 минуте исходных величин (рис. 11).

При совместном воздействии пчелиного яда в той же дозе и высокой температуры (Т=50(С) на организм экспериментального  животного отмечалось ярко выраженное снижение диастолического АД, причем в предлетальный период (90 минут) давление не поднималось до исходных величин. Особенностью этой серии опытов является тот факт, что величина контрольного давления была очень высокой и составляла 120±14,1 мм рт. ст., в связи с чем данные температурной экспозиции достоверно отличаются от контрольных величин (рис. 11).

Яд кобры в дозе 1 мг/кг, также как и пчелиный яд, снижал артериальное диастолическое давление. Кривая изменений АД - диастолического характеризовалась двухфазностью, причем обе фазы имели плавные характеристики. Так,  в период с 10-ой по 40 минуты от момента введения яда АД - диастолическое снижалось с 82±8,8 мм рт. ст. в контроле до 54±11,2 мм рт. ст. к 40 минуте. Затем следовал плавный подъем давления, который достигал к 110 минуте исходных величин. 

При действии яда  высокой внешней температуры на фоне предварительного введения яда кобры  кривая изменений АД - диастолического  имела не двухфазный, как в вышеописанном случае, а волнообразный характер, однако достоверных различий между контрольной и экспериментальной группами экспериментов не зафиксировано (рис. 12).

При введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг в течение 80 минут наблюдения АД - диастолическое снижалось с 87±4,0 мм рт. ст. до 48±9,6 мм рт. ст. Затем диастолическое артериальное давление повышалось и к 120 мин от момента инъекции яда возвращалось к уровню исходных величин (рис. 12). 


[image: image12.wmf]0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

110

120

50

60

70

80

90

100

110

120

*

*

*

*

*

*

3

2

1

Время экспозиции, мин

АД-диастолическое (мм рт. ст.)


Рис. 12. Изменение диастолического АД при действии яда кобры в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд кобры (1 мг/кг); 2. Температура 50°С; 3. Яд кобры + 50°С
* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

Также как и в опытах с ядом кобры, совместное применение яда щитомордника и высокой температуры сопровождалось волнообразным характером изменений диастолического АД, причем различия почти во всех опытах были недостоверны (рис. 13).

Регистрация систолического и диастолического артериального давления показала, что при тепловой экспозиции давление увеличивается до определенного уровня, при котором эндотелиальная температура повышается до 41 - 42ºС. Перед гибелью животного давление резко падает и фиксируется остановка дыхания, а сердце продолжает функционировать еще в течение 3 – 5 минут. 
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Рис. 13. Изменение диастолического АД при действии яда 
щитомордника в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд щитомордника (4 мг/кг); 2. Температура 50°С;

3. Яд щитомордника + 50°С
* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

Введение ядов пчелы, кобры и щитомордника сопровождается снижением давления крови, продолжительность которого колеблется в пределах 50 – 70 минут, после чего наблюдается восстановление параметров давления до исходных величин.

Совместное применение зоотоксинов и теплового стресса сопровождается недостоверными изменениями как систолического, так и диастолического артериального давления. 
5.2.4. Пульсовое артериальное давление

Пульсовое артериальное давление экспериментальных животных, помещенных в климатическую камеру при температуре 50ºС, было повышено относительно контрольных величин. Однако эти различия не имели достоверного характера, хотя давление и повышалось на 33,8% относительно АД - пульсового интактных кроликов.

Инъекция пчелиного яда в дозе 5 мг/кг веса тела экспериментального животного сопровождалась снижением АД - пульсового с 68±5,6 мм рт. ст. в контроле до 40±4,8 мм рт. ст. на 80-ой минуте от момента введения. В дальнейшем АД - пульсовое повышалось, приближаясь к исходным величинам.

В условиях острого перегревания (Т=50ºС) на фоне действия пчелиного яда в дозе 5 мг/кг, АД - пульсовое в течение всего эксперимента было выше, чем в контроле. Максимальных величин АД - пульсовое достигало на 50-ой минуте тепловой экспозиции и равнялось 83±3,8 мм рт. ст., что на 76,5% превышало исходные величимы.
Яд щитомордника в дозе 4 мг/кг, введенный интактным кроликам, в течение первых 20-ти минут незначительно повышал АД - пульсовое. До 50-ой минуты колебания пульсового артериального давления были незначительны. Начиная с 60-ой минуты от момента инъекции токсина АД - пульсовое резко возрастало, достигая к 100 минуте 110 мм рт. ст. Затем наступало снижение давления, которое, тем не менее, не достигало исходных величин (рис. 14). 
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Рис. 14. Изменение пульсового АД при действии яда щитомордника в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд щитомордника (4 мг/кг); 2. Температура 50°С

                                       3.Яд щитомордника + 50°С
* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

При сочетанном действии яда щитомордника в дозе 4 мг/кг и острого перегревания (Т=50(С) артериальное пульсовое давление в течение 100 минут тепловой экспозиции недостоверно повышалось относительно контроля и только за 20 минут до гибели резко снижалось (рис.14).

Введение яда кобры в дозе 1 мг/кг сопровождалось волнообразным изменением артериального пульсового давления. Пики повышения отмечались на 80-100 минуте от момента введения токсина и равнялись 77-84 мм рт. ст. В большей части полученных данных отмечалось понижение АД - пульсового до 50-53 мм рт. ст., что на 25% было ниже исходного значения.

Совместное применение яда кобры 1 мг/кг и высокой температуры (Т=50°С) также сопровождалось волнообразным характером изменений АД- пульсового. Однако, в отличие от серии экспериментов, в которой использовался только яд кобры, разница пиков повышения и понижения относительно контроля была недостоверной. АД - пульсовое животных, которым был инъецирован яд кобры, составляло 58±6.4 мм рт. ст. При тепловой экспозиции в течение 110 минут АД - пульсовое менялось от 50±4,4 мм рт. ст. до 70±3,2 мм рт. ст.
5.2.5.Среднединамическое артериальное давление

Среднединамическое давление вычисляется по формулам:            

             Рm = 0,42А + Рd         или            Рm = А/3 + Рd ,      где

Рm - среднединамическое давление; А   -  пульсовое давление;

Рd  - диастолическое давление.

Среднединамическое давление экспериментальных животных, помещенных в тепловую камеру с фиксированной температурой, повышалось с 128±18,8 мм рт. ст. до 166±14,4 мм рт. ст., т.е. на 29,6% относительно исходных величин. Однако данные отличались широкой вариабельностью, в связи с чем различия между отдельными измерениями были недостоверны.

Внутримышечное введение пчелиного яда в дозе 5 мг/кг сопровождалось снижением АД - среднединамического, причем полного восстановления не наблюдалось даже через 100 минут после инъекции апитоксина. Максимальное снижение АД - среднединамического отмечалось на 60-ой минуте от момента введения яда и отличалось от исходных значений на 45,5%. Затем начиналось волнообразное повышение давления, недостоверно отличающееся от контрольных величин. 
Аналогичная картина наблюдалась и при совместном действии тестовой дозы пчелиного яда и высокой температуры. Однако, следует заметить, что снижение АД - среднединамического при воздействии двумя экстремальными факторами было значительно меньше, чем в группе животных, которым вводился только пчелиный яд.

Картина изменений среднединамического артериального давления при введении яда кобры 1 мг/кг имела волнообразный характер. Максимальное снижение АД - среднединамического отмечалось на 60-ой минуте от момента инъекции яда. В этих временных параметрах АД - среднединамическое снижалось с 110±6,0 мм рт. ст. в контроле до 73±5,6 мм рт. ст. Затем следовало плавное повышение до величин, несколько превосходящих контрольные измерения.

Иная картина наблюдалась при сочетанном воздействии яда кобры и высокой температуры. АД - среднединамическое с 117±13,6 мм рт. ст. на 60-ой минуте тепловой экспозиции снижалось до 92±3,6 мм рт. ст., т.е. на 27,2%, в отличие от предыдущей серии, в которой также на 60-ой минуте АД - среднединамическое снижалось на 43,7%. Далее следовало плавное повышение давления, причем в период 90-100 минут оно  превышало контрольные величины на 16 – 17%.

Введение яда щитомордника в дозе 4 мг/кг максимально снижало АД - среднединамическое  на 60-ой минуте от момента инъекции. АД - среднединамическое падало с 110±6,0 мм рт. ст. до 86±6,4 мм рт. ст. Плавное повышение АД - среднединамического, начиная с 70-ой минуты, заканчивалось к 120 минуте возвращением АД - среднединамического к исходным величинам.

Изменения величин среднединамического артериального давления при совместном действии яда щитомордника и высокой температуры были схожи с данными серии, в которой применялся только яд. АД - среднединамическое в течение всего времени наблюдения незначительно отличалось от исходной величины, правда, следует отметить, что к концу опыта давление было выше контрольного измерения.

5.3. Показатели дыхательной системы

Одним из показателей функционирования дыхательной системы является респираторный ритм, регистрируемый как частота дыхательных движений (ЧДД) (рис. 15).
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Рис. 15. Изменение частоты дыхательных движений при действии пчелиного яда в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд пчелы (5 мг/кг); 2. Температура 50°С; 3. Яд пчелы + 50°С

* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

При тепловой экспозиции респираторный ритм резко увеличивается и уже к 10-ой минуте превышает исходные величины на 97,8%. Максимального значения ЧДД достигает на 40-ой минуте острого перегревания и увеличивается с 142±17,1 до 361±16,2 раз в минуту. Непосредственно перед гибелью ЧДД несколько снижается, не достигая, тем не менее, контрольных величин (рис 15).

При введении пчелиного яда в дозе 5 мг/кг веса тела экспериментального животного наблюдается резкое увеличение ЧДД с 122±16,1 в контроле до 253±30,2 раз в минуту, т.е. более чем в два раза. Затем величина ЧДД постепенно снижается до контрольных измерений (рис. 15).

Совместное применение пчелиного яда и высокой температуры также сопровождается резким повышением респираторного ритма, причем это повышение значительно больше, чем в двух предыдущих сериях. Так, если при температуре 50ºС максимальное повышение ЧДД регистрировалось на уровне 254% от контроля (100%), а при  действии  пчелиного яда – на уровне 207%, то при сочетанном воздействии – на уровне 262% (рис. 15).

Яд кобры в дозе 1 мг/кг оказывал  выраженное действие на респираторный ритм лабораторных кроликов. Так, на 40-ой минуте от момента введения кобротоксина ЧДД увеличивалась с 132±25 до 288±25 раз в минуту, т.е. на 118%. А при совместном применении яда кобры и высокой температуры, также на 40-ой минуте ЧДД увеличивалась относительно контроля на 172%. 

Аналогичная картина изменений частоты дыхательных движений наблюдалась и при введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг. Отличительной особенностью являлось более резкое и продолжительное увеличение ЧДД по сравнению с другими токсинами (рис. 16).

Таким образом, как при гипертермии, так и при действии исследуемых зоотоксинов, а также совместном применении обоих факторов наблюдается резко выраженное полипноэ. Одной из форм испарительной теплоотдачи при высокой температуре является тепловая одышка. При тепловой одышке, в отличие от потоотделения, испарение не зависит от движения окружающего воздуха. При одышке не теряются соли, что, по-видимому, позволяет животным, использующим одышку, быстро и практически полностью восполнять потери воды. Однако тепловая одышка, затрагивая систему газообмена, приводит к изменению газового состава крови, что в свою очередь сопровождается рядом побочных эффектов. Кроме того, интенсивная работа дыхательных мышц сопровождается дополнительным теплообразованием, что при определенном соотношении сводит на нет охлаждающее действие полипноэ.
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Рис. 16. Изменение частоты дыхательных движений при действии  яда щитомордника в условиях острого перегревания (50°С).

1. Яд щитомордника (4 мг/кг); 2. Температура 50°С; 

3. Яд щитомордника + 50°С

* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

ГЛАВА 6. ИЗМЕНЕНИЕ МОРФОЛОГИЧЕСКОГО СОСТАВА


КРОВИ ПРИ ДЕЙСТВИИ ЗООТОКСИНОВ В УСЛОВИЯХ  

ГИПЕРТЕРМИИ

Известно, что большинство животных ядов обладает способностью резко изменять состав и свойства крови. Изучение действия зоотоксинов на систему крови необходимо потому, что количественные сдвиги в клеточном составе крови и свойствах кровяной плазмы дают ценные материалы для суждения о функциональном состоянии кроветворного аппарата, сердечно-сосудистой системы, нервной системы, обмена веществ (Артемов, Калинина, Михайлова, 1951).

6.1.Показатели красной крови

К стандартным показателям красной крови, широко применяемым в клинической практике, относятся: количество эритроцитов и ретикулоцитов, уровень гемоглобина и гематокрит. Кроме того, весьма ценную информацию можно извлечь при изучении размера и формы эритроцитов.

6.1.1.Количество эритроцитов

При тепловой экспозиции количество эритроцитов относительно контрольных величин достоверно снижается (табл.11).

Внутрибрюшинное введение пчелиного яда, яда кобры и щитомордника в условиях нормотермии (Т=20(С) сопровождается значительным увеличением количества эритроцитов. При инъекции яда эфы гюрзы в тех же условиях опыта отмечается незначительный эритроцитоз (табл.11).

При совместном применении зоотоксинов и высокой внешней температуры количество эритроцитов в основном увеличивается. Так, инъекция 10 мг/кг пчелиного яда с последующей тепловой экспозицией сопровождается увеличением эритроцитарного статуса на 20% относительно контрольных величин и на 7% относительно серии опытов, в которой использовался только пчелиный яд (табл.12).

                                                                                             Таблица 12
Изменение количества эритроцитов при действии зоотоксинов

в условиях гипертермии

	Условия

опыта
	Стат.

показ.
	Количество эритроцитов (1х1012/л)

	
	
	Т=20°С
	Т=40°С
	Т=50°С

	
	
	
	¼ Р٭
	½ Р
	¾ Р
	¼ Р
	½ Р
	¾ Р

	Контроль
	М
	7,8
	6,7
	6,7
	6,6
	6,6
	6,6
	6,3

	
	m
	0,3
	0,2
	0,1
	0,3
	0,1
	0,2
	0,3

	
	t
	-
	2,2
	2,7
	3,0
	2,7
	3,0
	3,5

	Яд

пчелы

(10 мг/кг)
	М
	8,8*
	8,3
	8,6*
	8,7*
	7,7
	9,4*
	8,4

	
	m
	0,1
	0,3
	0,1
	0,3
	0,4
	0,1
	0,2

	
	t
	2,1
	1,1
	3,4
	2,7
	0,3
	19,4
	1,8

	Яд

эфы

(3 мг/кг)
	М
	8,3
	8,2
	8,0
	7,7
	8,3
	8,9
	7,9

	
	m
	0,3
	0,9
	0,3
	0,6
	0,8
	0,5
	0,3

	
	t
	0,9
	0,3
	0,2
	0,2
	0,5
	1,5
	0,1

	Яд

гюрзы

(3 мг/кг)
	М
	8,1
	8,9
	8,7
	9,0
	9,1
	8,9
	8,7

	
	m
	0,4
	0,3
	0,4
	0,5
	0,7
	0,4
	0,8

	
	t
	0,4
	1,8
	1,5
	1,8
	1,5
	1,6
	0,8

	Яд

кобры

(1 мг/кг)
	М
	9,4*
	-
	-
	10,3*
	-
	-
	10,6*

	
	m
	0,1
	
	
	0,1
	
	
	0,1

	
	t
	10,8
	
	
	27,5
	
	
	54,0

	Яд щито-

мордника

(4 мг/кг)
	М
	10,6*
	-
	-
	11,2*
	-
	-
	12,8*

	
	m
	0,1
	
	
	0,2
	
	
	0,2

	
	t
	13,5
	
	
	19,2
	
	
	23,5


* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

Р – продолжительность жизни
Максимальная величина эритроцитоза отмечалась при сочетанном действии яда щитомордника в дозе 4 мг/кг и температурного воздействия (Т=50°С). В этом случае количество эритроцитов увеличивалось с 7,8±0,23 в контроле до 12,8±0,17х1012/л (табл.12).

6.1.2. Количество ретикулоцитов

При изучении изменения количества ретикулоцитов в условиях острого перегревания был обнаружен явно выраженный ретикулоцитоз. Количество ретикулоцитов увеличивалось с 41,0±3,22‰ в контроле до 65-82‰ при температурной экспозиции 40 и 50ºС (табл.13).

                                                                                                   Таблица 13
Изменение количества ретикулоцитов при действии зоотоксинов

в условиях гипертермии

	Условия

опыта
	Стат.

показ.
	Количество ретикулоцитов (‰)

	
	
	Т=20°С
	Т=40°С
	Т=50°С

	
	
	
	¼ Р٭
	½ Р
	¾ Р
	¼ Р
	½ Р
	¾ Р

	Контроль
	М
	41,0
	77,0
	82,2
	76,1
	65,0
	70,1
	73,2

	
	m
	3,2
	5,6
	7,0
	4,9
	5,4
	3,8
	5,5

	
	t
	-
	3,2
	3,4
	3,2
	1,9
	2,7
	2,8

	Яд

пчелы

(10 мг/кг)
	М
	79,0*
	109,0*
	114,2*
	106,4*
	39,6*
	56,9*
	107,3*

	
	m
	9,9
	9,4
	6,2
	3,8
	1,2
	3,4
	5,7

	
	t
	2,5
	6,9
	16,2
	12,1
	3,6
	3,4
	5,7

	Яд

эфы

(3 мг/кг)
	М
	52,1
	51,8
	48,8
	49,1
	50,0
	49,2
	56,1

	
	m
	3,4
	4,4
	2,7
	3,7
	3,8
	4,5
	12,7

	
	t
	0,4
	0,4
	0,2
	0,2 
	0,1
	0,1
	0,4

	Яд

гюрзы

(3 мг/кг)
	М
	61,0
	78,8
	79,1
	78,0
	80,6
	83,0
	91,2*

	
	m
	9,6
	8,1
	9,8
	7,8
	8,6
	20,1
	12,6

	
	t
	1,0
	0,9
	0,7
	0,8
	1,9
	0,6
	2,9

	Яд

кобры

(1 мг/кг)
	М
	89,6*
	
	
	68,3
	
	
	66,2

	
	m
	3,3
	
	
	4,6
	
	
	2,7

	
	t
	8,3
	
	
	1,8
	
	
	1,8

	Яд щито-

мордника

(4 мг/кг)
	М
	118,3*
	
	
	99,5*
	
	
	128,3*

	
	m
	4,6
	
	
	5,1
	
	
	4,2

	
	t
	12,8
	
	
	14,2
	
	
	17,3


* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

Р - продолжительность жизни

Введение пчелиного яда и ядов змей при температуре 20°С сопровождалось увеличением количества ретикулоцитов в циркулирующей крови, причем максимальный ретикулоцитоз отмечался при инъекции яда щитомордника в дозе 4 мг/кг (табл.13).

При сочетанном действии животных ядов и температурной экспозиции максимальный ретикулоцитоз отмечался также при предварительном введении яда щитомордника. В этом случае количество ретикулоцитов более чем в три раза превышало контрольные величины (табл.13).

Таким образом, совместное применение животных ядов и высокой внешней температуры сопровождается ярко выраженным эритро- и ретикулоцитозом.

По мнению Н.М.Артемова и др. (1951), эритроцитоз может быть следствием или поступления в кровоток новой порции эритроцитов, ранее не принимавшей участия в циркуляции, или выхода из кровообращения жидкой части крови, или обеих причин вместе.

Дополнительные количества эритроцитов могут поступить в кровяное русло или вследствие стимуляции эритроцитоза или из кровяных депо. По мнению авторов (Артемов, Калинина, Михайлова, 1951), эритроцитоз не может быть следствием стимуляции эритроцитоза, так как ускорение образования новых эритроцитов сопровождается появлением в периферической крови незрелых форм.

Наши опыты показали, что введение всех исследованных ядов сопровождается как эритроцитозом, так и выбросом незрелых форм. Такое массированное увеличение эритроцитарной массы, видимо, связано не только с кровяным депо, а и с усилением эритропоэза. Н.М. Артемов и соавторы (1951) также не настаивают на массированном выбросе эритроцитов из селезенки, так как исследования, проведенные ими на спленэктомированных животных показали, что фазы эритроцитоза у них при отравлении животными ядами выражены в такой же степени, как у интактных животных.

6.1.3. Уровеь гемоглобина

Параллельно с уменьшением количества эритроцитов при действии высоких температур, снижается уровень гемоглобина. При введении зоотоксинов в исследованных дозах уровень гемоглобина во всех случаях повышается, причем, следует отметить, что максимальных величин он достигает при инъекции яда щитомордника в дозе 4 мг/кг (табл.14).

Еще большее увеличение уровня гемоглобина в циркулирующей крови наблюдается при сочетанном действии животных ядов и высокой температуры. Максимальное количество гемоглобина отмечено при остром перегревании (Т=50ºС) на фоне предварительного введения тестовой дозы яда щитомордника (табл.14).

                                                                                              Таблица 14
Изменение уровня гемоглобина при действии зоотоксинов

в условиях гипертермии

	Условия

опыта
	Стат.

показ.
	Уровень гемоглобина (г/л)

	
	
	Т=20°С
	Т=40°С
	Т=50°С

	
	
	
	¼ Р٭
	½ Р
	¾ Р
	¼ Р
	½ Р
	¾ Р

	Контроль
	М
	165
	156
	153
	150
	151
	146
	145

	
	m
	1,1
	1,8
	2,7
	1,6
	2,5
	1,6
	2,8

	
	t
	-
	1,4
	1,8
	2,4
	2,1
	3,0
	3,0

	Яд

пчелы

(10 мг/кг)
	М
	191
	176
	181
	181
	183
	184
	181

	
	m
	1,8
	4,9
	1,0
	1,6
	 0,9
	1,0
	2,0

	
	t
	4,0
	2,2
	10,5
	8,3
	12,8
	12,7
	6,7

	Яд

эфы

(3 мг/кг)
	М
	180
	174
	186
	175
	184
	184
	184

	
	m
	0,1
	1,9
	1,8
	7,2
	3,5
	3,7
	3,8

	
	t
	2,4
	1,4
	3,3
	1,0
	2,7
	2,7
	2,6

	Яд

гюрзы

(3 мг/кг)
	М
	173
	172
	170
	175
	172
	174
	173

	
	m
	1,7
	3,9
	5,2
	6,0
	7,3
	5,4
	4,6

	
	t
	1,3
	1,0
	0,6
	1,2
	0,7
	0,6
	1,0

	Яд

кобры

(1 мг/кг)
	М
	197
	-
	-
	210
	-
	-
	212

	
	m
	1,2
	
	
	1,4
	
	
	1,0

	
	t
	10,8
	
	
	14,8
	
	
	47,0

	Яд щито-

мордника

(4 мг/кг)
	М
	200
	-
	-
	197
	-
	-
	215

	
	m
	1,4
	
	
	1,3
	
	
	0,8

	
	t
	9,9
	
	
	9,3
	
	
	17,3


6.1.4. Показатели гематокрита

При тепловой экспозиции экспериментальных животных показатели гематокрита снижаются, что связано со значительным уменьшением количества эритроцитов и поступлением тканевой жидкости в кровеносное русло. Разжижение крови является, видимо, результатом реакции организма на сильное внешнее раздражение и направлено на обеспечение процессов терморегуляции. Возможно, этим предотвращается нарушение перераспределения воды и солей между кровью и тканями, а сам процесс выполняет приспособительно-компенсаторную функцию. Внутрибрюшинное введение животных ядов сопровождается увеличением показателей гематокрита, причем наиболее ярко при инъекции ядов кобры и щитомордника (табл.15).

                                                                                                  Таблица 15
Изменение показателей гематокрита при действии зоотоксинов

в условиях гипертермии

	Условия

опыта
	Стат.

показ.
	Показатели гематокрита (%)

	
	
	Т=20°С
	Т=40°С
	Т=50°С

	
	
	
	¼ Р٭
	½ Р
	¾ Р
	¼ Р
	½ Р
	¾ Р

	Контроль
	М
	46
	42
	42
	41
	41
	41
	40

	
	m
	0,4
	0,6
	0,7
	0,5
	0,5
	0,4
	0,4

	
	t
	-
	2,8
	2,8
	3,4
	3,4
	3,5
	4,0

	Яд

пчелы

(10 мг/кг)
	М
	52
	49
	52
	50
	54
	53
	51

	
	m
	0,5
	2,0
	0,8
	1,1
	0,2
	0,7
	1,2

	
	t
	2,8
	1,5
	6,5
	3,4
	17,0
	9,5
	3,8

	Яд

эфы

(3 мг/кг)
	М
	50
	49
	48
	47
	49
	51
	48

	
	m
	1,1
	1,6
	1,6
	2,4
	1,7
	1,8
	1,3

	
	t
	1,5
	0,9
	0,4
	0,1
	0,8
	1,7
	0,5

	Яд

гюрзы

(3 мг/кг)
	М
	49
	52
	51
	52
	53
	52
	51

	
	m
	1,6
	1,4
	1,7
	3,5
	0,9
	1,7
	1,6

	
	t
	0,9
	2,3
	1,7
	1,3
	2,1
	2,0
	1,8

	Яд

кобры

(1 мг/кг)
	М
	51
	-
	-
	53
	-
	-
	53

	
	m
	0,9
	
	
	0,8
	
	
	0,4

	
	t
	4,5
	
	
	6,4
	
	
	8,9

	Яд щито-

мордника

(4 мг/кг)
	М
	51
	-
	-
	53
	-
	-
	57

	
	m
	0,8
	
	
	0,6
	
	
	0,4

	
	t
	4,2
	
	
	6,1
	
	
	3.9


При совместном действии пчелиного яда и высокой температуры показатели гематокрита достигают максимальных величин в начальный период острого перегревания при температуре 50°С. В условиях гипертермии на фоне введения ядов эфы, гюрзы и кобры показатели гематокрита изменяются незначительно, однако в некоторых случаях они достоверно отличаются от контрольных величин. Максимальные изменения наблюдаются при сочетании двух экстремальных раздражителей - яда щитомордника и внешней температуры 50ºС (табл.15).

Анализируя некоторые изменения показателей красной крови необходимо отметить, что при совместном воздействии яда щитомордника и температуры 50°С количество эритроцитов и ретикулоцитов, показатели гемоглобина и гематокрит максимально увеличиваются. С другой стороны, именно при введении яда щитомордника продолжительность жизни экспериментальных животных в термокамере при температуре 50ºС также максимальна. Таким образом, можно предположить, что существует зависимость между продолжительностью жизни и указанными показателями, отражающими дыхательную функцию крови.

6.1.5. Изменения размера и формы эритроцитов

Измерение диаметров эритроцитов в контрольной серии опытов показало, что максимум (47,6±0,9%) приходится на эритроциты диаметром 5,7 мкм (табл.16).

При введении яда кобры в дозе 1 мг/кг в условиях нормотермии кривая Прайс-Джонса сдвигается влево, т.е. в сторону микроцитоза. Количество эритроцитов с диаметром 5,7 мкм снижается с 47,6±0,9% в контроле до 32,3±1,0%, а количество эритроцитов с диаметром 3,4 мкм увеличивается почти в 10 раз. Следует отметить, что макроциты с диаметром 8,0 мкм полностью исчезают, а появляются микроциты с диаметром 2,3 мкм, которые отсутствуют в контроле (табл.16).

Температурная экспозиция 40°С и 50ºС сопровождается отчетливо выраженным микроцитозом. Макроциты с диаметром 8,0 мкм полностью отсутствуют. Процентный максимум при температуре 40°С находится в области 3,4 мкм, а при температуре 50ºС - распределяется между 3,4 и 4,6 мкм (табл.16).

                                                                               Таблица 16
Изменение диаметра эритроцитов (%) при действии

зоотоксинов в условиях гипертермии

	Условия
	Стат.
	Диаметр эритроцитов (мкм)

	опыта
	показ.
	2,3
	3,4
	4,6
	5,7
	6,9
	8,0

	Контроль
	М
	-
	2,5
	28,4
	47,6
	14,6
	1,6

	
	m
	-
	0,6
	1,3
	0,9
	1,3
	0,2

	Яд кобры

(1 мг/кг)

Т=20ºС
	М
	5,2*
	21,6*
	32,6*
	32,3*
	8,3*
	-

	
	m
	0,7
	1,2
	0,6
	1,0
	0,7
	-

	
	t
	3,6
	7,7
	5,5
	4,8
	3,2
	-

	Яд кобры

(1 мг/кг)

Т=40ºС
	М
	5,4*
	42,2*
	27,5
	22,4*
	7,8*
	-

	
	m
	0,7
	2,0
	1,6
	1,5
	1,5
	-

	
	t
	7,7
	19,0
	0,4
	14,4
	3,4
	-

	Яд кобры

(1 мг/кг)

Т=50ºС
	М
	6,1*
	6,1*
	19,8*
	28,0*
	35,3*
	3,3

	
	m
	0,9
	0,5
	1,4
	1,3
	0,7
	0,4

	
	t
	5,4
	4,0
	4,4
	14,2
	14,6
	1,1

	Яд щитоморд-

ника (4 мг/кг)

Т=20ºС
	М
	-
	4,8*
	29,4
	42,2*
	18,2*
	4,8*

	
	m
	-
	0,7
	1,1
	1,4*
	1,3
	0,2*

	
	t
	-
	2,5
	0,6*
	3,3
	2,7
	16,0

	Яд щитоморд-

ника (4 мг/кг)

Т=40ºС
	М
	-
	6,8
	16,8
	51,1
	15,0
	9,6

	
	m
	-
	0,7
	0,6
	1,2
	0,5
	0,6

	
	t
	-
	2,1
	5,6
	2,2
	0,8
	10,5

	Яд щитоморд-

ника (4 мг/кг)

Т=50ºС
	М
	-
	3,5
	11,8*
	36,8*
	28,6*
	17.0*

	
	m
	-
	0,4
	0,6
	1,1
	1,4
	0,9

	
	t
	-
	1,2
	8,0
	5,5
	3,8
	18,1

	Т=40ºС
	М
	2,0
	36,5*
	22,3*
	27,0*
	10,8*
	-

	
	m
	0,3
	0,6
	1,0
	0,9
	0,9
	-

	
	t
	2,2
	11,1
	3,2
	8,6
	3,6
	-

	Т=50ºС
	М
	14,8*
	34,0*
	35,8*
	16,0*
	1,1*
	-

	
	m
	1,0
	1,8
	1,2
	0,9
	0,2
	-

	
	t
	14,8
	17,5
	4,1
	28,1
	10,3
	-


* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

При совместном воздействии яда кобры (1 мг/кг) и высокой температуры (40ºС) отмечается более выраженный микроцитоз, чем в случае применения только температуры, или только яда кобры. Картина пойкилоцитоза резко меняется при сочетанном действии яда кобры и температуры 50ºС. В этом случае наблюдается ярко выраженный макроцитоз, кривая Прайс-Джонса резко сдвигается вправо, а пик процентного соотношения размеров эритроцитов располагается в области 6,9 мкм (табл.16).

Введение яда щитомордника в дозе 4 мг/кг в условиях нормотермии сопровождается нормоцитозом. Следует заметить, однако что процентное содержание макроцитов с диаметром эритроцита 6,9 мкм увеличивается с 14,6±1,3% в контроле до 18,2±1,3%, а эритроцитов, имеющих диаметр 8,0 мкм - с 1,6±0,2% до 4,8±0,2% (табл.16).

6.2. Показатели белой крови

В клинической практике для оценки состояния белой крови пользуются лейкоцитарной формулой, включающей следующие показатели: общее количество лейкоцитов, процентное содержание эозинофилов, базофилов, нейтрофилов палочкоядерных и сегментоядерных, лимфоцитов и моноцитов. Наши исследования показали, что при действии зоотоксинов в условиях гипертермии наименее вариабельными являются показатели эозинофилов, базофилов, палочкоядерных нейтрофилов и моноцитов, в связи с чем их небольшие изменения не учитывались в дальнейшей работе.

6.2.1. Общее количество лейкоцитов

При внутрибрюшинном введении исследованных животных ядов общее количество лейкоцитов в условиях нормотермии, в основном, снижалось относительно контрольных величин, и только при инъекции 10 мг/кг пчелиного яда отмечалось незначительное увеличение лейкоцитов (табл.17).                                          

                                                                                               Таблица 17
Изменение общего количества лейкоцитов при действии

 зоотоксинов в условиях гипертермии

	Условия

опыта
	Стат.

Показ.
	Количество лейкоцитов (1х109/л)

	
	
	Т=20°С
	Т=40°С
	Т=50°С

	
	
	
	¼ Р٭
	½ Р
	¾ Р
	¼ Р
	½ Р
	¾ Р

	Контроль
	М
	6,7
	5,6
	6,9
	6,5
	7,3
	5,9
	7,5

	
	m
	0,5
	0,4
	0,9
	0,8
	1,1
	 0,7
	1,0

	
	t
	-
	0,3
	1,1
	0,8
	1,3
	0,1
	1,5

	Яд

пчелы

(10 мг/кг)
	М
	6,8
	6,5
	9,2
	8,9*
	6,0
	4,0*
	7,1

	
	m
	0,9
	0,5
	0,6
	0,8
	0,7
	0,4
	0,9

	
	t
	1,0
	0,3
	3,3
	2,4
	0,8
	4,5
	0,4

	Яд

эфы

(3 мг/кг)
	М
	4,5*
	4,4
	6,2
	7,3
	2,8*
	4,8
	3,4*

	
	m
	0,4
	0,7
	1,0
	1,4
	0,4
	0,6
	0,5

	
	t
	2,9
	1,6
	0,3
	0,9
	4,6
	1,3
	3,3

	Яд

гюрзы

(3 мг/кг)
	М
	4,5
	4,1*
	4,5
	4,4
	3,3
	4,8
	3,2*

	
	m
	0,8
	0,4
	0,8
	0,6
	1,0
	0,6
	0,5

	
	t
	1,9
	2,6
	1,4
	1,8
	2,2
	1,8
	3,7


* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

Р – продолжительность жизни
Количество лейкоцитов в пробе крови экспериментальных животных в условиях высокой внешней температуры изменялось разнонаправленно, в зависимости от времени тепловой экспозиции, однако достоверных различий между контролем и опытом не наблюдалось (табл.17).

При совместном применении высокой температуры и пчелиного яда в дозе 10 мг/кг общее количество лейкоцитов в основном увеличивалось, в отличие от экспериментов с применением ядов гюрзы и эфы. В этих опытах общее количество лейкоцитов снижалось относительно контрольных величин при нормо- и гипертермии (табл.17).

    При сочетанном применении высокой внешней температуры и ядов кобры и щитомордника общая картина лейкоцитов имела аналогичный характер, что и при использовании ядов гюрзы и эфы.                               

6.2.2. Количество сегментоядерных нейтрофилов

Количество сегментоядерных нейтрофилов при введении исследованных  зоотоксинов в условиях нормотермии значительно увеличивается. Этот эффект особенно ярко выражен при инъекции пчелиного яда в дозе 10 мг/кг. Количество нейтрофилов возрастает с 6,0±0,91% в контроле до 20,0±1,89% при введении апитоксина (рис. 17).
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Рис. 17. Изменение количества сегментоядерных нейтрофилов при действии змеиных ядов в условиях теплового стресса

1.Т=40ºС; 2. Т=50ºС; 3. Яд+20ºС;

4. Яд+40ºС; 5. Яд+50ºС

Пунктиром обозначен контроль (Т=20ºС).
Нейтрофилоцитоз наблюдается и при высокой внешней температуре. В этом случае,  применение тепловой экспозиции (40-50°С) сопровождается увеличением количества сегментоядерных нейтрофилов в 3-4 раза (рис. 17).

При совместном применении температуры 40ºС и пчелиного яда наблюдается еще более выраженный нейтрофилоцитоз, чем при воздействии одним из экстремальных факторов. Количество сегментоядерных нейтрофилов увеличивается с 6,0±0,91% в контроле до 42,0±7,78%.

 При сочетанном действии высокой температуры и змеиных ядов в исследуемых дозах количество сегментоядерных нейтрофилов изменяется разнонаправленно и при различных температурно-временных параметрах колеблется в пределах 7,0-30,0% (рис. 17).           

6.2.3. Количество лимфоцитов

Количество лимфоцитов в пробе крови всех групп экспериментальных животных изменялось однонаправленно. Введение животных ядов сопровождалось достоверным снижением количества лимфоцитов на 8-15% (табл.17). Применение высокой температуры без предварительной инъекции зоотоксинов снижало уровень лимфоцитов на 12-18% (табл.18).

В условиях гипертермии на фоне действия пчелиного яда (10 мг/кг), яда эфы (3 мг/кг) и яда гюрзы (3 мг/кг) показатели лимфоцитов были меньше, чем в контроле. Следует отметить, что минимальное количество лимфоцитов наблюдалось в период, непосредственно предшествующий гибели животного (табл.18).

При сочетанном применении высокой внешней температуры и ядов кобры и щитомордника общая картина лимфоцитов имела аналогичный характер, что и при использовании ядов гюрзы и эфы.                               

Таким образом, анализируя данные, полученные при оценке состояния системы крови в контроле, при введении исследованных зоотоксинов в условиях нормо- и гипертермии, можно констатировать, что количество эритроцитов и ретикулоцитов, уровень гемоглобина и гематокрит значительно увеличиваются при воздействии животных ядов как в условиях нормотермии, так и в условиях гипертермии. При воздействии высокой внешней температуры, в наших опытах, количество эритроцитов в пробе крови снижалось, однако количество ретикулоцитов повышалось, уровень гемоглобина и показатели гематокрита снижались.

                                                                                          Таблица 18                                                                                                                                                                                                                                                               

Изменение количества лимфоцитов при действии

 зоотоксинов в условиях гипертермии

	Условия

опыта
	Стат.

Показ.
	Количество лимфоцитов (%)

	
	
	Т=20°С
	Т=40°С
	Т=50°С

	
	
	
	¼ Р٭
	½ Р
	¾ Р
	¼ Р
	½ Р
	¾ Р

	Контроль
	М
	90
	75
	75
	74
	78
	76
	72

	
	m
	1,5
	0,9
	1,2
	2,2
	1,6
	1,3
	2,0

	
	t
	-
	8,3
	7,4
	5,2
	4,7
	6,5
	6,6

	Яд

пчелы

(10 мг/кг)
	М
	75*
	73*
	63*
	52*
	86
	92
	74

	
	m
	2,2
	1,3
	3,4
	6,2
	1,7
	0,9
	3,8

	
	t
	4,9
	8,4
	9,9
	5,9
	1,7
	1,1
	0,9

	Яд

эфы

(3 мг/кг)
	М
	78*
	80
	77
	59*
	87
	65*
	75

	
	m
	1,7
	3,0
	0,6
	4,9
	1,9
	2,1
	0,4

	
	t
	4,5
	2,1
	0,6
	5,6
	0,1
	9,1
	1,1

	Яд

гюрзы

(3 мг/кг)
	М
	82*
	70*
	73
	70
	70*
	73
	70

	
	m
	1,5
	1,7
	1,9
	1,2
	3,6
	3,1
	4,8

	
	t
	2,7
	8,5
	1,3
	1,2
	4,5
	1,2
	1,5


* - Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы.

Р – продолжительность жизни
Снижение показателей гематокрита при прямых воздействиях высокой температуры связано, по мнению ряда авторов (Павлова, 1939; Chopra, 1938), с увеличением содержания в ней воды, уменьшением количества эритроцитов, гемоглобина. Разжижение крови, наблюдаемое в начальный период воздействия на организм высокой температуры, является результатом реакции организма на сильное внешнее раздражение и направлено на обеспечение процессов терморегуляции и носит защитно-компенсаторный характер.

При совместном воздействии животных ядов и высокой внешней температуры количество эритроцитов и ретикулоцитов, гемоглобин и гематокрит возрастают значительно больше, чем в контроле, и, чем при введении только зоотоксинов. На наш взгляд такое повышение показателей сопровождается значительным усилением дыхательной функции крови, что и приводит к увеличению продолжительности жизни экспериментальных животных при действии зоотоксинов в условиях гипертермии.

ГЛАВА 7. ИЗМЕНЕНИЕ МОРФОЛОГИЧЕСКОГО СОСТАВА


КРОВИ ПРИ ДЕЙСТВИИ ЗООТОКСИНОВ В УСЛОВИЯХ  


ПОСТГИПЕРТЕРМИЧЕСКОГО ПЕРИОДА

Известно, что большинство животных ядов обладает способностью резко изменять состав и свойства крови. Изучение действия зоотоксинов на систему крови необходимо потому, что количественные сдвиги в клеточном составе крови и свойствах кровяной плазмы дают ценные материалы для суждения о функциональном состоянии кроветворного аппарата, сердечно-сосудистой системы, нервной системы, обмена веществ (Артемов, Калинина, Михайлова, 1951).

7.1.Показатели красной крови

К стандартным показателям красной крови, широко применяемым в клинической практике, относятся: количество эритроцитов и ретикулоцитов, уровень гемоглобина и гематокрит. Кроме того, весьма ценную информацию можно извлечь при изучении размера и формы эритроцитов.

7.1.1. Количество эритроцитов

При тепловой экспозиции количество эритроцитов относительно контрольных величин достоверно снижается (рис. 19).

Внутрибрюшинное введение пчелиного яда, яда кобры и щитомордника в условиях нормотермии (Т=20°С) сопровождается значительным увеличением количества эритроцитов. При инъекции яда эфы гюрзы в тех же условиях опыта отмечается незначительный эритроцитоз (рис. 19).

При совместном применении зоотоксинов и высокой внешней температуры количество эритроцитов в основном увеличивается. Так, инъекция  мг/кг пчелиного яда с последующей тепловой экспозицией сопровождается увеличением эритроцитарного статуса на 20% относительно контрольных величин и на 7% относительно серии опытов, в которой использовался только пчелиный яд (рис. 19).

Максимальная величина эритроцитоза отмечалась при сочетанном действии яда щитомордника в дозе 4 мг/кг и температурного воздействия (Т=50°С). В этом случае количество эритроцитов увеличивалось с 7,8±0,23 в контроле до 12,8±0,17х1012/л (рис. 19).                                                                                        
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Рис. 19. Изменение количества эритроцитов при действии зоотоксинов в условиях гипертермии и в постгипертермический период
1 – контроль (физиол. р-р);                      2 – яд пчелы (2 мг/кг);
3 – яд эфы (6 мг/кг);                                 4 – яд гюрзы (4 мг/кг);
5 – яд кобры (1 мг/кг);                              6 – яд щитомордника (4 мг/кг).
* - Различия между исходным значением в контроле и экспериментальными группами статистически значимы (р<0.05)                         

В постгипертермический период, через 24 часа после тепловой экспозиции, количество эритроцитов в периферической крови достоверно не отличалось от контрольных величин, а через 6 часов  значительный эритроцитоз регистрировался в опытах с введением яда кобры и яда щитомордника (рис. 19).

7.1.2.Количество ретикулоцитов

При изучении изменения количества ретикулоцитов в условиях острого перегревания был обнаружен ярко выраженный ретикулоцитоз. Количество ретикулоцитов увеличивалось с 41,0±3,22‰ в контроле до 65-82‰ при температурной экспозиции 40 и 50ºС (рис. 20).

Введение пчелиного яда и ядов змей при температуре 20°С сопровождалось увеличением количества ретикулоцитов в циркулирующей крови, причем максимальный ретикулоцитоз отмечался при инъекции яда щитомордника в дозе 4 мг/кг (рис. 20).

При сочетанном действии животных ядов и температурной экспозиции максимальный ретикулоцитоз отмечался также при предварительном введении яда щитомордника. В этом случае количество ретикулоцитов более чем в три раза превышало контрольные величины (рис. 20).                                                                                               

Таким образом, совместное применение животных ядов и высокой внешней температуры сопровождается ярко выраженным эритро- и ретикулоцитозом.

По мнению Н.М.Артемова и др. (1951), эритроцитоз может быть следствием или поступления в кровоток новой порции эритроцитов, ранее не принимавшей участия в циркуляции, или выхода из кровообращения жидкой части крови, или обеих причин вместе.

Дополнительные количества эритроцитов могут поступить в кровяное русло или вследствие стимуляции эритроцитоза или из кровяных депо. По мнению авторов (Артемов, Калинина, Михайлова, 1951), эритроцитоз не может быть следствием стимуляции эритроцитоза, так как ускорение образования новых эритроцитов сопровождается появлением в периферической крови незрелых форм.                                                                               
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Рис. 20. Изменение количества ретикулоцитов при действии зоотоксинов в условиях гипертермии и в постгипертермический период

1 – контроль (физиол. р-р);              2 – яд пчелы (2 мг/кг);
3 – яд эфы (6 мг/кг);                         4 – яд гюрзы (4 мг/кг);
5 – яд кобры (1 мг/кг);                     6 – яд щитомордника (4 мг/кг).
* - Различия между исходным значением в контроле и экспериментальными группами статистически значимы (р<0.05)
Наши опыты показали, что введение всех исследованных ядов сопровождается как эритроцитозом, так и выбросом незрелых форм. Такое массированное увеличение эритроцитарной массы, видимо, связано не только с кровяным депо, а и с усилением эритропоэза. Н.М. Артемов и соавторы (1951) также не настаивают на массированном выбросе эритроцитов из селезенки, так как исследования, проведенные ими на спленэктомированных животных показали, что фазы эритроцитоза у них при отравлении животными ядами выражены в такой же степени, как у интактных животных.

В постгипертермический период, через 24 часа после тепловой экспозиции, в большинстве экспериментов уровень ретикулоцитов снижается до исходных величин, однако при применении пчелиного яда и яда щитомордника ретикулоцитоз сохраняется в течение суток (рис. 20).

7.1.3. Уровень гемоглобина

Параллельно с уменьшением количества эритроцитов при действии высоких температур, снижается уровень гемоглобина. При введении зоотоксинов в исследованных дозах уровень гемоглобина во всех случаях повышается, причем, следует отметить, что максимальных величин он достигает при инъекции яда щитомордника в дозе 4 мг/кг (рис. 21).

 Еще большее увеличение уровня гемоглобина в циркулирующей крови наблюдается при сочетанном действии животных ядов и высокой температуры. Максимальное количество гемоглобина отмечено при остром перегревании (Т=50ºС) на фоне предварительного введения тестовой дозы яда щитомордника. Так, при введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг в условиях нормотермии уровень гемоглобина повышается с 165±1,1 до 200±1,4 г/л, а при совместном действии высокой температуры (50°С) – до 215±0,8 г/л (рис. 21).

В постгипертермический период уровень гемоглобина в периферической крови снижается и через 24 часа после тепловой экспозиции возвращается к контрольным величинам (рис. 21).                                       
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Рис. 21. Изменение уровня гемоглобина при действии зоотоксинов

в условиях гипертермии и в постгипертермический период

1 – контроль (физиол. р-р);              2 – яд пчелы (2 мг/кг);
3 – яд эфы (6 мг/кг);                         4 – яд гюрзы (4 мг/кг);
5 – яд кобры (1 мг/кг);                     6 – яд щитомордника (4 мг/кг).
* - Различия между исходным значением в контроле и экспериментальными группами статистически значимы (р<0.05)
7.1.4. Показатели гематокрита

При тепловой экспозиции экспериментальных животных показатели гематокрита снижаются, что связано со значительным уменьшением количества эритроцитов и поступлением тканевой жидкости в кровеносное русло. Разжижение крови является, видимо, результатом реакции организма на сильное внешнее раздражение и направлено на обеспечение процессов терморегуляции. Возможно, этим предотвращается нарушение перераспределения воды и солей между кровью и тканями, а сам процесс выполняет приспособительно-компенсаторную функцию. Внутрибрюшинное введение животных ядов сопровождается увеличением показателей гематокрита, причем наиболее ярко при инъекции ядов кобры и щитомордника (рис. 22).
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Рис. 22. Изменение показателей гематокрита при действии зоотоксинов в условиях гипертермии и в постгипертермический период

1 – контроль (физиол. р-р);              2 – яд пчелы (2 мг/кг);
3 – яд эфы (6 мг/кг);                         4 – яд гюрзы (4 мг/кг);
5 – яд кобры (1 мг/кг);                     6 – яд щитомордника (4 мг/кг).
* - Различия между исходным значением в контроле и экспериментальными группами статистически значимы (р<0.05)
При совместном действии пчелиного яда и высокой температуры показатели гематокрита достигают максимальных величин в начальный период острого перегревания при температуре 50°С. В условиях гипертермии на фоне введения ядов эфы, гюрзы и кобры показатели гематокрита изменяются незначительно, однако в некоторых случаях они достоверно отличаются от контрольных величин. Максимальные изменения наблюдаются при сочетании двух экстремальных раздражителей - яда щитомордника и внешней температуры 50ºС (рис. 22).

Анализируя некоторые изменения показателей красной крови необходимо отметить, что при совместном воздействии яда щитомордника и температуры 50°С количество эритроцитов и ретикулоцитов, показатели гемоглобина и гематокрит максимально увеличиваются. С другой стороны, именно при введении яда щитомордника продолжительность жизни экспериментальных животных в термокамере при температуре 50ºС также максимальна. Таким образом, можно предположить, что существует зависимость между продолжительностью жизни и указанными показателями, отражающими дыхательную функцию крови.                                                                          

           7.1.5. Изменения размера и формы эритроцитов

Измерение диаметров эритроцитов в контрольной серии опытов показало, что максимум (47,6±0,9%) приходится на эритроциты диаметром 5,7 мкм (табл. 19).

При введении яда кобры в дозе 1 мг/кг в условиях нормотермии кривая Прайс-Джонса сдвигается влево, т.е. в сторону микроцитоза. Количество эритроцитов с диаметром 5,7 мкм снижается с 47,6±0,9% в контроле до 32,3±1,0%, а количество эритроцитов с диаметром 3,4 мкм увеличивается почти в 10 раз. Следует отметить, что макроциты с диаметром 8,0 мкм полностью исчезают, а появляются микроциты с диаметром 2,3 мкм, которые отсутствуют в контроле (табл. 19).                                   

                                                                                    Таблица 19
Изменение диаметра эритроцитов (%) при действии

зоотоксинов в условиях гипертермии 

	Условия

опыта
	Диаметр эритроцитов (мкм)

	
	2,3
	3,4
	4,6
	5,7
	6,9
	8,0

	Контроль
	-
	2,5
	28,4
	47,6
	14,6
	1,6

	
	-
	0,6
	1,3
	0,9
	1,3
	0,2

	Т=50ºС
	14,8*
	34,0*
	35,8*
	16,0*
	1,1*
	-

	
	1,0
	1,8
	1,2
	0,9
	0,2
	-

	Яд кобры (1мг/кг)

Т=20ºС
	5,2*
	21,6*
	32,6*
	32,3*
	8,3*
	-

	
	0,7
	1,2
	0,6
	1,0
	0,7
	-

	Яд кобры (1мг/кг)

Т=50ºС
	6,1*
	6,1*
	19,8*
	28,0*
	35,3*
	3,3

	
	0,9
	0,5
	1,4
	1,3
	0,7
	0,4

	Яд щитомордника (4 мг/кг) Т=20ºС
	-
	4,8*
	29,4
	42,2*
	18,2*
	4,8*

	
	-
	0,7
	1,1
	1,4
	1,3
	0,2

	Яд щитомордника (4 мг/кг) Т=50ºС
	-
	3,5
	11,8*
	36,8*
	28,6*
	17,0*

	
	-
	0,4
	0,6
	1,1
	1,4
	0,9


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 

статистически значимы (р≤0,05)                                                                                                                                                                                                                                     

         Температурная экспозиция 40°С и 50ºС сопровождается отчетливо выраженным микроцитозом. Макроциты с диаметром 8,0 мкм полностью отсутствуют. Процентный максимум при температуре 40°С находится в области 3,4 мкм, а при температуре 50ºС - распределяется между 3,4 и 4,6 мкм (табл. 19).

При совместном воздействии яда кобры (1 мг/кг) и высокой температуры (40ºС) отмечается более выраженный микроцитоз, чем в случае применения только температуры, или только яда кобры. Картина пойкилоцитоза резко меняется при сочетанном действии яда кобры и температуры 50ºС. В этом случае наблюдается ярко выраженный макроцитоз, кривая Прайс-Джонса резко сдвигается вправо, а пик процентного соотношения размеров эритроцитов располагается в области 6,9 мкм (табл. 19).

         Введение яда щитомордника в дозе 4 мг/кг в условиях нормотермии сопровождается нормоцитозом. Следует заметить, однако что процентное содержание макроцитов с диаметром эритроцита 6,9 мкм увеличивается с 14,6±1,3% в контроле до 18,2±1,3%, а эритроцитов, имеющих диаметр 8,0 мкм - с 1,6±0,2% до 4,8±0,2% (табл.23).                                                         

7.2. Показатели белой крови

В клинической практике для оценки состояния белой крови пользуются лейкоцитарной формулой, включающей следующие показатели: общее количество лейкоцитов, процентное содержание эозинофилов, базофилов, нейтрофилов палочкоядерных и сегментоядерных, лимфоцитов и моноцитов. Наши исследования показали, что при действии зоотоксинов в условиях гипертермии наименее вариабельными являются показатели эозинофилов, базофилов, палочкоядерных нейтрофилов и моноцитов, в связи с чем их небольшие изменения не учитывались в дальнейшей работе.

7.2.1. Общее количество лейкоцитов

При внутрибрюшинном введении исследованных животных ядов общее количество лейкоцитов в условиях нормотермии, в основном, снижалось относительно контрольных величин, и только при инъекции 2 мг/кг пчелиного яда отмечалось незначительное увеличение лейкоцитов.                                          

Количество лейкоцитов в пробе крови экспериментальных животных в условиях высокой внешней температуры изменялось разнонаправленно, в зависимости от времени тепловой экспозиции, однако достоверных различий между контролем и опытом не наблюдалось (рис. 23).

    При сочетанном применении большинства исследованных зоотоксинов и высокой внешней температуры количество лейкоцитов уменьшалось, и только при введении пчелиного яда уровень лейкоцитов оставался на уровне контрольных значений (рис. 23). 

В постгипертермический период наблюдалась тенденция к восстановлению количества лейкоцитов в периферической крови и только на фоне введения яда щитомордника через сутки количество лейкоцитов было достоверно ниже контрольных величин (рис. 23).
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Рис. 23. Изменение количества лейкоцитов при действии зоотоксинов в условиях гипертермии и в постгипертермический период

1 – контроль (физиол. р-р);              2 – яд пчелы (2 мг/кг);
3 – яд эфы (6 мг/кг);                         4 – яд гюрзы (4 мг/кг);
5 – яд кобры (1 мг/кг);                     6 – яд щитомордника (4 мг/кг).
* - Различия между исходным значением в контроле и экспериментальными группами статистически значимы (р<0.05)
7.2.2. Количество сегментоядерных нейтрофилов

Количество сегментоядерных нейтрофилов при введении исследованных  зоотоксинов в условиях нормотермии значительно увеличивается. Этот эффект особенно ярко выражен при инъекции пчелиного яда в дозе 2 мг/кг. Количество нейтрофилов возрастает с 6,0±0,91% в контроле до 20,0±1,89% при введении апитоксина (табл. 20).

Нейтрофилоцитоз наблюдается и при высокой внешней температуре. В этом случае,  применение тепловой экспозиции (50°С) сопровождается увеличением количества сегментоядерных нейтрофилов в 3-4 раза (табл. 20).

При сочетанном действии высокой температуры пчелиного и змеиных ядов в исследуемых дозах количество сегментоядерных нейтрофилов изменяется разнонаправленно и при различных температурно-временных параметрах колеблется в пределах 7,0-30,0% (табл. 20.).    

                                                                                       Таблица 20
Изменение количества сегментоядерный нейтрофилов при действии 

зоотоксинов в условиях гипертермии и в постгипертермический период

	Условия

опыта
	Стат.

показ.
	Количество сегментоядерных  нейтрофилов(%)

	
	
	Т=20°С
	Т=50°С
	Т=20°С

	
	
	
	10 мин
	20 мин
	30 мин
	1,0 ч.
	6,0 ч.
	24,0 ч.

	Контроль

(физ. р-р)
	М
	6,0
	16,0
	19,0
	23,1
	-
	-
	-

	
	m
	0,91
	1,16
	1,02
	1,69
	-
	-
	-

	Яд пчелы

(2 мг/кг)
	М
	20,0*
	9,1*
	5,0*
	18,9
	22,3*
	15,1*
	10,4*

	
	m
	1,89
	1,50
	0,63
	3,36
	2,52
	1,97
	1,04

	Яд эфы

(3 мг/кг)
	М
	14,2*
	7,0*
	30,1*
	20,8
	24,5*
	18,8*
	12,3*

	
	m
	1,82
	0,97
	1,95
	3,75
	3,21
	2,75
	2,81

	Яд гюрзы

(3 мг/кг)
	М
	12,3*
	21,1*
	19,0
	23,2
	22,8*
	14,4*
	9,6*

	
	m
	0,89
	2,73
	1,65
	4,86
	2,56
	1,87
	1,23

	Яд кобры

(1 мг/кг)
	М
	21,0*
	21,4*
	23,2*
	18,7*
	20,0*
	12,3*
	8,2

	
	m
	1,8
	1,3
	1,6
	1,2
	2,80
	1,64
	1,83

	Яд щито-

мордника
(4 мг/кг)
	М
	22,3*
	23,5*
	38,9*
	34,0*
	30,1*
	21,2*
	17,3*

	
	m
	1,5
	1,7
	3,2
	3,8
	4,82
	3,96
	2,45


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 
статистически значимы (р≤0,05)                                                
В постгипертермическом периоде наблюдалось постепенное снижение сегментоядерных нейтрофилов, однако и через сутки в большинстве случаев их количество оставалось выше контрольных величин, зарегистрированных у животных, не подвергавшихся действию высокой внешней температуры (табл. 20). 

7.2.3. Количество лимфоцитов

Количество лимфоцитов в пробе крови всех групп экспериментальных животных изменялось однонаправленно. Введение животных ядов сопровождалось достоверным снижением количества лимфоцитов на 8-15% (табл.26). Применение высокой температуры без предварительной инъекции зоотоксинов снижало уровень лимфоцитов на 12-18% (табл. 21).

В условиях гипертермии на фоне действия пчелиного яда (10 мг/кг), яда эфы (3 мг/кг) и яда гюрзы (3 мг/кг) показатели лимфоцитов были меньше, чем в контроле. Следует отметить, что минимальное количество лимфоцитов наблюдалось в период, непосредственно предшествующий гибели животного (табл.21).

                                                                                                    Таблица 21                                                                                                                                                                                                                                                               

Изменение количества лимфоцитов при действии  зоотоксинов 

в условиях гипертермии и в постгипертермический период

	Условия

опыта
	Стат.

показ.
	Количество лимфоцитов (%)

	
	
	Т=20°С
	Т=50°С
	Т=20°С

	
	
	
	10 мин
	20 мин
	30 мин
	1,0 ч.
	6,0 ч.
	24,0 ч.

	Контроль
	М
	90
	78*
	76*
	72*
	-
	-
	-

	
	m
	1,5
	1,6
	1,3
	2,0
	-
	-
	-

	Яд пчелы

(5 мг/кг)
	М
	75*
	86
	92
	74*
	68*
	78*
	89

	
	m
	2,2
	1,7
	0,9
	3,8
	3,2
	3,8
	4,3

	Яд эфы

(3 мг/кг)
	М
	80*
	87
	65*
	75*
	72*
	76*
	82*

	
	m
	1,7
	1,9
	2,1
	0,4
	1,3
	0,9
	1,6

	Яд гюрзы

(3 мг/кг)
	М
	82*
	70*
	73*
	70*
	72*
	79*
	85

	
	m
	1,5
	3,6
	3,1
	4,8
	0,7
	1,5
	2,6

	Яд кобры

(1 мг/кг)
	М
	75*
	73*
	63*
	52*
	74*
	81*
	87

	
	m
	1,2
	1,3
	3,4
	6,2
	1,3
	1,5
	0,7

	Яд щито-

мордника
(4 мг/кг)
	М
	76*
	70*
	54*
	60*
	64*
	72*
	78*

	
	m
	1,4
	1,7
	1,9
	1,2
	2,1
	2,5
	1,8


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 

статистически значимы (р≤0,05)                                                                             

При сочетанном применении высокой внешней температуры и ядов кобры и щитомордника общая картина лимфоцитов имела аналогичный характер, что и при использовании ядов гюрзы и эфы. 

При оценке лимфоцитарного статуса в постгипертермический период отмечалась тенденция к повышению количества лимфоцитов и через 24 часа после тепловой экспозиции во всех случаях, кроме экспериментов с ядом щитомордника, количество лимфоцитов достоверно не отличалось от контрольных величин (табл. 21).                  

Таким образом, анализируя данные, полученные при оценке состояния системы крови в контроле, при введении исследованных зоотоксинов в условиях нормо- и гипертермии, можно констатировать, что количество эритроцитов и ретикулоцитов, уровень гемоглобина и гематокрит значительно увеличиваются при воздействии животных ядов как в условиях нормотермии, так и в условиях гипертермии. При воздействии высокой внешней температуры, в наших опытах, количество эритроцитов в пробе крови снижалось, однако количество ретикулоцитов повышалось, уровень гемоглобина и показатели гематокрита снижались.

Снижение показателей гематокрита при прямых воздействиях высокой температуры связано, по мнению ряда авторов (Павлова, 1939; Chopra, 1938), с увеличением содержания в ней воды, уменьшением количества эритроцитов, гемоглобина. Разжижение крови, наблюдаемое в начальный период воздействия на организм высокой температуры, является результатом реакции организма на сильное внешнее раздражение и направлено на обеспечение процессов терморегуляции и носит защитно-компенсаторный характер.

При совместном воздействии животных ядов и высокой внешней температуры количество эритроцитов и ретикулоцитов, гемоглобин и гематокрит возрастают значительно больше, чем в контроле, и, чем при введении только зоотоксинов. 

ГЛАВА 8. ГЕМОЛИТИЧЕСКАЯ СТОЙКОСТЬ ЭРИТРОЦИТОВ 

ПРИ ДЕЙСТВИИ ЗООТОКСИНОВ В УСЛОВИЯХ

ОСТРОГО ПЕРЕГРЕВАНИЯ IN VITRO
Известно, что все исследованные зоотоксины обладают отчетливо выраженным гемолитическим действием. Большинство исследователей склонны считать, что гемолиз при действии зоотоксинов связан с наличием в ядах фермента фосфолипазы. Предполагается, что фосфолипаза взаимодействует с лецитином, превращая его в лизолецитин, который разрушает оболочку эритроцитов. Кроме того, в разрушении эритроцитов принимают непосредственное участие основные действующие начала зоотоксинов, так как являются в своем большинстве цитолитиками прямого действия (Дворцова и др., 1984; Лашина, 1985; Лашина и др., 1987; Орлов, Вальцева, 1997; Джамалова и др., 2002).

Тепловое воздействие может влиять на мембанные структуры не только косвенно, (через изменение вязкости мембраны, активности ферментов и т.п.) но, в некоторых случаях, и непосредственно. Изучались функциональные свойства  α-адренорецепторов эритроцитов после кратковременного теплового шока in vitro. Показано, что термошок вызывает изменения основных параметров кинетики лиганд-рецепторного взаимодействия двух пулов адренорецепторов, что приводит к значительному снижению эффективности первого этапа  α-адреноэргической реакции  - присоединения лиганда к специфическому рецептору (Смурова, Нестерова, Манухин,1995).

8.1. Показатели гемолиза при действии зоотоксинов

в условиях нормотермии (20ºС)

При действии яда щитомордника в концентрации 0,025 – 0,2 мг/мл количество гемолизированных эритроцитов изменялось в зависимости от концентрации яда в растворе и времени инкубации. Так, через 60 минут воздействия ядом щитомордника в концентрации 0,2 мг/мл на интактные эритроциты количество негемолизированных эритроцитов равнялось 39,0±0,6% от общего количества эритроцитов, принятого за 100% (табл. 22).
                                                                                Таблица 22
Изменение количества эритроцитов (%) в пробе крови

при действии яда щитомордника (20ºС)

	Время инкуба-

ции (мин)
	Концентрация яда (мг/мл)

	
	0,025
	0,05
	0,1
	0,15
	0,2

	15


	91.6±1.4*
	94.3±1.3*
	79.6±2.2*
	79.8±2.8*
	65.9±1.2*

	30


	74.3±1.8*
	73.6±1.3
	63.9±1.3*
	66.9±2.0
	50.4±0.6*

	60


	58.4±2.5
	67.8±2.5
	51.0±0.7*
	49.9±1.4
	39.0±0.6*


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 

статистически значимы (р≤0,05)                                                                             

Действие яда гюрзы при тех же условиях опыта и концентрации яда в растворе сопровождается дозозависимыми параметрами гемолиза. Кроме того, как и в предыдущем случае, количество эритроцитов в пробе крови снижалось в зависимости от времени инкубации раствора (табл. 23).

                                                                                      Таблица 23.

Изменение количества эритроцитов (%) в пробе крови

при действии яда гюрзы (20ºС)

	Время инкуба

ции (мин)
	Концентрация яда (мг/мл)

	
	0,025
	0,05
	0,1
	0,15
	0,2

	15


	89.0±1.6*
	85.6±0.8*
	83.4±1.4*
	90.3±2.5*
	86.5±1.0*

	30


	82.1±1.8*
	79.6±1.5*
	80.1±1.0*
	80.3±2.4*
	77.6±0.9*

	60


	76.4±1.8*
	75.3±1.2*
	74.7±0.7*
	76.1±2.0*
	73.1±0.8*


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 

статистически значимы (р≤0,05)                                                                             

Следует заметить, что гемолитическая активность яда гюрзы несколько ниже таковой яда щитомордника. Так, при добавлении к пробе крови яда гюрзы в концентрации 0,2 мг/мл количество негемолизированных эритроцитов значительно больше, чем при действии яда щитомордника, а через 60 минут экспозиции количество негемолизированных эритроцитов при действии яда щитомордника составляет 39,0±0,6%, для яда гюрзы – 73,1±0,8% (табл. 23). 

Яд эфы по своей гемолитической активности близок к яду гюрзы, однако при высоких концентрациях яда в растворе яд эфы в значительно большей степени проявляет гемолитические свойства (табл. 24).

                                                                                  Таблица 24.

Изменение количества эритроцитов (%) в пробе крови

при действии яда эфы (20ºС)

	Время инкуба-

ции (мин)
	Концентрация яда (мг/мл)

	
	0,025
	0,05
	0,1
	0,15
	0,2

	15


	95.3±0.9*
	93.1±0.8*
	84.2±1.0*
	77.3±0.7*
	74.9±1.1*

	30


	90.4±0.5*
	88.0±0.9*
	64.8±0.9*
	65.0±1.3*
	64.7±1.4*

	60


	87.6±0.8*
	84.5±1.1*
	55.3±0.4*
	53.3±1.2*
	48.7±0.8*


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 

статистически значимы (р≤0,05)                                                                             

Таким образом, исследованные зоотоксины, относящиеся по своему физиологическому действию к геморрагическим коагулянтам, обладают отчетливо выраженными гемолитическими свойствами, причем интенсивность гемолиза зависит от концентрации яда в растворе и времени инкубации. Кроме того, интенсивность гемолиза зависит от яда животных, относящихся к разным таксономическим единицам. Из трех изученных ядов змей наибольшей гемолитической активностью отличается яд щитомордника, на втором месте – яд эфы, на третьем – яд гюрзы.

Добавление к раствору эритроцитов яда кобры в концентрации 0,025 – 0,2 мг/мл сопровождается гемолизом, однако картина гемолиза резко отличается от действия яда щитомордника, гюрзы и эфы.

Увеличение концентрации яда кобры в растворе через 15 и 30 минут инкубации сопровождается увеличением количества негемолизированных эритроцитов относительно более низкой концентрации (0,025 мг/мл). При 60-минутной экспозиции дозозависимый гемолитический эффект яда кобры вообще отсутствует (табл. 25).

                                                                                              Таблица 25
Изменение количества эритроцитов (%) в пробе крови

при действии яда кобры (20ºС)

	Время инкуба-

ции (мин)
	Концентрация яда (мг/мл)

	
	0,025
	0,05
	0,1
	0,15
	0,2

	15


	81.8±1.7*
	68.6±0.7*  
	73.4±1.5* 
	85.2±1.8
	88.3±3.0*

	30


	62.8±0.9*
	64.8±0.9*
	64.1±1.7*
	73.2±1.0*
	73.8±1.1*

	60


	49.5±0.7*
	48.1±0.8*
	52.6±1.2*
	53.1±1.0*
	49.7±0.8*


* Различия между контрольными и экспериментальными группами 

статистически значимы (р≤0,05)                                                                             

Несмотря на то, что дозозависимый эффект при действии яда кобры отсутствует, время инкубации пробы крови с ядом оказывает большое влияние на интенсивность гемолиза (табл. 25).

Аналогичная картина наблюдается и при добавлении к пробе крови пчелиного яда в тех же концентрациях (табл. 26).

Пчелиный яд и яд кобры относятся по своему физиологическому действию к нейротропным антикоагулянтам. Их действие направлено в основном на дезинтеграцию деятельности нервной системы и, возможно, поэтому дозозависимый эффект проявляется в меньшей степени, чем при введении геморрагических коагулянтов, или даже отсутствует.

                                                                                              Таблица 26
Изменение количества эритроцитов (%) в пробе крови

при действии яда пчелы (20ºС)

	Время инкуба-

ции (мин)
	Концентрация яда (мг/мл)

	
	0,025
	0,05
	0,1
	0,15
	0,2

	15


	71.6±1.4*
	92.2±1.9*
	65.2±1.2*
	89.7±2.7*
	89.4±2.3*

	30


	64.3±1.1*
	75.3±1.7*
	60.2±1.2*
	84.9±2.0*
	81.7±2.1

	60


	53.1±1.2*
	72.4±1.5*
	52.0±1.7*
	63.5±2.5*
	51.2±2.5*


* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 

статистически значимы (р≤0,05)                                                                             
8.2. Показатели гемолиза  эритроцитов при действии

высокой температуры 

Показатели гемолиза при действии высокой температуры зависят как от времени экспозиции, так и от величины температурного режима (табл. 27). Следует заметить, что интенсивность гемолиза при действии высоких температур значительно ниже, чем при добавлении к пробе крови исследованных образцов зоотоксинов. 
                                                                                 Таблица 27

Изменение количества эритроцитов (%) в пробе крови

при действии высоких температур

	          ТºС
	Время действия (мин)

	
	15
	30
	60
	120
	150

	40


	97.5±0.7
	94.1±0.3* 
	90.2±0.6*
	86.0±0.3
	78.4±1.6

	50


	94.9±1.4*
	91.5±0.7*
	85.6±1.0*
	-
	-

	60
	94.6±1.1*
	87.1±1.8*
	81.2±1.1
	-
	-


* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 

статистически значимы (р≤0,05)                                                                             
8.3. Показатели гемолиза при действии зоотоксинов

и высокой  температуры

При инкубации пробы крови, к которой добавлены исследуемые зоотоксины в широком диапазоне концентраций (0,025 – 0,2 мг/мл), наблюдается гемолиз. Интенсивность гемолиза зависела от дозы яда и времени температурной экспозиции, причем гемолиз в большей степени зависел от температуры и времени инкубации, чем от дозы исследуемых зоотоксинов.

При совместном применении яда щитомордника и высокой внешней температуры количество негемолизированных эритроцитов в первую очередь зависело от температуры окружающей среды и времени тепловой экспозиции. Естественно, что максимальная интенсивность гемолиза отмечалась при 60-минутной экспозиции и темпертуре 60°С. При таких условиях эксперимента количество негемолизированных при добавлении к пробе крови 0,2 мг/мл соответствовало 37,5±1,1%. В то же время при аналогичных условиях опыта, но при нормотермии количество негемолизированных эритроцитов соответствовало 39,0±0,6%, что не имеет достоверных различий с предыдущей серий экспериментов (табл. 28).
Однако следует отметить достоверные различия в начальный период воздействия ядом щитомордника и высокой температурой. Так, при 20°С и добавлении к пробе крови яда щитомордника в концентрации 0,2 мг/мл через 15 мин количество негемолизированных эритроцитов соответствует 65,9±1,2%, а при тех же условиях опыта и температуре 60°С – 91,7±1,8% (табл. 28).

Несколько иная картина наблюдалась при действии яда гюрзы в условиях острого перегревания. Сравнительная характеристика показала, что при нормотермии через 60 мин после добавления к пробе крови яда гюрзы в концентрации 0,2 мг/мл количество негемолизированных эритроцитов соответствовало 73,1±0,8%, а при температуре 60°С и том же времени экспозиции – 49,2±0,8%.                                                                                                       
                                                                                                Таблица 28
Изменение количества эритроцитов (%) при действии яда щитомордника

в условиях перегревания

	ºС
	Инкубция

(мин)
	Концентрация яда (мг/мл)

	
	
	0,025
	0,05
	0,1
	0,15
	0,2

	40


	15
	97.0±0.5*
	97.5±0.7*
	95.3±1.1*
	95.6±1.4*
	95.9±0.8*

	
	30
	89.6±0.9* 
	93.6±0.3*
	91.0±1.1*
	89.6±1.2*
	89.4±0.7*

	
	60
	80.5±0.6*
	88.3±0.9*
	85.2±0.8*
	84.9±1.0*
	84.3±1.1*

	
	120
	78.3±0.5*
	85.0±0.8*
	79.1±1.0*
	78.6±0.9*
	78.2±1.1*

	50
	15
	94.2±1.3*
	91.4±1.0*
	93.2±0.7*
	93.9±1.4*
	91.9±0.4*

	
	30
	72.0±1.1*
	79.5±1.1*
	80.2±0.8*
	81.8±1.3*
	68.8±2.0*

	
	60
	62.7±1.4*
	71.3±0.9* 
	67.0±1.0*
	72.4±1.1*
	58.7±1.6*

	60


	15
	92.4±1.6*
	92.2±1.4*
	87.4±0.9*
	85.1±1.1*
	91.7±1.8*

	
	30
	66.5±0.7*
	84.0±1.2*
	61.6±1.5*
	58.1±1.5*
	54.5±1.0*

	
	60
	58.2±0.7*
	52.2±1.5*
	45.6±1.2*
	44.1±1.0*
	37.5±1.1*


* - Различия между контрольными и экспериментальными группами 

статистически значимы (р≤0,05)
Данные, полученные через 15 мин, достоверно не отличаются друг от друга. Так, через 15 мин при нормотермии и добавлении яда гюрзы в концентрации 0,2 мг/мл количество негемолизированных эритроцитов было равно 86,5±1,0%, а при температуре температуре 60°С и том же времени экспозиции – 86,8±1,0%, то есть достоверных различий между этими двумя группами не отмечалось. 

При аналогичных параметрах временной и температурной экспозиции, которые были использованы при исследовании гемолитических свойств яда гюрзы, яд эфы отличался как от яда щитомордника, так и от яда гюрзы. Через 60 мин после добавления в исследуемый образец крови яда эфы в концентрации 0,2 мг/мл в условиях нормотермии (20°С) количество негемолизированных эритроцитов соответствовало 48,7±0,8%, а при температуре 60°С – 40,9±0,7%, при 15-минутной экспозиции 89,4±2,3% и 88,3±0,8% соответственно.                                                                                              

Таким образом, повышение температуры исследуемых образцов крови  с 20 до 60°С практически не влияет на гемолитические свойства яда эфы указанной концентрации.

Через 60 мин после добавления яда кобры к пробе крови в концентрации 0,2 мг/мл  в условиях нормотермии количество негемолизированных эритроцитов снижается до 49,7±0,8% от исходных величин, а при нагревании пробы крови до 60°С количество негемолизированных эритроцитов при тех же временных параметрах соответствует 45,0±0,6%.

Изменяя временные параметры воздействия (15 мин) было показано, что при тех же условиях опыта и той же концентрации яда количество негемолизированных эритроцитов при 20°С равно 88,3±3,0%, а при 60°С – 91,5±1,2% от исходных величин. Таким образом, ни в том (60 мин), ни в другом (15 мин) случае достоверных различий в гемолитической активности яда кобры не зарегистрировано.

При исследовании гемолитических свойств пчелиного яда при указанных температурах и временных параметрах были обнаружены достоверные различия между полученными данными с использованием температуры 20°С  и 60°С. Так, через 15 мин после добавления пчелиного яда в концентрации 0,2 мг/мл к пробе крови количество негемолизированных эритроцитов соответствовало 89,4±2,3%, а через 60 мин – 51,2±2,5% от исходной величины. При температурном режиме 60°С эти величины изменялись следующим образом: через 15 мин – 72,8±0,6%, через 60 мин – 41,0±1,1%.

Наибольший интерес с точки зрения экстраполяции данных, полученных in vitro, на целый организм представляют изменения гемолитических свойств исследуемых зоотоксинов при температуре 40°С, так как именно такую эндотелиальную температуру мы наблюдаем при гипертермии животных. Характерной особенностью такого температурного режима является то, что при максимальной концентрации исследуемых зоотоксинов (0,2 мг/мл), количество гемолизированных эритроцитов через 120 мин воздействия достигает 20 – 25%, а таксономическая принадлежность яда не имеет особого значения, хотя при температуре 20°С принадлежность яда к той или иной группе имеет решающее значение при  реализации гемолитических свойств исследуемых зоотоксинов.                                                                                                         

На основании проведенных экспериментов данного блока можно сказать, что все исследованные зоотоксины обладают отчетливо выраженным гемолитическим действием. В основе этого явления, по-видимому, лежит способность фосфолипазы, присутствующей во всех животных ядах, использованных в эксперименте, вступать во взаимодействие с лецитином с образованием лизолецитина. По мнению современных исследователей, именно лизолецитин является основным повреждающим фактором мембраны эритроцитов (Орлов и др., 1990; Liu et al., 1998).

При температурном воздействии в течение времени наблюдается снижение количества эритроцитов в пробе крови. Кривая гемолиза в этом случае имеет плавный характер и к концу наблюдения снижается на 12 – 20% от исходной величины.

По представлению ряда исследователей (Громов, Розенгарт, 1977), повышение температуры оказывает дезорганизующее действие на молекулу эритроцита. Тепловая денатурация изменяет конформацию белковой молекулы эритроцита за счет разрыва слабых водородных связей, разрыв которых и приводит к разрушению эритроцитов.

При одновременном воздействии двух разрушающих факторов можно было ожидать, что кривая гемолиза в зависимости от времени будет иметь более высокие показатели, по сравнению с гемолизом, вызванным высокой внешней температурой и зоотоксинами, примененными по отдельности. Однако наши эксперименты показали, что при совместном применении животных ядов и высокой температуры кривая гемолиза не представляет суммы гемолизов, вызванных температурой и ядами, а при 40ºС  достоверно не отличается от кривой гемолиза, зафиксированной без участия зоотоксинов. Этот феномен, на наш взгляд, можно объяснить тем, что при длительном температурном воздействии in vitro частично разрушаются компоненты яда, ответственные за гемолиз.

Сравнивая результаты экспериментов, полученных in vitro и in vivo, необходимо отметить, что при совместном применении высокой внешней температуры и зоотоксинов на уровне целого организма отмечается эритроцитоз, в отличие от экспериментов in vitro, где гемолиз отчетливо выражен. Несомненно, что и in vivo происходит гемолиз, однако снижение эритроцитарного статуса в периферической крови компенсируется выбросом эритроцитов из кровяных депо, перераспределением кровотока и регенерацией форменных элементов крови. 

При рассмотрении вопроса регенерации крови систематическими исследованиями показано, что активация эритропоэза связана не только с повышением общих катаболических процессов в организме, но и гемолизом (эритродиерезом) и образующимися при этом продуктами распада эритроцитов. Более того, поскольку реакция гемолиза наблюдается при действии многих экстремальных факторов (механическая и тепловая энергия, ультразвук, кровопотеря, воздействие чужеродных агентов-канцерогенов, антигенная стимуляция, ускорения, гипоксическая гипоксия и т.д.), усиление разрушения эритроцитов перед активацией анаболических процессов не только эритроидного ростка костного мозга, но и других тканей является стереотипной реакцией адаптации системы крови в ответ на действие экстремальных факторов (Горбунова,1985; Гольдберг и др., 1996; Lucas et al., 1989). 

Основными признаками гемолиза является уменьшение количества эритроцитов в единице объема, концентрации гемоглобина, объема циркулирующих эритроцитов, понижение их стойкости по отношению к гемолитикам, гемосидероз тканей. Гемолиз при стрессе расценивается как одно из проявлений резистентности организма со стороны эритрона, как начальная стадия процесса регенерации крови, переходящая в более поздней стадии стресс-реакции в эритроцитоз. Как правило, работы, посвященные гемолизу и эритропоэзу основывались на данных уменьшения количества эритроцитов в единице объема, концентрации гемоглобина с учетом или даже без учета объема циркулирующей крови. Более позднее изучение процесса гемолиза сопровождалось исследованием продолжительности жизни эритроцитов после воздействия экстремальных факторов, что значительно точнее характеризует процессы эритродиереза. При кровопотере жизненный цикл эритроцитов снижался до 75 – 70 дней, а через 6 часов после острой массивно кровопотери сроки полужизни эритроцитов сокращались до 27 дней.

Отмечая уменьшение продолжительности жизни эритроцитов в постгеморрагическом периоде, некоторые исследователи считают, что при экстремальных условиях происходит образование эритроцитов пониженной резистентности  de novo, т.е. в результате неэффективного – экстремального – эритропоэза. Найдены несколько популяций вновь образованных эритроцитов: длительноживущие и короткоживущие, что естественно способствует их повышенному разрушению и утилизации. 
Оригинальными исследованиями Н.А. Горбуновой показано, что при инфузии постгеморрагических эритроцитов интактным животным в первые сутки выживают 70%, в то время как в контрольных опытах выживаемость аутоэритроцитов, взятых до кровопускания, составляет 92%. 
ГЛАВА 9. ВЛИЯНИЕ зоотоксинов И ГЕПАРИНА НА ПОКАЗАТЕЛИ ГЕМОСТАЗА В УСЛОВИЯХ НОРМОТЕРМИИ, ГИПЕРТЕРМИИ и в постгипертермический период
Известно, что  система гемостаза является одной из многих систем, обеспечивающих нормальную жизнедеятельность организма, его целостность, приспособительные реакции. Гемостаз принимает участие в механизме поддержания резистентности стенки сосудов, остановке кровотечений и сохранении жидкого состояния крови в сосудах. Известно, что в условиях острого перегревания время свертывания крови уменьшается, что говорит о коагулирующем действии гипертермии (Султанов, 1978).

Известно, что пчелиный яд обладает хорошо выраженной антикоагулянтной активностью (Омаров, 1969, 1970). Исследования автора, проведенные in vitro, позволяют утверждать, что пчелиный яд замедляет свертывание крови, удлиняет протромбиновое время и угнетает тромбопластическую активность крови. Замедление свертывания крови происходит за счет инактивации тканевого тромбопластина и торможения образования плазменного тромбопластина, вследствие угнетения факторов V, VII, VIII, XI, XII. Причем, чем больше концентрация яда, тем сильнее нарушается процесс свертывания крови. Данные тромбоэластографии указывают на изменение функциональной активности тромбоцитов и угнетение образования тромбопластина. На фибриноген пчелиный яд не действует и, следовательно, не влияет на третью фазу свертывания крови. По мнению английских авторов, противосвертывающая активность пчелиного яда обусловлена формированием гидролитического комплекса между антикоагулянтными фосфолипазами и фосфатидилсерином мембраны тромбоцитов.

Имеются материалы, указывающие, что эффект влияния пчелиного яда на систему свертывания крови in vivo может по-разному проявляться в зависимости от способа введения яда. При внутривенном введении более резкое увеличение фибринолитической активности наблюдается в первые 5 мин, последующие промежутки времени она остается повышенной и возвращается к исходному уровню через 120 мин после введения в кровоток (Омаров, 1970). Пчелиный яд, введенный в кровоток, способен воздействовать на многочисленные хеморецепторы сердечно-сосудистой системы, изменяя потоки афферентной импульсации, направляющейся в ЦНС, что вызывает сложные перестройки в регуляции системы свертывания крови. 

Ряд исследований, проведённых в разных странах, позволил выяснить механизмы действия ряда гемокоагулирующих змеиных ядов, к которым, в частности, относится и яд щитомордника восточного. Характер гемокоагулирующего действия змеиных ядов в большей степени зависит от способа исследования in vivo или in vitro, возраста отравленного животного и человека. При введении в организм яд большинства гадюковых и гремучих змей оказывает двухфазное действие на свёртываемость крови – вначале вызывает внутрисосудистое свёртывание, а затем кровь теряет на длительной время способность к свёртыванию. Большинство коагулирующих протеаз змеиных ядов отщепляют от фибриногена 2 фибринопептида (вместо 4), что приводит к агрегации фибринмономера с образованием непрочного сгустка. Кроме того, большинство змеиных протеаз не активируют фактор XIII, вследствие чего образующийся сгусток не подвергается ретракции и легко лизируется плазмином (Орлов, Гелашвили, 1985).

Исследование гемостатических свойств яда жабы in vitro показало, что добавление жабьего яда в разведении 1:103 не вызывает изменений показателей тромбоэластограммы по сравнению с контролем (Омаров, 1980).

 Гепарин является классическим эндогенным антикоагулянтом, а пчелиный яд, как было указано выше, также обладает антикоагулянтными свойствами. В связи с этим необходимо было выяснить состояние гемостаза при совместном применении гипертермии и зоотоксинов, так как  сведений о состоянии свертывающей и противосвертывающей систем при действии зоотоксинов и гепарина в условиях высокой внешней температуры в доступной нам литературе не обнаружено.

В наших экспериментах, проведённых на лабораторных крысах самцах  массой 180-200 г., скорость и характер свертывания крови определялись  методом коагулографии. Принцип метода заключается в исследовании электроповодности крови, регистрируемой с помощью коагулографа. Кровь отбиралась из подъязычной вены крыс. В сухую ячейку из фторопласта помещалось 0,3 мл исследуемой крови. Ячейка заполненная кровью помещалась в термостатическую камеру прибора, при температуре 37°. Включалось специальное устройство, обеспечивающее ячейке 6 колебаний в минуту. На дне ячейки вмонтированы два электрода из нержавеющей стали. Находящаяся в ячейке кровь, стекая с электродов, замыкает и размыкает их. По мере свертывания крови перемещение ее по ячейке замедляется, нарушается прохождение тока, в связи с чем, сопротивление между электродами возрастает. При уплотнении образовавшегося сгустка изменяется его электропроводность, дальнейшая его ретракция с отделением сыворотки в свою очередь приводит к изменению сопротивления цепи. Возникающие в процессе свертывания крови периодические импульсы записываются на диаграммной ленте с помощью самописца.

По результатам коагулограммы в данной работе определялось время Т1, Т и Т2, что соответствует началу свертывания крови (Т1), времени образования сгустка (Т) и общему времени свертывания крови (Т1). Время Т1 характеризуется относительно постоянной длиной шага самописца, резкое снижение длины штриха характеризует окончание времени Т1 и переход к образованию сгустка (Т). С течением времени сгусток крови уплотняется, вызывая увеличение сопротивления в цепи, что влечет за собой укорочение шага самописца. Выход самописца на «плато» характеризует окончание свертывания крови. Сумма Т1 и Т составляет общее время  свертывания крови (Т2). 
[image: image82.jpg]


Данные, приведенные в монографии Ф.Ф. Султанова (1978), были подтверждены нами в экспериментах на крысах (рис.24).

Рис. 24. Коагулограмма общего свертывания крови в условиях 

высокой внешней температуры (50°С)

В ходе экспериментов нами установлено, что  скорость свертывания крови в условиях нормотермии составляет 208 ± 12 секунд (рис. 25), а скорость свертывания крови в условиях воздействия высокой внешней температуры - 119±11с. 
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Рис.25. Коагулограмма общего свертывания крови 
в условиях нормотермии (20°С). 
Стрелками обозначены: начало образования кровяного сгустка (слева) и окончание свертывания крови (справа)

9.1. Состояние гемостаза при введении зоотоксинов в условиях 

нормо- и гипертермии

Анализ общего времени свертывания (Т2) после введения различных доз пчелиного яда и яда кобры показал, что указанные зоотоксины обладают выраженным антикоагулянтным действием.   В дозе равной 1 мг/кг максимум действия  пчелиного яда наступил через 10 минут после инъекции, Т2 при этом составило 215 ± 18 секунд  затем наступает резкий спад его активности (рис. 18). В интервале времени от 30 минут до 1 часа происходит плавное увеличение времени свертывания крови. Пчелиный яд  в дозе 5 мг/кг оказал более выраженное антикоагулянтное действие, чем в дозе 1 мг/кг (рис. 26).
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Рис. 26. Коагулограмма изменения скорости свертывания крови при введении пчелиного яда в дозе 5мг/кг. 
Стрелкой отмечено начало фибринолиза.

Анализ динамики показал плавное увеличение времени свертывания крови к 20-й минуте после инъекции пчелиного яда в дозе 5 мг/кг, Т2 при этом составило 240±13 секунд. Максимальный эффект пчелиного яда при этом отмечен на первых минутах после введения, после чего наблюдается спад его активности (рис. 27). 
Кроме общего времени свертывания крови определялся параметр Т, который соответствует времени образования сгустка. Отмечалось незначительное увеличение времени образования сгустка спустя 10 минут после введения пчелиного яда. Отмечено так же незначительное увеличение времени Т при действии пчелиного яда в дозе 5 мг/кг по сравнению с дозой в 1 мг/кг (рис. 28).
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Рис. 27. Динамика общего времени свертывания крови 
при действии пчелиного яда.

               1. Контроль;
               2. Действие пчелиного яда в дозе 1 мг/кг;
               3. Действие  пчелиного яда в дозе 5мг/кг.
Сравнивая динамику параметров Т и Т2 необходимо отметить, что общая скорость свертывания крови (рис. 27) и скорость образования кровяного сгустка (рис. 28) изменяются непропорционально. Резкое увеличение общего времени свертывания (Т2) при введении 5мг/кг пчелиного яда влечет лишь незначительное увеличение времени образования сгустка (Т) по сравнению с контрольными величинами.
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Рис. 28. Динамика образования сгустка при действии 
пчелиного яда.

               1. Контроль;
               2. Действие пчелиного яда в дозе 1 мг/кг;
               3. Действие  пчелиного яда в дозе 5мг/кг.
При действии пчелиного яда в дозе 1 мг/кг так же отмечено резкое увеличение времени Т2 через 10 минут после инъекции, после чего следует резкий спад активности яда, во времени образования сгустка (рис.19) таких резких изменений не наблюдается. Яд кобры и в дозе 0,5 мг/кг оказывает на систему гемостаза такое же действие, как и пчелиный яд в дозе 5 мг/кг. 

Пчелиный яд в исследованных дозах не оказывают существенного влияния на процессы образования кровяного сгустка, что подтверждено исследованиями ряда авторов (Корнева, Орлов, 1966; Артемов, Корнева, Орлов, 1971; Корнева, Романова, Когтев, 1985; Корнева, 1986, 1987; Окуанд, 1979). Причина же увеличения общего времени свертывания крови (Т2) при действии пчелиного яда заключается в замедлении начальных процессов свертывания крови на которые непосредственно воздействуют растворы токсинов.
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При действии пчелиного яда в дозе 5 мг/кг в условиях высокой внешней температуры (50°С) общее время свертывания крови составляло 198±15 с (рис. 29), а средняя скорость образования сгустка соответствовала 105±6 с. (рис. 30). 

Рис. 29. Коагулограмма общего свертывания крови при действии высокой внешней температуры (50°С) на фоне введения

пчелиного яда в дозе 5мг/кг.

Интересно отметить, что, как уже указывалось выше, общее время свертывания крови у интактных животных составляла 208±12 с, а скорость свертывания крови в условиях воздействия высокой внешней температуры - 119±11с. 
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Рис. 30. Скорость образования сгустка в условиях нормотермии 

и гипертермии 

Таким образом, исходя из полученных данных, можно сказать, что в условиях высокой внешней температуры (50°С) общее время свертывания крови и время формирования кровяного сгустка снижаются. При введении пчелиного яда в дозе 5 мг/кг и яда кобры в дозе 0,5 мг/кг указанные показатели увеличиваются, что говорит об антикоагулянтном действии исследованных зоотоксинов. При совместном применении зоотоксинов и высокой внешней температуры указанные параметры состояния свертывающей системы крови оказываются несколько ниже, чем у интактных крыс, но значительно выше, чем у животных, подвергнутых острому перегреванию.

9.2. Состояние гемостаза при введении гепарина и пчелиного яда 
в условиях нормо- и гипертермии

В следующей серии экспериментов в качестве антикоагулянта был использован коммерческий препарат гепарина, являющийся аналогом эндогенного гепарина, формирующего противосвертывающую систему организма. Было изучено влияние гепарина на скорость свертывания крови экспериментальных животных в дозах 0,5 МЕ, 5 МЕ, 50 МЕ, 500 МЕ, 5000 МЕ на 200 грамм веса животного. Результаты фиксировались в течение часа  после внутрибрюшинного введения гепарина (рис.31). 
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Рис. 31. Влияние гепарина на скорость свертывания крови
 в условиях нормотермии.

1. Контроль

2. Динамика свертывания крови при введении 0,5 МЕ/200г гепарина

3. Динамика свертывания крови при введении 5 МЕ/200г гепарина

4. Динамика свертывания крови при введении 50 МЕ/200г гепарина

При использовании растворов гепарина с концентрациями 500МЕ/200г и 5000МЕ/200г в течение одного часа не было замечено признаков образования стабилизированного сгустка (рис. 32, 33). 
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Рис. 32. Изменение параметров коагулограммы через 1 час после введения гепарина в дозе  5000МЕ/200г.
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Рис 33. Изменение параметров коагулограммы через 1 час после введения гепарина в дозе 500МЕ/200г.

Причем раствор гепарина в дозе 500МЕ/200г блокировал лишь заключительную стадию свертывания крови, т.е. превращение фибриногена в фибрин. В коагулограммах можно было выделить начальные фазы свертывания крови (Т1), т.е. образование тромбопластина. Поскольку образование сгустка крови не происходило, то был проведен лишь анализ начальных этапов свертывания (Т1). 

Из графика, представленного на рисунке 34, видно, что при использовании низких концентраций гепарина Т1 возрастает относительно контрольных величин, однако данные величины не превышают 70 секунд. Применение раствора гепарина в 500 МЕ значительно увеличивало Т1 по сравнению с остальными растворами. Через 10 минут после введения данной дозы гепарина отмечено максимальное время до первых признаков формирования кровяного сгустка, оно составило 210±6 секунд (рис. 34). Гепарин в дозе 5000 МЕ/200г блокировал все фазы свертывания крови, и в течении часа не было замечено признаков начала коагуляции.   
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Рис. 34. Влияние гепарина на начальные этапы свертывания крови в условиях нормотермии

1. Контроль;

2. Динамика свертывания крови при введении гепарина (0,5 МЕ/200г); 

3. Динамика свертывания крови при введении гепарина (5 МЕ/200г); 

4. Динамика свертывания крови при введении гепарина (50 МЕ/200г); 

5. Динамика свертывания крови при введении гепарина (500 МЕ/200г).

В ходе предыдущих исследований по изучению влияния гепарина  на свертывающую систему крови в условиях нормотермии было установлено, что гепарин в дозах 500МЕ/200г и 5000МЕ/200г оказывает наиболее сильный антикоагуляционный эффект. Однако при  использовании раствора гепарина в 5000МЕ/200г в течение часа не было замечено начала коагуляции крови, и поэтому такая концентрация гепарина не применялась в серии опытов по изучению состояния гемостаза в условиях высокой внешней температуры.

Было изучено влияние гепарина в концентрации 500МЕ на свертывающую систему крови в условиях высокой внешней температуры. В результате эксперимента было установлено, что данная концентрация гепарина препятствует образованию кровяного сгустка, однако  скорость начальных этапов свертывания (Т1)можно было проследить (рис. 35).
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Рис 35. Коагулограмма изменения параметров свертывания крови в условиях высокой внешней температуры (50°С) на фоне действия 500МЕ/200г гепарина

Время Т1 в контрольной группе (50°С) составило 26±4 секунд, а на фоне действия гепарина в дозе 500 МЕ/200г Т1 сильно увеличилось и составило 145±11 секунд (рис. 36).

Известно, что гепарин способен значительно ослаблять токсические свойства пчелиного яда и яда кобры при их совместном введении с гепарином (Хомутов, 2005). В связи с этим можно было предполагать, что при совместном введении гепарина и зоотоксинов будет происходить нейтрализация антикоагулирующих свойств как гепарина так и исследуемых зоотоксинов. Поэтому необходимо было определить, как влияет на скорость начальных этапов свертывания крови совместное применение гепарина и зоотоксинов в условиях нормо- и гипертермии.
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Рис. 36. Изменение начальных параметров свертывания крови при действии гепарина в дозе 500МЕ/200г

Последовательность операций экспериментов заключалась в следующем: 1) внутрибрюшинное введение пчелиного яда в дозе 5 мг/кг; 2) внутрибрюшинное введение гепарина в дозе 500 МЕ/200г через 10 мин после первой операции; 3) экспозиция крыс в термокамеру через 10 мин после введения гепарина.

В течение всего времени экспозиции признаков образования сгустка замечено не было. Максимальное Т1 при этом было отмечено в условиях нормотермии через 20 минут после начала экспозиции и оно составило 212±11 секунд, а Т1 при экспозиции в условиях высокой внешней температуры оказалось недостоверно ниже, чем при экспозиции в условиях нормотермии (рис. 37). Следует заметить, что скорость начальных этапов свертывания крови при действии только высокой внешней температуры соответствует 26±4 с.
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Рис. 37. Динамика скорости начальных этапов свертывания крови при действии пчелиного яда и гепарина в условиях 
нормо- и гипертермии.

Таким образом, анализируя скорость свертывания крови по Т, Т1 и Т2 было установлено, что острое перегревание ускоряет процесс свертывания крови. При этом  уменьшается и общее время свертывания, и время образования сгустка. Все это указывает на развитие гиперкоагуляции, что является нормальным процессом при различных стрессовых ситуациях. Гиперкоагуляция с одной стороны является защитной реакцией на появление стрессового фактора и направлена на предупреждение возможной кровопотери, но с другой стороны она же и источник опасности развития ДВС-синдрома и тромбирования магистральных сосудов. Как показали опыты, пчелиный яд оказывает выраженное антикоагулянтное действие, эффект его прямопропорционален дозе вводимого апитоксина. Анализ динамики по Т и Т2 в условиях нормотермии показал, что пчелиный яд оказывает усиленное действие на начальные этапы свертывания крови и слабо влияет на конечные процессы  где происходит превращение протромбина в тромбин и фибриногена в фибрин, т.е. формирование сгустка, что так же подтверждено исследованиями Ш.М. Омарова (1986), Б.Н. Орлова (1985), Н.В. Корневой (1987) и д.р.

Применение пчелиного яда и яда кобры, как при гипертермии, так и при нормотермии увеличивает как общее время свертывания крови, так и время образования сгустка  относительно контрольных величин. 

Инъекции небольших доз гепарина в условиях нормотермии вызывали незначительную гипокоагуляцию, выраженность гипокоагуляционного эффекта была прямопропорциональна дозе гепарина. Характерно, то, что через час после введения 0,5МЕ/200г, 5МЕ/200г и 50МЕ/200г гепарина время свертывания крови оказалось меньше контрольных величин. Возможно, это объясняется эффектом отрицательной обратной связи.

Растворы с высокой концентрацией гепарина в 500МЕ/200г и 5000МЕ/г препятствовали образованию сгустка крови, как при гипертермии, так и при нормотермии. При исследовании влияния гепарина в дозе 500МЕ/200г в условиях нормотермии и гипертермии на начальные этапы свертывания крови, установлено, что воздействие высокой температуры в опытах ослабляло антикоагуляционный эффект гепарина. 

Анализ начальных этапов свертывания крови при действии гепарина в дозе 500МЕ/200г показал, что в условиях гипертермии Т1 составило 145±11 секунд в условиях нормотермии  193±6 секунд. При использовании гепарина совместно с пчелиным ядом в условиях  гипертермии Т1 менялось со 176±9 до 201±10  секунд, в условиях нормотермии со 198±14 секунд до 212±11 секунд. Таким образом, применение гепарина совместно с пчелиным ядом препятствует развитию гиперкоагуляции в условиях гипертермии и эффект этот значительно сильнее чем при использовании гепарина и пчелиного яда по отдельности.

Таким образом, на данном этапе работы был проведён сравнительный анализ показателей гемостаза при действии пчелиного яда и гепарина в условиях нормотермии и гипертермии. Однако картина изменений свёртывающей системы крови была бы неполной без учёта процессов, происходящих в постгипертермический период.
9.3. Динамика показателей гемостаза при введении зоотоксинов в условиях постгипертермического периода
На данном этапе работе по изучению динамики показателей свёртывающей системы крови в постгипертермический период были использованы пчелиный яд, яд щитомордника и жабий яд.

Выбор зоотоксинов для проведения исследований по изучению показателей гемостаза в условиях гипертермии и в постгипертермический период был обусловлен тем, что пчелиный яд, является антикоагулянтом, яд щитомордника – коагулянтом, а жабий яд – не влияет на процесс свёртывания крови.
Исследование влияния зоотоксинов и высокой внешней температуры на систему свертывания крови проводилось на анализаторе гемокоагуляции механическом АГКМ 1-01, тромбоэластографическим способом. Процесс свертывания крови регистрируется в аналоговой форме на ленте самописца в виде тромбоэластограммы (ТЭГ), в цифровой форме измеряются время реакции и площадь ТЭГ в течение 15 мин после окончания времени реакции. Исследование проводилось на цитратной крови в микрообъеме (0,10±0,0025 мл). Кровь, взятая из хвостовой вены животных, исследовалась в динамике: до гипертермии, во время гипертермии и через 1, 6 и 24 часа после тепловой экспозиции. 

Расшифровка ТЭГ производилась по общепринятым параметрам: 

«r» - время реакции отражает скорость образования тромбопластина и соответствует первой невидимой фазе свертывания крови; выражается в минутах.

«К» - время начала образования сгустка; выражается в минутах. Изменение этого параметра зависит от концентрации тромбина и фибриногена. В этот отрезок времени, образовавшийся тромбин переводит фибриноген в фибрин, поэтому параметр «К» еще называют тромбоэластографической константой тромбина.

«Аm» - максимальная амплитуда, выражается в мм. Она отражает упругость (эластичность), т.е. физические качества сгустка, соответствует III фазе свертывания крови.

«Е» - эластичность кровяного сгустка; выражается в относительных единицах и определяется по формуле: 

Е = 100 х Аm / 100 – Аm
«Q» - модуль упругости сгустка крови. Рассчитывается по формуле:

Q = Аm/100 – Аm х 601,35 Н/м2

Параметр, как и Аm, отражает качество сгустка и зависит от количества тромбоцитов.

«t» - константа специфического свертывания крови, выражается в минутах. Чем короче «t», тем быстрее происходит образование сгустка, удлинение «t» свидетельствует о наклонности к гипокоагуляции. Этот отрезок тромбоэластограммы называют «зоной тромбоцитарного свертывания».

«S» - константа синерезиса. Она отражает всю фазу коагуляции фибриногена, т.е. время от начала формирования фибрина до его завершения. Интенсивность синерезиса пропорциональна массе фибриногена, имеющегося в свертывающей среде. 

«Т» - общее время свертывания крови; выражается в минутах. Уменьшение значения параметра указывает на гиперсвертываемость, увеличение – на гипосвертываемость.

«Lα» - угловая константа. Она зависит от величины параметров r, K, t, S, Am, так как эти показатели определяют конфигурацию тромбоэластограммы. Показатель отражает динамику образования фибрина – чем быстрее происходит свертывание крови, тем больше угол и наоборот.

«S15» - площадь тромбоэластограммы. Она характеризует образование, формирование и механические свойства сгустка. Параметр включает в себя информацию, которую несут параметры «К» и «Аm». Значение параметра выражается в относительных единицах.

Определение уровня свободного гепарина в периферической крови осуществлялось микрометодом, основанном на связывании гепарина толуидиновым синим,  по Сирмаи (Сирмаи, 1957). 
В контрольных экспериментах при внутрибрюшинном введении физиологического раствора в условиях гипертермии общее время свёртывания крови снижается с 14,6±0,7 мин до 12,2±1,0 мин, однако эти различия недостоверны. В постгипертермический период наблюдается тенденция восстановления параметров общего времени свёртывания крови (рис. 38).

Введение пчелиного яда в дозе 2 мг/кг в условиях нормотермии (20°С) увеличивает время свёртывания крови с 14,6±0,7 мин в контроле до 37,2±2,9 мин. В условиях высокой внешней температуры (50°С) показатель общего времени свёртывания крови снижается относительно нормотермии до 18,7±2,1 мин, но остаётся повышенным относительно контрольных величин. В постгипертермический период наблюдается тенденция к нормализации гемостаза, а через 24 часа после тепловой экспозиции в течение 25 мин время свёртывания крови не отличается достоверно от контрольных величин (рис. 38).
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Рис. 38. Изменение показателей общего времени свертывания крови Т (мин) в условиях гипертермии и в постгипертермический период

1 – контроль (физиологический раствор);
2 – пчелиный яд (2 мг/кг);
3 – яд щитомордника (4 мг/кг);
4 – жабий яд (2 мг/кг);
* – Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы (р<0.05). 
Иная картина наблюдается при введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг. В условиях нормотермии инъекция яда сопровождается снижением общего времени свёртывания крови с 14,6±0,7 мин в контроле до 10,5±0,9 мин. При тепловой экспозиции происходит дальнейшее снижение показателя общего времени свёртывания крови до 8,5±1,0 мин. В течение последующих суток время свёртывания крови возвращается к норме (рис. 38). 

Введение жабьего яда в дозе 2 мг/кг  сопровождается изменениями, характерными для контрольной серии экспериментов (рис. 38).  

Пусковым механизмом свёртывания крови является образование тромбопластина, которое оценивается временем реакции и характеризует первую невидимую фазу свёртывания крови.

Введение пчелиного яда в дозе 2 мг/кг в условиях нормотермии сопровождается увеличением времени реакции с 2,3±0,1 мин в контроле до 18,2±3,5 мин.  При температурной экспозиции в течение 25 мин показатель времени реакции снижается до 5,0±0,6 мин, оставаясь, тем не менее, выше контрольных величин. Через 6 часов после тепловой экспозиции показатель времени реакции вновь увеличивается до 11,8±2,7 мин, а через 24 часа он возвращается к исходным величинам (рис. 39). 

В условиях нормотермии яд щитомордника в дозе 4 мг/кг достоверно снижает показатель времени реакции, что показывает увеличение скорости образования тромбопластина. В условиях гипертермии контрольный показатель и показатель времени реакции практически соответствуют друг другу. Через 6 часов после тепловой экспозиции показатель времени реакции достоверно увеличивается, достигая 4,3±0,9 мин. Через 24 часа этот показатель не отличается от контрольных величин (рис. 39).

Кривая изменений показателя времени реакции при введении жабьего яда, как в условиях гипертермии, так и в постгипертермический период практически совпадает с изменениями, происходящими в контрольной серии экспериментов (рис. 39).
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Рис. 39. Изменение показателей времени реакции (r) в условиях гипертермии и в постгипертермический период (мин)

1 – контроль (физиол. р-р);                   2 – пчелиный яд (2 мг/кг);
3 – яд щитомордника (4 мг/кг);            4 – жабий яд (2 мг/кг);
* – Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы (р<0.05). 
О начале формирования сгустка можно судить по величине «К». Изменение этого параметра зависит от концентрации тромбина и фибриногена. В отрезок времени «К», образовавшийся тромбин переводит фибриноген в фибрин, поэтому параметр «К» ещё называют тромбоэластографической константой тромбина. Таким образом, увеличение времени формирования сгустка говорит о гипокоагуляции.
При введении пчелиного яда в дозе 2 мг/кг в условиях нормотермии величина «К» увеличивается с 1,3±0,4 мин в контроле до 2,4±0,1 мин. В условиях высокой внешней температуры происходит снижение времени формирования сгустка, как в контрольной серии, так и в условиях эксперимента. В течение 24 ч. параметры «К» возвращаются к исходным величинам (рис. 40).
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Рис. 40. Изменение времени начала формирования сгустка (К)  в условиях гипертермии и в постгипертермический период (мин)

1 – контроль (физиол. р-р);            2 – пчелиный яд (2 мг/кг);
3 – яд щитомордника (4 мг/кг);     4 – жабий яд (2 мг/кг).
* – Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы (р<0.05). 
 Введение яда щитомордника при нормотермии более чем в два раза снижает показатели времени формирования сгустка, а инъекция жабьего яда сопровождается при всех условиях эксперимента стабильными показателями «К», достоверно не отличающимися от контрольных величин (рис. 40). 
Одним из показателей свёртывания крови является константа специфического свёртывания крови «t», который соответствует периоду от конца видимого свёртывания крови до начала ретракции сгустка. Исходя из этого, чем короче «t», тем быстрее происходит образование сгустка, удлинение «t» свидетельствует о наклонности к гипокоагуляции (рис. 41).
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Рис. 41. Изменение константы специфического свертывания крови (t)  в условиях гипертермии и в постгипертермический период (мин)

1 – контроль (физиол. р-р);             2 – пчелиный яд (2 мг/кг);
3 – яд щитомордника (4 мг/кг);      4 – жабий яд (2 мг/кг)

* – Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы (р<0.05). 
В условиях нормотермии при введении пчелиного яда константа «t» достоверно увеличивается, при введении яда щитомордника – достоверно снижается, а при инъекции жабьего яда – остаётся в пределах вариации контрольных величин (рис. 41).

При тепловой экспозиции показатели «t» снижаются относительно нормотермии, но в посгипертермическом периоде постепенно возвращаются к исходным величинам (рис. 41). 

Величина «Аm», равная максимальной амплитуде, характеризующая физические качества сгустка, соответствует III фазе свертывания крови (рис. 42).
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Рис. 42. Изменение показателей максимальной амплитуды (Аm) 

в условиях гипертермии и в постгипертермический период (мм)

1 – контроль (физиол. р-р);               2 – пчелиный яд (2 мг/кг);
3 – яд щитомордника (4 мг/кг);        4 – жабий яд (2 мг/кг).
* – Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы (р<0.05).

В условиях нормотермии максимальная амплитуда ТЭГ регистрировалась при введении яда щитомордника в дозе 4 мг/кг (21,0±1,5 мм), при введении пчелиного яда она снижалась относительно контроля с 17,0±1,3 мм до 13,0±0,7 мм. Инъекция яда жабы в дозе 2 мг/кг достоверно не изменяла величины максимальной амплитуды относительно контрольных значений (рис. 42).  

  В течение суток после тепловой экспозиции во всех экспериментах, кроме серии с введением пчелиного яда, величина максимальной амплитуды ТЭГ достоверно не отличалась от исходных величин (рис. 42). 
Исходя из величины максимальной амплитуды, расчётным путём можно вычислить эластичность кровяного сгустка (Е), который отражает качество сгустка и зависит от количества тромбоцитов (рис. 43).  
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  Рис. 43. Изменение эластичности кровяного сгустка (Е)  в условиях

гипертермии и в постгипертермический период (у.е.)

1 – контроль (физиол. р-р);              2 – пчелиный яд (2 мг/кг);
3 – яд щитомордника (4 мг/кг);       4 – жабий яд (2 мг/кг).
* – Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы (р<0.05).
Эластичность кровяного сгустка в наших экспериментах изменялась в зависимости от температуры, вида яда и совместного их применения. Так в условиях нормотермии введение пчелиного яда сопровождалось снижением эластичности сгустка до 14,9±1,7 у.е. относительно контроля (20,5±1,9 у.е). Инъекция яда щитомордника сопровождалась увеличением показателя эластичности сгустка до 26,6±1,3 у.е., а жабий яд не изменял этого параметра свёртывания крови (рис. 43).                                   

        При тепловой экспозиции введение пчелиного яда сопровождалось снижением эластичности сгустка, а при введении яда щитомордника показатель «Е» увеличивался до 30,5±2,5 у.е. В течение постгипертермического периода показатель эластичности при введении яда щитомордника довольно быстро возвращался к исходным величинам, чего нельзя сказать о серии с применением пчелиного яда, в которой даже через 24 часа величина показателя соответствовала 14,0±1,8 у.е. (рис. 43).                                                          

Таким образом, исходя из полученных экспериментальных данных можно сказать, что пчелиный яд в условиях нормотермии влияет на все фазы свёртывания крови, вызывая гипокоагуляцию, яд щитомордника вызывает гиперкоагуляцию, а жабий яд не влияет на свёртывание крови. Тепловая экспозиция сопровождается гиперкоагуляцией, как при введении физиологического раствора, так и при введении пчелиного яда и яда щитомордника. Во всех экспериментальных группах в постгипертермический период наступает нормализация показателей тромбоэластограммы. 

Одним из активных участников гемостаза является гепарин, который, обладая высокой реактивностью, тормозит свёртывание крови на всех стадиях свёртывания крови. В связи с этим были поставлены эксперименты, связанные с определением времени свободного гепарина в периферической крови при действие ряда зоотоксинов в условиях высокой внешней температуры.
Так, было показано, что пчелиный яд на всех этапах эксперимента вызывает повышение уровня свободного гепарина (табл. 29), что хорошо согласуется с данными о гипокоагуляционном действии пчелиного яда, как при нормотермии, так и гипертермии и в постгипертермическом периоде.

                                                                                                  Таблица 29
Изменение уровня свободного гепарина  в условиях гипертермии и 

в постгипертермический период (%)
	Условия

эксперимента
	Температура 20°С
	Температура 50°С
	Время после гипертермии, ч

	
	
	
	1,0
	6,0
	24,0

	Контроль (физ. р-р)
	100±5,0
	86±3,2*
	89±2,8*
	94±4,7
	98±2,9

	Пчелиный яд 

(2 мг/кг)
	685±22,2*
	459±38,6*
	395±18,9*
	245±12,5*
	184±22,1*

	Яд щитомордника

(4 мг/кг)
	83±10,0*
	74±7,5*
	92±12,4
	158±14,2*
	110±12,3

	Жабий яд 

(2 мг/кг)
	108±7,4
	96±6,4
	98±7,5
	106±10,1
	104±9,6


* – Различия между контрольной и экспериментальными 

группами статистически значимы (р<0.05).
Яд щитомордника в условиях нормотермии достоверно снижает уровень гепарина. Это явление усугубляется при совместном действии яда и высокой внешней температуре. Однако, следует заметить, что через 6 часов после тепловой экспозиции уровень гепарина резко возрастет и соответствует 158±14,2 с. Данное явление, по-видимому, связано с двухфазным действием яда щитомордника на гемостаз (Орлов, Гелашвили, 1985).

Введение жабьего яда практически не влияет на уровень свободного гепарина, что также соответствует предыдущим экспериментам, в которых яд жабы не влиял ни на одну из стадий свёртывания крови.

ГЛАВА 10. ВЛИЯНИЕ ЗООТОКСИНОВ НА АКТИВНОСТЬ 

АМИНОТРАНСФЕРАЗ В УСЛОВИЯХ ГИПЕРТЕРМИИ 

И В ПОСТГИПЕРТЕРМИЧЕСКИЙ ПЕРИОД
Как известно, аминотрансферазы, или трансаминазы, - ферменты класса трансфераз, катализирующие обратимые реакции трансаминирования, т.е. перенос аминогруппы (-NH2) и водорода от одной молекулы субстрата к другой без промежуточного образования аммиака. Коферменты аминотрансферазы – пиридоксальфосфат и пиридоксаминофосфат. Аминотрансферазы участвуют в азотистом обмене, особенно в обмене аминокислот. Определение аланиновой и аспарагиновой аминотрансфераз в сыворотке крови человека используют в диагностике заболеваний печени и сердца (Комаров, Коровкин, Меньшиков, 2001). 

Наибольшее клинико-диагностическое значение имеет определение активности двух аминотрансфераз: аспартатаминотрансферазы (АСТ) и аланинаминотрансферазы (АЛТ). Различия в наименовании аминотрансфераз определяются названием той аминокислоты, от которой отделяется аминогруппа. Аспартатаминотрансфераза широко распространен в органах и тканях человека. Наибольшее содержание АСТ обнаружено в сердечной мышце, затем последовательно в убывающем количестве в печени, скелетной мускулатуре, головном мозге, почках, семенниках (Кочкина, 1995). 

Фермент, катализирующий обратимый перенос аминогруппы с аланина на α-кетоглутаровую кислоту, получил название аланинаминотрансферазы. Наиболее высокая активность АЛТ обнаруживается в печени, поджелудочной железе, сердце и скелетной мускулатуре. В печени активность АЛТ в несколько тысяч раз выше, чем в сыворотке крови.

Повышение активности аминотрансфераз в сыворотке крови отмечено при целом ряде заболеваний и, особенно при поражении органов и тканей, богатых данными ферментами (печень, миокард и др.). Наиболее резкие изменения в активности АСТ наблюдаются при поражении сердечной мышцы (Комаров, Коровкин, Меньшиков, 2001).

Большинство зоотоксинов, в том числе пчелиный яд и яд щитомордника, обладают кардиотропным и гепатотропным действием, в связи с чем был поставлен ряд экспериментов с оценкой изменений АЛТ и АСТ при действии указанных ядов в условиях гипертермии и в постгипертермический период. 
10.1. Пчелиный яд
Активность аланинаминотрансферазы у интактных животных в течение 24 часов достоверно не изменяется, оставаясь в пределах 0,089 – 0,094 мкмоль ПВК/ч∙мл (рис. 44).
При внутрибрюшинном введении физиологического раствора в объёме 1 мл в условиях нормотермии показатели АЛТ в течение 24 часов практически не меняются, оставаясь на уровне  0,078 – 0,085 мкмоль ПВК/ч∙мл (рис. 44).                                                                                                  

Введение пчелиного яда в дозе 2 мг/кг в условиях нормотермии (20°С) сопровождалось резким увеличением активности АЛТ через 1 час после введения яда с последующим постепенным снижением к 24 часам, оставаясь, однако выше контрольных величин (рис. 44). 

Определение активности АЛТ в постгипертермический период на фоне введения физиологического раствора показало, что уровень активности АЛТ достоверно не отличается от контроля при нормотермии (рис. 44).

Активность АЛТ в постгипертермический период на фоне предварительного введения пчелиного яда в дозе 2 мг/кг достоверно не отличалась от контрольных величин (рис. 44).

[image: image38.png]o =
o o = )
o G o <

AxtuBHOCTE ATAT, Mrmons IIBK/1 M
o
9

0,1

1 2 3

B | 1 0T BO3IEIiCTBIIA
B 6 1 0T BO3IeIiCTBIIA

B 24 v oT BORIeIicTBIII

5
Tpymner




Рис. 44. Влияние пчелиного яда на активность АЛТ в условиях
нормотермии и в постгипертермический период

1 – интактная группа;                            2 – физиологический р-р (20°С);
3 - пчелиный яд (20°С);                         4 – физиол. р-р  (50°С, 30 мин);
5 – пчелиный яд (2 мг/кг) в условиях гипертермии (50°С, 30 мин).
´ - p≤0,05 по отношению к интактной группе

# - p≤0,05 по отношению к группе «физиол. р-р → нормотермии»

●- p≤0,05 по отношению к группе «физиол. р-р → гипертермии»

Активность АСТ у интактной и контрольной групп животных  в течение суток после тепловой экспозиции достоверно не отличаются друг от друг, оставаясь в пределах 0,116 – 0,148 мкмоль ПВК/ч∙мл (рис. 45).
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Рис. 45. Влияние пчелиного яда на активность АСТ в условиях 
нормотермии  и в постгипертермический период
1 – интактная группа;                            2 – физиологический р-р (20°С);
3 - пчелиный яд (20°С);                         4 – физиол. р-р  (50°С, 30 мин);
5 – пчелиный яд (2 мг/кг) в условиях гипертермии (50°С, 30 мин).
´ - p≤0,05 по отношению к интактной группе

# - p≤0,05 по отношению к группе «физиол. р-р → нормотермии»

●- p≤0,05 по отношению к группе «физиол. р-р → гипертермии»

Введение физиологического раствора с последующей тепловой экспозицией (50°С) в течение 30 мин сопровождалось достоверным повышением активности АСТ  только через 24 часа после гипертермии. Активность АСТ как при нормотермии, так и  при тепловой экспозиции на фоне введения пчелиного яда достоверно отличалась от контрольных величин (рис. 45). 
10.2. Яд щитомордника
При введении яда щитомордника в условиях нормотермии отмечается максимальная активность АЛТ, достоверно отличающаяся от контрольных величин. Во всех остальных сериях экспериментов достоверных отличий между группами не обнаружено (рис. 46). 
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Рис. 46. Влияние яда щитомордника на активность АЛТ в условиях 
нормотермии и в постгипертермический период
1 – интактная группа;                            2 – физиологический р-р (20°С);
3 - пчелиный яд (20°С);                         4 – физиол. р-р  (50°С, 30 мин);
5 – пчелиный яд (2 мг/кг) в условиях гипертермии (50°С, 30 мин).
´ - p≤0,05 по отношению к интактной группе

# - p≤0,05 по отношению к группе «физиол. р-р → нормотермии»

●- p≤0,05 по отношению к группе «физиол. р-р → гипертермии»

Активность АСТ достоверно отличается от контрольных величин только в серии, в которой яд щитомордника в дозе 4 мг/кг вводится в условиях нормотермии. Следует заметить, что в постгипертермическом периоде активность АСТ через 24 часа достоверно выше, чем при введении яда щитомордника в условиях нормотермии (рис. 47).                                                                                               
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Рис. 47. Влияние яда щитомордника на активность АСТ в условиях 
нормотермии и в постгипертермический период

1 – интактная группа;                            2 – физиологический р-р (20°С);
3 - пчелиный яд (20°С);                         4 – физиол. р-р  (50°С, 30 мин);
5 – пчелиный яд (2 мг/кг) в условиях гипертермии (50°С, 30 мин).
´ - p≤0,05 по отношению к интактной группе

# - p≤0,05 по отношению к группе «физиол. р-р → нормотермии»

●- p≤0,05 по отношению к группе «физиол. р-р → гипертермии»

Глава 11. Морфологические изменения в органах крыс при действии высоких температур на фоне введения зоотоксинов
В процессе жизнедеятельности, особенно в экстремальных условиях в организме образуются значительные количества продуктов обмена, которые уже не используются клетками и должны быть элиминированы. Кроме того, организму необходимо постоянно освобождаться от токсичных и чужеродных веществ, от избытка воды, солей, мета- и катаболитов. Органы, выполняющие выделительные функции, называются экскреторными. К ним относят почки, легкие, печень, селезенку и др.

Главное назначение органов выделения – это поддержание постоянства внутренней среды организма. Экскреторные органы взаимосвязаны между собой. Сдвиг функционального состояния одного из них меняет активность другого. Например, при избыточном выведении жидкости через кожу при высокой температуре снижается объем диуреза. Нарушение процессов выделения неизбежно ведет к появлению патологических сдвигов гомеостаза вплоть до гибели организма.
11.1. Морфологические изменения в почках
Основным органом выделения являются почки. Они выполняют в организме много функций. Одни из них прямо или косвенно связаны с процессами выделения, а, следовательно, и детоксикации, другие – не имеют такой связи: 

– экскреторная: удаление избытка воды, неорганических и органических веществ, продуктов азотистого обмена и т.п.;

– регуляторная: коррекция водного баланса, осмотического давления, ионного состава, кислотно-основного состояния, артериального давления, эритропоэза, гемостаза;

– синтетическая: образование ренина, витамина Д, простогландинов, брадикининов, урокиназы;

– метаболическая: участие в обмене белков, липидов и углеводов;

– защитная: удаление чужеродных, часто токсических веществ.

Отличительной особенностью почек является то, что кровь здесь используется не только для трофики органа, но и для образования мочи. Таким образом, для полного удаления продуктов метаболизма и чужеродных веществ из организма почкам необходимо более интенсивное кровоснабжение по сравнению с другими органами.

11.1.1. Интактная группа при нормо- и гипертермии
Структура органа, полученного при заборе на высоте эфирно-кислородного наркоза («интактная» группа) соответствует норме. Клубочки корковой зоны не изменены. Просвет капсулы Щумлянского-Боумена узкий, свободный. В эпителии извитых канальцев почки непостоянно можно отметить проявления зернистой дистрофии, просвет канальцев свободный (рис. 48А). Мозговая зона – эпителий канальцев без патологических изменений. В сосудах среднего калибра фиксируется умеренное венозное полнокровие. На границе коркового и мозгового слоев встречаются отдельные мелкие диапедезные кровоизлияния.

В группе «интактных» животных, подвергшихся только гипертермии 50ºС, в почках фиксируются определенные изменения. Последние в первую очередь касаются нефроцитов проксимальных канальцев и проявляются в дистрофических и даже некротических превращениях. В эпителии дистальных отделов извитых канальцев отмечаются зернистая, а иногда и гиалиново-капельная дистрофии (рис. 48Б). Клубочки корковой и мозговой зон не изменены. В сосудах, расположенных на границе коркового и мозгового вещества, отмечается умеренно выраженное полнокровие, (изредка) здесь встречаются кровоизлияния.
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Рис. 48. Почки крысы
А. Микроскопическая картина при нормотермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза)

Б. Гистологические изменения при гипертермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза)

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
11.1.2. Влияние яда пчелы при нормо- и гипертермии
Гистологические характеристики почек при воздействии яда пчелы на фоне нормотермии свидетельствуют о сохранности структур органа. Клубочки корковой зоны несколько сморщены, в просвете капсулы Шумлянского-Боумена определяется белковая жидкость, а иногда – отдельные эритроциты. Эпителий проксимальных отделов извитых канальцев без особенностей. В дистальных отделах нефроциты канальцев находятся в состоянии альтеративных изменений по типу зернистой и изредка гиалиново-капельной дистрофии (рис. 49А). Канальцы мозгового слоя без патологических изменений. Однако здесь повсеместно отмечаются выраженные нарушения кровообращения, как в корковом, так и мозговом слоях. Тотально дифференцируются венозное и артериальное полнокровие, на границе коры и мозгового слоя встречаются сливные экстравазаты. В мозговом слое доминируют выраженное полнокровие и мелкоточечные кровоизлияния по типу диапедезных.

Влияние яда пчелы в условия гипертермии (+50ºС) на организм экспериментальных животных минимально. Так, гистологическая картина почек близка к норме. Корковая зона: клубочки без особенностей. В эпителии отдельных канальцев – явления зернистой дистрофии. Канальцы мозговой зоны без патологии. На границе коркового и мозгового слоев определяется умеренно выраженное полнокровие сосудов (рис. 49Б).
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Рис. 49. Почки крысы
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда пчелы.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда пчелы.

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
11.1.3. Влияние яда эфы при нормо- и гипертермии
Микроскопическая структура почек при нормотермии и воздействии яда эфы близка к норме. В корковом слое: клубочки слегка спавшиеся, просвет капсулы Шумлянского-Боумена незначительно расширен, свободен. В составе эпителия извитых канальцев непостоянно встречаются нефроциты в состоянии зернистой дистрофии (рис. 50А). Канальцы мозгового слоя без особенностей. Следует отметить умеренное венозное полнокровие в корковой зоне, нарастающее по границе с мозговым слоем.
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Рис. 50. Почки крысы.

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда эфы.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда эфы. 

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
Гистологическая организация почек при гипертермии и введении яда эфы сохранена. Корковая зона: большинство клубочков без патологических изменений, лишь изредка встречаются явления стаза в их капиллярных петлях и признаки расширения капсулы Шумлянского-Боумена. В некоторых эпителиальных клетках проксимальных отделов извитых канальцев почки – зернистая дистрофия. Однако в эпителии дистальных отделов канальцев прослеживаются глубокие альтеративные изменения, начиная с зернистой и гиалиново-капельной (рис. 50Б) вплоть до гидропической дистрофии. Здесь же в просвете канальцев определяются гиалиновые цилиндры и измененные клетки слущенного эпителия. Наряду с этим эпителий канальцев мозгового слоя без патологических проявлений. На границе корковой и мозговой зон появляется умеренно выраженное полнокровие, а иногда мелкоточечные кровоизлияния.
11.1.4. Влияние яда щитомордника при нормо- и гипертермии

Морфологическая организация почек в условиях воздействия яда щитомордника на фоне нормотермии сохранена. Определяется четкая граница между корковым и мозговыми слоями. Клубочки корковой зоны слегка сморщены, просветы капсул Шумлянского-Боумена умеренно расширены, свободны. Эпителий извитых канальцев почки изменен незначительно, лишь в отдельных фокусах в нефроцитах определяется зернистая дистрофия (рис. 51А). На границе между корковой и мозговой зонами – полнокровие и редкие мелкоточечные диапедезные кровоизлияния. В мозговом слое эпителий канальцев без патологических изменений, просвет канальцев свободный. В этом слое обнаруживается умеренное венозное и артериальное полнокровие в сосудах среднего калибра.

При общей гипертермии (+50ºС) применение яда щитомордника приводит к тому, что микроскопическая структура органа нормализуется. Корковое вещество: клубочки без патологических изменений. Просвет капсулы Шумлянского-Боумена узкий, щелевидный, свободный. В эпителии отдельных извитых канальцев имеются проявления зернистой и изредка гиалиново-капельной дистрофии (рис. 51Б). Кровенаполнение корковой зоны в пределах нормы. На границе коркового и мозгового слоев отмечается умеренное полнокровие в сосудах среднего калибра. Канальцевый аппарат и кровообращение в мозговом слое без патологии.
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Рис. 51. Почки крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда щитомордника.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда щитомордника. 
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
11.1.5. Влияние яда кобры при нормо- и гипертермии

Гистологические исследования почек при воздействии яда кобры в условиях нормотермии свидетельствуют о сохранности структуры органа. Определяется четкая граница между корковой и мозговой зонами. Кора: клубочки в подавляющем большинстве без патологических изменений. В отдельных отмечается расширение просвета капсулы Шумлянского-Боумена. В просвете извитых канальцев определяются измененные эритроциты и гиалиновые цилиндры. Эпителий извитых канальцев почки в состоянии зернистой дистрофии (рис. 52А). Сосуды коры полнокровны, иногда, чаще без определенной ориентации, встречаются кровоизлияния. На границе корковой и мозговой зон отмечается выраженное полнокровие, фиксируются отдельные экстравазаты. В мозговой зоне они приобретают характер более массивных, сливающихся между собой. Применение яда кобры в условиях острого перегревания организма до 50ºС приводит к нормализации микроскопической структуры почек. Определяется довольно четкая граница между корковым и мозговым слоем. В коре: со стороны клубочков изменения минимальны; канальцевый аппарат – некоторое расширение диаметров, в просветах определяются гиалиновые цилиндры, а иногда измененные эритроциты (рис. 52Б); гемоциркуляторное русло – умеренно выраженное полнокровие в сосудах среднего калибра.

На границе коры и мозгового слоя фиксируется выраженное полнокровие и отдельные мелкоточечные кровоизлияния. В мозговой зоне канальцы без патологических изменений. Однако, здесь довольно много мелкофокусных кровоизлияний на фоне выраженных явлений полнокровия.
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Рис. 52. Почки крысы
А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда кобры

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда кобры.

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
11.2. Морфологические изменения в печени
Печень, обладая широкими адаптационными, компенсаторными, детоксикационными и регенераторными возможностями, является, кроме того одним из главных регуляторов кровообращения в организме человека, обеспечивая функции крупного депо крови, выполняющих ряд многообразных функций гомеостаза, гемостаза и др. Выше изложенное свидетельствует, что исследования печени в норме и патологии актуальны и имеют большое теоретическое и практическое значение в биологии и медицине.

11.2.1. Интактная группа при нормо- и гипертермии
При воздействии эфирно-кислородного наркоза в условиях нормотермии («интактная» группа) структура печени соответствует норме. Хорошо дифференцируются печеночные дольки, внутри их балки. Преобладают одноядерные гепатоциты, ядра с обычным содержанием хроматина. Клетки Купфера вытянутой формы, ядра обладают гиперхромностью. Пространства Диссе слегка расширены, что свидетельствует об интерстициальном отеке, также отмечается незначительный периваскулярный отек (рис. 53А). В сосудах среднего и крупного калибра некоторое малокровие, в их просвете обнаруживается довольно большое количество лимфоцитов, в капиллярах непостоянно встречаются явления плазматизации.

В условиях острой гипертермии (50ºС) структура печени изменена незначительно. Выражено дольчатое и балочное строение органа. Гепатоциты в большинстве одноядерные, с умеренным содержанием хроматина, в цитоплазме их непостоянно встречаются проявления зернистой дистрофии. Клетки Купфера без особенностей. Следует отметить подчеркнуто четкий рисунок микроциркуляторного русла за счет наличия в синусоидах и капиллярах стаза (рис. 53Б), а также полнокровие в более крупных сосудах. Редко встречается мелкофокусные кровоизлияния, очаговые скопления лимфоцитов в просвете мелких сосудов.
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Рис. 53. Печень крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза).

Б. Гистологические изменения при гипертермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза).

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

11.2.2. Влияние яда пчелы при нормо- и гипертермии
Влияние яда пчелы в условиях нормотермии на гистологическое строение печени обнаружено лишь на состояние кровообращения и кровоснабжения. Определяется как дольковая, так и балочная организация. В гепатоцитах, особенно по периферии печеночных долек, имеются проявления зернистой и несколько реже гиалиново-капельной дистрофий, отмечается полиморфизм ядер гепатоцитов в виде различных их форм и гетерохромности по всем полям зрения. Изредка встречаются фокусы пролифератов клеток Купфера. Присутствуют признаки нарушения кровообращения как на уровне сосудов среднего и крупного калибра (полнокровие, периваскулярный отек), так и на уровне микроциркуляторного русла (стаз в капиллярах) (рис 54А).

Альтеративные эффекты, обусловленные действием гипертермии, нивелировались на этом фоне влиянием яда пчелы. Микроскопически организация органа близка к норме. Прослеживается дольчатое и балочное строение. Однако, в гепатоцитах отмечаются явления полиморфизма со стороны их ядер. Так, постоянно встречаются крупные ядра с нормальным содержанием хроматина, несколько реже – мелкие гиперхромные ядра, еще реже двуядерные гепатоциты (рис. 54Б). Клетки Купфера не изменены. Так же постоянно определяются полнокровные сосуды среднего и большого диаметра, в сосудах микроциркуляторного русла – умеренно выраженный стаз.
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Рис. 54. Печень крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда пчелы

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда пчелы

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
11.2.3. Влияние яда эфы при нормо- и гипертермии
Яд эфы, введенный в организм экспериментальных животных в условиях нормотермии, не вызвал грубых изменений в печени. Структура органа не нарушена, четко дифференцируется дольковое и балочное строение. Рисунок печеночных балок подчеркнуто четкий за счет полнокровия и стаза в синусоидах и капиллярах (рис. 55А). Гепатоциты в своем большинстве не изменены, лишь изредка прослеживается зернистая дистрофия в их цитоплазме. Особенно в печеночных клетках, расположенных по периферии долек. 

Гипертермические повреждение паренхимы печени в условиях предварительного введения яда эфы минимальны. Гистологическая организация органа сохранена. Определяется дольчатое и балочное строение. Большинство гепатоцитов в состоянии зернистой дистрофии, встречаются фокусы гепатоцитов в состоянии гиалиново-капельной и реже гидропической дистрофии (рис. 55Б). Почти постоянно дифференцируются зоны с явлениями пролиферации клеток Купфера. Кровоснабжение печени изменено в сторону полнокровия в сосудах среднего и крупного диаметра, в сосудах микроциркуляторного русла – стаз.
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Рис. 55. Печень крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда эфы.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда эфы. Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

11.2.4. Влияние яда щитомордника при нормо- и гипертермии
Структура печени остается близкой к нормальной и при воздействии яда щитомордника на фоне нормотермии. Гепатоциты в своем большинстве изменены незначительно. Лишь в части их, особенно в перипортальной зоне (периферия долек), в цитоплазме встречается зернистая дистрофия. Наряду с этим, во всех полях зрения имеются гепатоциты с полиморфными ядрами, как по форме, так и по содержанию хроматина. Звездчатые ретикулоэндотелиоциты (клетки Купфера) не изменены (рис. 56А). В сосудах среднего и крупного диаметра полнокровие, в капиллярах и синусоидах умеренные проявления стаза.

Структура гистологических образований печени при гипертермии на фоне предварительного введения яда щитомордника сохранена. Выражена дольчатость, прослеживается балочная организация (рис. 56Б). В центре долек несколько полнокровны центральные вены, вокруг них в гепатоцитах фиксируются дистрофические изменения от зернистой до гиалиново-капельной и гораздо реже гидропической альтерации. По периферии долек гепатоциты без патологических изменений. Очагово отмечается накопление неизмененных клеток Купфера. Со стороны кровообращения патологических изменений нет, лишь в отдельных синусоидах видны эритроциты в состоянии стаза.
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Рис. 56. Печень крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда щитомордника.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда щитомордника. Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
11.2.5. Влияние яда кобры при нормо- и гипертермии
Влияние яда кобры на печень при нормальной температуре тела экспериментальных животных сказывается лишь на органной гемодинамике. Гистологически структура органа представлена дольками, внутри которых четко прослеживается балочное строение. Большинство гепатоцитов без патологических изменений. Однако изредка в цитоплазме отдельных печеночных клеток определяется зернистая дистрофия. Ядра гепатоцитов нормохромны, чаще встречаются одноядерные их представители (рис. 57А). Со стороны кровообращения печени отмечается ряд изменений: в сосудах среднего и крупного диаметра – полнокровие, умеренный периваскулярный отек, в синусоидах и капиллярах – стаз и нередко явления плазматизации. Расширение пространств Диссе свидетельствует о межуточном отеке. Клетки Купфера без патологических изменений.
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Рис. 57. Печень крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда кобры.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда кобры.

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Предварительное введение экспериментальному животному яда кобры в определенной мере уменьшало повреждающее влияние на печень острой общей гипертермии. В целом микроскопическая структура образований органа сохранена. Большинство гепатоцитов без патологических изменений. В отдельных клетках паренхимы отмечаются явления зернистой дистрофии. Обращают на себя внимание довольно грубые изменения в кровоснабжении печени: в сосудах среднего и большого диаметра наблюдается полнокровие, еще более значительные расстройства определяются в микроциркуляторном русле печеночных долек: как в синусоидах, так и в капиллярах выражен стаз (рис. 57Б). Повсеместно отмечаются умерено выраженные периваскулярный и межуточный отек.

11.3. Морфологические изменения в легких
Процесс артериализации крови в легких обеспечивается системой легочного дыхания, аппаратом легочного кровообращения и комплексом нейрогуморальной регуляции. Дренажная функция дыхательных путей гарантирует процессы газообмена между воздухом и кровью, стерильность респираторных отделов и т.п.

Отличительной особенностью морфологической организации легочного кровотока является его двухкомпонентный состав, включающий сосуды легочного (малого) кровообращения и бронхиальные. Первые участвуют главным образом в поддержании адекватного легочного газообмена, обеспечивая тем самым снабжение всех тканей кислородом и удаление из организма избытка углекислоты, а бронхиальные служат питанию тканей самих легких. 

11.3.1. Интактная группа при нормо- и гипертермии
На фоне кислородно-эфирного наркоза при нормальной температуре тела экспериментальных животных гистологическая картина легких близка к норме. Следует отметить лишь некоторое венозное полнокровие с умеренным утолщением межальвеолярных перегородок за счет интерстициального отека (рис. 58А). Определяется незначительный периваскулярный отек. Несколько более выраженные изменения этого плана дифференцируются в субплевральных зонах. Здесь же встречаются и эмфизематозно измененные фокусы (по-видимому, компенсаторного характера).

Общая острая гипертермия без каких-либо защитных мероприятий приводит к заметным изменениям в легких. На первый план выступают нарушения кровообращения: венозное полнокровие в сосудах среднего и крупного калибра, отдельные диапедезные экстравазаты, интерстициальный и периваскулярный отек, утолщение межальвеолярных перегородок (рис. 58Б). Расстройства кровообращения на микроциркуляторном уровне появляются в стазах и плазматизации некоторых капилляров. На этом фоне со стороны бронхиального дерева гистологических изменений не определяется. В просвете отдельных альвеол обнаруживается транссудат.
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Рис. 58. Легкое крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза).

Б. Гистологические изменения при гипертермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза).

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×
11.3.2. Влияние яда пчелы при нормо- и гипертермии

Введение в организм животного яда пчелы на фоне нормотермии приводит к ряду морфологических изменений. Так наряду с сохраненной гистологической организацией в легких преобладают явления нарушений кровообращения (венозное полнокровие, кровоизлияния, отек). Гораздо реже в межальвеолярных перегородках встречаются лимфогистиоцитарные инфильтраты, имеющие тенденцию к слиянию. Кроме этого, в просвете отдельных бронхов определяются скопления белковой жидкости с примесью слущенных эпителиальных клеток (рис. 59А).

Введение яда пчелы экспериментальным животным в состоянии гипертермии привело к нормализации гистологической структуры органа. Лишь в субплевральных зонах встречаются эмфизематозное расширенные участки (рис. 59Б). Морфологические компоненты бронхиального дерева без патологических изменений, гематоархитектоники в норме.
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Рис. 59. Легкое крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда пчелы.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда пчелы. 
Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

11.3.3. Влияние яда эфы при нормо- и гипертермии

При воздействии яда эфы в условиях нормальной температуры тела структура легких близка к норме. Однако непостоянно встречаются участки с выраженным венозным полнокровием, утолщением межальвеолярных перегородок за счет интерстициального отека. Имеются явления отека с появлением транссудата в просвете альвеол (рис. 60А). Морфологическая организация бронхиального дерева без патологических изменений.

Гистологические исследования легких, полученных в группе животных, которым предварительно вводили яд эфы, а затем нагревали, показали, что микроскопически структура легких изменена незначительно. Так, под плеврой встречаются очаги полнокровия и лимфогистоцитарной инфильтрации в умеренно утолщенных межальвеолярнных перегородках (рис. 60Б). Непостоянно в просвете бронхов и бронхиол определяется слизистый транссудат с примесью слущенных эпителиальных клеток. Иногда диффузно по паренхиме и без определенной ориентации можно дифференцировать эмфизематозно измененные фокусы с истончением, а нередко и разрывами межальвеолярных перегородок.
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Рис. 60. Легкое крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда эфы.

Б. Гистологические изменения при гипертермии  на фоне введения яда эфы.

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

11.3.4. Влияние яда щитомордника при нормо- и гипертермии
Применение яда щитомордника на фоне нормотермии оказывает минимальное повреждающее влияние как на морфологические структуры бронхиального дерева легкого, так и на гистологическую организацию его паренхимы. В тоже время можно отметить лишь незначительно выраженное полнокровие в сосудах среднего калибра и наличие отдельных, мелких фокусов диапедезных кровоизлияний (рис. 61А).

Предварительное введение яда щитомордника несколько уменьшало повреждающее влияние гипертермии. Гистологические исследования показали, что плевра слегка утолщена за счет межуточного отека, вызванного полнокровием прилежащих сосудов и лимфогистоцитарной инфильтрацией. Эти явления распространяются и на прилежащие межальвеолярные перегородки. Последние повсеместно утолщены, отечны, иногда полностью облитерируют просвет альвеол. Встречаются довольно крупные фокусы ателектазов. Бронхи и бронхиолы в состоянии спадения, в их просвете слизисто-геморрагическая жидкость с примесью слущенного эпителия (рис. 61Б). Определяется выраженное полнокровие как в бассейне сосудов среднего и крупного диаметров, так и в микроциркуляторном русле.
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Рис. 61. Легкое крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда щитомордника.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда щитомордника.

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

11.3.5. Влияние яда кобры при нормо- и гипертермии

Экспериментальное применение яда кобры в условиях нормотермии показало, что в целом гистологическая организация нижних дыхательных путей и паренхимы легкого в пределах нормы. Однако, встречаются, несколько чаще в субплевральных зонах, фокусы с утолщенной межальвеолярной перегородкой, состоящие из лимфогистоцитарных инфильтратов с примесью эритроцитов (рис. 62А). В просвете бронхов и бронхиол непостоянно определяется слизь с отдельными слущившимися эпителиальными клетками. Повсеместно отмечается выраженное кровенаполнение по типу венозного полнокровия.

	[image: image70.png]



	[image: image71.png]




	
	


Рис. 62. Легкое крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда кобры

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда кобры

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Использование гипертермии на фоне яда кобры не оказывает выраженного защитного эффекта. Морфологическое изучение легких в этой серии экспериментов показали, что гистологическая организация соответствует легкому. Однако, отмечаются довольно выраженные нарушения кровообращения. Так, в резко утолщенных межальвеолярных перегородках наблюдается полнокровие и наличие лимфогистоцитарных инфильтратов. Часть альвеол находится в спавшем состоянии (нарушения в системе сурфактант), в других определяется белковая жидкость (транссудат – отек легкого). Значительные аналогичные изменения развиваются в субплевральных зонах. Структуры бронхиального дерева изменены в меньшей мере. Лишь в просвете отдельных бронхиол определяется слизистая жидкость с примесью слущенных клеток эпителия (рис. 62Б).

11.4. Морфологические изменения в селезенке

Селезенка является одним из звеньев ретикулоэндотелиальной и лимфатической систем. Обосновано объединение селезенки с печенью в гепато-лиенальную систему, которая тесно связана с пищеварительным трактом. В то же время селезенка является частью сосудистой системы, будучи включенной в большой круг кровообращения. Архитектоника сосудистого русла селезенки обеспечивает наряду с перечисленными функциями наиболее важные – фильтрационную и защитную ее роль в организме. Защитная функция выражается не только в захвате и нейтрализации вредных веществ, но и в образовании специфических иммунных тел. Селезенка приспособлена к удалению из эритроцитов различных включений, в том числе и паразитарных. Согласно данным электронной микроскопии, эритроцит во время прохождения через стенку синуса «отшнуровывает» часть, содержащую вредное включение, которое затем поглощается макрофагами пульпы.

11.4.1. Интактная группа при нормо- и гипертермии
Гистологические исследования селезенки экспериментальных животных «интактной» группы показали, что рисунок микроскопического строения органа подчеркнуто четкий за счет дифференциации на белую и красную пульпу. Белая представлена лимфоидными фолликулами без активных герментативных центров. Красная пульпа несколько превалирует. Фиброз стромы органа не выражен (рис. 63А).

Морфологическое изучение органа при общей острой гипертермии показало, что микроскопически рисунок строения органа сохранен и представлен белой и красной пульпой. Белая построена в виде лимфоидных фолликулов, в которых отсутствуют светлые центры (рис. 63Б). Красная пульпа значительно превалирует объемно, полнокровна. Фиброз стромы не выражен.

	[image: image72.png]



	[image: image73.png]




	А
	Б


Рис. 63. Селезенка крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза).

Б. Гистологические изменения при гипертермии («интактная» группа, высота эфирно-кислородного наркоза).

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

11.4.2. Влияние яда пчелы при нормо- и гипертермии

В опытах с применением пчелиного яда на фоне нормотермии рисунок гистологического строения селезенки сохранен, паренхима его представлена белой и красной пульпой в равных объемах (рис. 64А). Белая пульпа состоит из лимфоидных фолликулов без четких контуров и светлых (герментативных) центров. Довольно много лимфоидной ткани лежащей свободно (диффузно) среди элементов красной пульпы. Последняя полнокровна. Фиброз стромы отсутствует.

Введение пчелиного яда с последующей гипертермией животного до 50ºС не ведет к грубым повреждениям в селезенке. Микроскопически рисунок строения соответствует норме. Объемно преобладает красная пульпа. Белая пульпа органа в виде лимфоидных фолликулов без светлых (герментативных) центров, но с четкими границами. Кроме этого диффузно по красной пульпе встречаются отдельные скопления лимфоидной ткани небольших размеров без четких границ (рис. 64Б). Красная пульпа умеренно полнокровна. Строма органа не фиброзирована.
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Рис. 64. Селезенка крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда пчелы.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда пчелы.

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

11.4.3. Влияние яда эфы при нормо- и гипертермии

Экспериментальное использование яда эфы на фоне нормальной температуры тела животного не приводит к грубым повреждениям внутренних органов. Так, рисунок строения селезенки сохранен. Белая пульпа представлена отдельно лежащими лимфоидными фолликулами, нередко без четких границ. В фолликулах не определяются светлые центры, но много бластных форм, встречаются митозы (рис. 65А). Со стороны красной пульпы отмечается венозное полнокровие с отдельными мелкоточечными диапедезными кровоизлияниями. Фиброз стромы не выражен.

Острая общая гипертермия после предварительного введения яда эфы не оказывает серьезного альтерирующего влияния на микроскопическую структуры селезенки. Рисунок строения органа сохранен. Белая пульпа представлена лимфоидными фолликулами, большинство которых без четких границ, светлые центры в них отсутствуют (рис. 65Б). Со стороны красной пульпы, которая, видимо, доминирует, отмечается полнокровие. Фиброз стромы не прослеживается.

	[image: image76.png]



	[image: image77.png]




	А
	Б


Рис. 65. Селезенка крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда эфы.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда эфы.

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

11.4.4. Влияние яда щитомордника при нормо- и гипертермии

Патоморфологическое изучение микроскопического строения селезенки при введении яда щитомордника на фоне нормотермии показывает, что рисунок строения органа сохранен. Объемно преобладает красная пульпа. Белая пульпа представлена фолликулами с четкими контурами и отдельными очаговыми скоплениями лимфоидной ткани, лежащими без определенной ориентации в красной пульпе (рис. 66А). Последняя слегка полнокровна. Фиброз стромы отсутствует.

Использование яда щитомордника в качестве защитного от гипертермии фактора может быть оправдано на основании изучения гистологической картины строения селезенки. Микроскопически рисунок органа подчеркнуто четкий за счет отчетливых границ между красной и белой пульпами. Последняя в виде фолликулов без светлых центров (рис. 66Б). Красная пульпа доминирует, здесь отмечается довольно выраженное полнокровие. Фиброз стромы отсутствует.
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Рис. 66. Селезенка крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда щитомордника.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда щитомордника.

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

11.4.5. Влияние яда кобры при нормо- и гипертермии
Рисунок строения селезенки сохранен и при воздействии яда кобры на организм экспериментальных животных в условиях их нормотермии тела. Имеется довольно резкая грань между белой и красной пульпами. Первая представлена фолликулами с четкими контурами, но без светлых центров и небольшими, многочисленными фокусами скоплений лимфоидной ткани диффузно по всей красной пульпе (рис. 67А). Последняя состоит из элементов красной крови и стромы органа. Фиброз не выражен.

Предварительное перед гипертермией применение яда кобры на основании гистологического исследования свидетельствует о положительном эффекте. Так, рисунок строения органа в пределах нормы. Красная пульпа доминирует, полнокровна. Белая пульпа представлена лимфоидными фолликулами с четкими контурами, а так же отдельными мелкими фокусами скопления лимфоидной ткани рассеянными диффузно по красной пульпе (рис. 67Б). Здесь же встречаются отдельные крупные клетки типа бластов и очень редко видны нормальные митозы. Фиброз стромы не выражен.
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Рис. 67. Селезенка крысы

А. Микроскопическая картина при нормотермии на фоне введения яда кобры.

Б. Гистологические изменения при гипертермии на фоне введения яда кобры.

Окр.: гематоксилин-эозин, ув.: об. 20×, ок. 10×

Таким образом, проведенные гистологические исследования показали, что наиболее грубые патоморфологические изменения определяются в «интактной» группе животных при остром перегревании (50ºС). При этом альтерация обнаруживалась как в эпителии извитых канальцев почек, в печеночных клетках, так и в нарушениях гемодинамики исследованных органов.

Повреждающее действие гипертермии уменьшалось при использовании зоотоксинов. Однако, уровень альтерации был выражен не однозначно при различных ядах. Так, использование ядов пчелы и кобры защищало жизненноважные органы минимально. На микроскопическом уровне можно было обнаружить дистрофические, а иногда и некротические явления в паренхимных клетках, а также нарушения кровообращения. Последние в большей мере определялись в легком и селезенке.

Применение ядов эфы и, особенно, щитомордника оказывало более выраженный протективный эффект: гистологическая организация изученных органов в большинстве случаев была близка к норме.

Другой особенностью действия изученных зоотоксинов явилось их профилизированное действие. Так, если яды кобры и пчелы, обладая нейротоксическим механизмом действия, мало защищали паренхиму внутренних органов от повреждения гипертермией, то зоотоксины эфы и щитомордника, реализующие свое влияние на уровне гемодинамики и гемореологии, успешно защищали жизненноважные органы, т.е. оказывали ощутимый протективный эффект.

ГЛАВА 12. НЕСПЕЦИФИЧЕСКОЕ ДЕЙСТВИЕ ЗООТОКСИНОВ
В УСЛОВИЯХ ГИПЕРТЕРМИИ
Животные яды, как и любые другие раздражители, способны вызывать в организме развитие стандартных приспособительных (неспецифических) реакций, тип которых,  как известно (Гаркави и др., 1990; 1998), определяется количественной стороной воздействующего фактора. 

В настоящее время выделяют три типа неспецифических реакций на уровне организма: стресс, активация, тренировка (Гаркави и др., 1998).
12.1. Стресс
По определению Г. Селье (1972), стресс представляет собой совокупность всех неспецифических изменений возникающих под влиянием любых сильных воздействий и сопровождающихся перестройкой защитных систем организма. При стрессе наряду с элементами защиты имеются элементы повреждения. Приспособление ценой повреждения целесообразно лишь по отношению к сильному раздражителю, который может угрожать жизни (Гаркави и др., 1990).

В настоящее время стресс рассматривается в качестве составной части срочной адаптации, представляющей собой немедленный ответ организма на действие внешнего фактора и осуществляющейся либо путем ухода от фактора (избегание, избавление) или мобилизацией функций, что позволяет существовать, несмотря на действие фактора (Меерсон, 1992). 
Кроме стресса срочная адаптация включает формирование функциональной системы, которая доминирует  в адаптации к данному конкретному фактору, к тепловому стрессу, физической нагрузке, холоду и т. д. (Меерсон, 1990). 
Роль стресса в процессе срочной адаптации заключается в мобилизации энергетических и структурных ресурсов организма и направленную передачу этих ресурсов в ответственную за адаптацию доминирующую функциональную систему, где формируется системный структурный след. Кроме того, стресс, за счет своего катаболического  эффекта, способствует «стиранию» старых утративших биологическое значение структурных следов (Меерсон, 1992).

Выделяют (Селье, 1977) три стадии стресс-реакции: 

первая стадия – реакция тревоги состоит из двух фаз: шока и противошока. Фаза шока наступает сразу же после воздействия чрезвычайного раздражителя и характеризуется гипотонией, сгущением крови, нарушением жизненно важных функций. В фазе противошока происходит  ответное усиление активности защитных систем организма; 

вторая фаза – стадия резистентности, то есть устойчивости организма к действию стрессора. Общее состояние организма в этой стадии и процессы обмена веществ нормализуются, происходит адаптация к действию стрессора;

третья стадия – стадия истощения – наступает при действии чрезмерных стрессоров в результате срыва адаптационных механизмов и часто заканчивается гибелью организма.
Ведущими системами организма, обеспечивающими  устойчивость организма к стрессору являются симпато-адреналовая (САС) и гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковая системы (ГГНС). Они относятся к стресс-реализующим системам (Меерсон, 1992). Симпато-адреналовая система включает симпатический отдел нервной системы и мозговой слой надпочечников и другие скопления хромафинных клеток (Сапронов, 1998). САС может оказывать регулирующее влияние как через симпатическую иннервацию органов так и, через действие гормонов (норадреналина, адреналина), вырабатываемых мозговым веществом надпочечников (Селье, 1977; Панин, 1983; Филаретов и др., 1994; Сапронов, 1998). 

Основным гормоном ГГНС у человека является кортизол (Филаретов и др., 1994), а грызунов кортикостерон (Голиков, 1989). В гипоталамусе к ГГНС относятся перивентрикулярные  ядра, расположенные на дне третьего желудочка. Аксоны мелких нервных клеток ядер в составе туберо-инфундибулярного тракта образуют контакты с первичной капиллярной сетью портальной системы гипофиза в области  срединного возвышения серого бугра гипоталамуса (Сапронов, 1998). 
В таких контактах терминаль нейросекреторной клетки контактирует с базальной мембраной  периваскулярного пространства, через которую и происходит проникновение в кровь кортикотропин-рилизинг-фактора (КРФ). КРФ стимулирует синтез АКТГ, который составляет часть полипептида проопиомеланокортина  (ПОМК), синтезирующегося в кортикотрофах  передней доли гипофиза (Филаретов и др., 1994). 
КРФ вызывает специфический процессинг ПОМК, содержащего кроме АКТГ последовательности, соответствующие (-эндорфину и меланоцитстимулирующему гормону (МСГ). Показано, что вазопрессин может потенциировать действие КРФ на синтез и высвобождение АКТГ (Сапронов, 1998). Кроме того, вазопрессин обладает собственной рилизинг активностью, хотя и более слабой, чем КРФ. Если КРФ обеспечивает высвобождение накопленного АКТГ, то вазопрессин  - вновь синтезированного  (Филаренов и др., 1994). 
АКТГ конторолирует продукцию глюкокортикоидов и андрогенов в коре надпочечников путем активации семейства функционально-смешанных оксидаз, являющихся специфическими цитохромами P-450. Оксидазы катализируют большинство реакций биосинтеза стероидных гормонов из предшественника холестерола (Сапронов, 1998). 

Главную роль в мобилизации резерва углеводов организма в первую фазу стресса играют  катехоламины САС и глюкагон за счет прямой активации гликогенолиза и гликолиза через аденилатциклазную систему в печени, скелетных мышцах и сердце (Виру, Кырге, 1983). При этом катехоламины выделяются на самом раннем этапе стресса, а глюкагон несколько позже  (Galbo et al., 1976) и как бы «дублирует» и подкрепляет эффект катехоламинов. Этот эффект может играть роль в условиях когда действие катехоламинов реализуется неполностью при десенситизации (-адренорецепторов избытком катехоламинов, тогда активация аденилатциклазы осуществляется через глюкогоновые рецепторы  и глюкоза поступает прямо из депо в кровь(Ткачук, 1987). 
Другим источником глюкозы является возникающая под влиянием глюкокортикоидов и в известной  степени под влиянием паратгормона (Kepple et al., 1980) активация гидролиза белков, увеличение фонда свободных аминокислот и активация глюконеогенеза в печени и скелетных мышцах (Kepple et al., 1980), а при сильных стрессах и в почках (Панин, 1983). При этом глюкокортикоиды через свои внутриклеточные рецепторы (Голиков, 1989; Розен, 1994; Saffran, 1986) стимулируют синтез ферментов глюконеогенеза: глюкозо-6-фосфатазы, фосфоэтанолпируваткарбоксикиназы и других ферментов (Голиков, 1989). 
При стрессе, связанном с острой физической нагрузкой особое значение имеет возникающая под влиянием глюкоркортикоидов в скелетных мышщах активация глюкозоаденозинового цикла, который обеспечивает образование глюкозы из аминокислот непосредственно в мышечной ткани (Виру, Эйлер, 1976). 

При стрессе катехоламины и глюкагон через аденилатциклазную систему активируют липазы и липопротеинлипазы в жировой ткани, скелетных мышцах, сердце. В гидролизе триглицеридов плазмы крови, по-видимому, играют роль паратгормон и вазопрессин, секреция которых при стрессе значительно возрастает. Освободившийся таким образом фонд жирных кислот используется в сердце и склетных мышцах. 

В фазу тревоги стресса увеличивается отношение глюкагон/инсулин (в результате снижения секреции инсулина и увеличения продукции глюкагона), что с одной стороны способствует активации  глюконеогенеза в печени, а с другой стороны ограничивает утилизацию глюкозы тканями. В этих условиях определенное преимущество в снабжении глюкозой получают те органы и ткани, в которых адаптивно увеличен кровоток, то есть доминирующие системы, на которые падает главная нагрузка. 

В фазу тревоги идет направленная передача энергетических и структурных ресурсов из неактивных систем в функционирующую  систему, осуществляющую адаптивную реакцию. Кровоснабжение данной системы увеличивается и она преимущественно снабжается кислородом и субстратами. Главная роль в этом эффекте стресс-реакции принадлежит катехоламинам, вазопрессину и ангиотензину II. Эти гормоны вызывают сужение сосудов в тех тканях, где этому не противостоят «рабочая» гиперемия и мобилизация запасных капилляров. Кроме того, в повышенно функционирующих органах наблюдается снижение чувствительности к глюкокортикоидам и результате может осуществляться активация синтеза нуклеиновых кислот и белков, который оказывается увеличен пропорционально возросшей функции (Меерсон, 1992).

Избыточную активацию стресс-реализующих систем ограничивают стресс-лимитирующие системы. Они деляться на центральные: ГАМК-ергическая система, система бензодиазепиновых рецепторов, опиоидергическая, серотонинергическая, дофаминергическая и другие системы головного  мозга и локальные стресс-лимитирующие системы, действующие преимущественно на уровне органов-мишеней: простагландины, антиоксиданты, аденозин и т. д. (Меерсон, 1992).

В настоящее время накапливается все больше фактов указывающих, что активация ведущих стресс-реализующих систем (САС, ГГНС) может происходить различными путями в зависимости от особенностей стрессора (Хаитов, Лесков, 2001). Так, известно, что эмоциональный стресс человека запускается в результате гиперактивности эмоциогенных зон, активирующих САС и ГГНС. Морфофункциональным субстратом эмоций является лимбико-ретикулярные структуры мозга. В последнее время показано, что в иммунном стрессе (травмы, инфекционный процесс и др.) существенный вклад в развитие стресс-реакции может внести синтезированный  макрофагами в очаге восполения интерлейкин-I (Хаитов, Лесков, 2001). 

Интерлейкин-I (ИЛ-I)  способен индуцировать секрецию АКТГ либо за счет  прямого действия на гипофиз, либо за счет стимуляции КРФ. В обоих случаях это приводит к секреции глюкокортикоидов, которые угнетают продукцию ИЛ-I. Кроме того, особую роль при иммунном стрессе (особенно вирусных инфекциях) играет выработка лимфоцитами АКТГ (Ройт  и др., 2000). АКТГ лимфоцитов может непосредственно действовать на надпочечники и вызывать выброс глюкокортикоидов. В свою очередь интерлейкины (ИЛ-I и ИЛ-II) могут экспрессироваться в различных структурах мозга и регулировать функционирование иммунной системы при стрессе (Ройт и др., 2000). 

При длительных или многократных стрессорных воздействиях увеличивается мощность стресс-лимитирующих систем и формируется «феномен адаптационной стабилизации структур» (ФАСС), который проявляется в высокой устойчивости внутриклеточных структур к неблагоприятным воздействиям (Меерсон, Малышева, 1993). Есть данные указывающие, что ФАСС может формироваться и при более слабых, чем стрессорные многократных воздействиях (Меерсон, 1992), поэтому в настоящее время предполагают участие данного феномена в развитии резистентности к повреждающим факторам и при других неспецифических реакциях (тренировка, активация) (Гаркави, 1998). 
Развитие ФАСС связано с накоплением в клетках белков теплового шока, синтез которых значительно возрастает после длительных или многократных стрессорных воздействий (Меерсон, 1992). Усиление синтеза белков теплового шока  индуцируется катехоламинами и кортикостероидами. В норме белки теплового шока являются шаперонами (обеспечивают правильную укладку полипептидной цепи вновь синтезируемых белков), а при стрессе осуществляют неспецифическую защиту белков клетки от денатурационных изменений, энергозависимое восстановление структуры частично денатурированных белков или сопровождение необратимо денатурированных белков в лизосомы для их последующего протеолиза (Скулачев, 1999).

В первую фазу стресса в периферической крови наблюдаются характерные изменения в состоянии белой крови: эозинопения, нейтрофилез, лимфопения, а также инволюция тимико-лимфатической системы (Селье, 1971; Горизонтов и др., 1983; Гаркави и др., 1990; Козинец, 1998). Некоторыми авторами показано, что в фазу тревоги может развиваться моноцитоз (Горизонтов и др., 1983; Thompson, Furth, 1970), либо моноцитопения (Гаркави и др., 1990). 

Эозинопения в фазу тревоги зависит от гормонов надпочечников: глюкокортикоидов и АКТГ (Горизонтов и др., 1983; Гаркави и др., 1990). Кортикостероиды вызывают миграцию эозинофилов в очаг восполения и, возможно, обратимую секвестрацию эозинофилов в сосудистом русле при участии мононуклеарной фагоцитарной системы. Кроме того, глюкокортикоиды в высоких концентрациях препятствуют поступлению эозинофилов из костного мозга в кровь (Козинец, 1998).

Лимфопения, как и эозинопения, обусловлена повышением в крови уровня АКТГ и глюкокортикоидов (Горизонтов и др., 1983; Гаркави и др., 1990). Кортикостероиды усиливают миграцию зрелых Т-лимфоцитов и части тимоцитов, прошедших отбор в костный мозг из лимфоидных органов (селезенки, тимуса, лимфузлов) и перифирической крови (Горизонтов и др., 1983). В результате в костном мозге образуется резерв зрелых иммунокомпетентных клеток как на случай прорыва в организм патогенов, так и для быстрого восстановления иммунокомпетентности  после прекращения стресса (Хаитов, Лесков, 2001). 
Кроме того, мигрировавшие в фазу тревоги в костный мозг Т-лимфоциты с фенотипом Lyt-1+2+ способны стимулировать пролиферацию и дифференцировку клеток-предшественников эритро- и гранулоцитопоэза и их более дифференцированных потомков (Гольдберг и др., 1991). Регулирующее действие Т-лимфоцитов реализуется в кооперации с макрофагами и стоит в связи с активацией стромальных элементов костного мозга. Активированные Т-клетками макрофаги начинают вырабатывать  интерлейкин-I, стимулирующий  в свою очередь продукцию колониестимулирующих факторов (Гольдберг и др., 2000).

В интенсивных и длительных стрессорных воздействиях  высокие концентрации глюкокортикоидов могут угнетать синтез лимфоцитами интерлейкинов, гамма-интерферрона, фактора некроза опухолей (Флауэр, Дейл, 1998), а также вызывать апоптоз активированных Т- и В-клеток, что приводит к ограничению избыточной активации иммунной системы и иногда может переходить в патологическую иммунодепрессию  (Хаитов, Лесков, 2001; Гущин, 1998).
В настоящее время известно, что нейтрофилез в фазу тревоги обусловлен действием адреналина и глюкокортикоидов. Адреналин вызывает мобилизацию маргинального (пристеночного) пула нейтрофилов (Гаврилов и др., 1985), действуя через альфа-адренорецепторы (Шилов, Орлова, 2000). Глюкокортикоиды вызывают нейтрофилез за счет усиления поступления зрелых нейтрофилов из костного мозга в кровь и резкого уменьшения диапедеза в ткани (Гаврилов и др., 1985; Козинец, 1998). 

В фазу тревоги стресса происходит не только изменение соотношения лейкоцитов различных классов в периферической крови, но и сдвиги, касающиеся функциональной активности клеток. В первые часы после начала действия стрессора наблюдаются преимущественно депрессивные изменения основных функций нейтрофилов: снижение процента фагоцитировавших клеток (Колесникова и др., 1999; Шилов, Орлова, 2000) и индекса завершенности фагоцитоза (Харин, Сабитова, 1997), уменьшение количества нейтрофилов, участвующих в розеткообразовании с эритроцитами барана, полная депрессия содержания катионных белков, нарушение адекватного ответа на антигены (Колесникова и др., 1999). 

Показано, что нейтрофилы имеют (- и (-адренорецепторы и рецепторы к глюкокортикоидам (Маянский, Маянский, 1989). Установлено, что хотя нейтрофилы менее чувствительны к гормонам, чем макрофаги и лимфоциты, однако, глюкокортикоиды способны дозозависимо угнетать фагоцитарные функции нейтрофильных гранулоцитов (Droszez, Chazan, 1982; Chazan, Droszez, 1983; Jones et al.,1983) и изменять их бактерицидную активность (Sareen et al., 1981). 

Гидрокортизон в концентрации 10-100 мкммоль/л угнетает цитотоксичность нейтрофилов (Capsoni et al., 1981). Высокие концентрации гидрокортизона (от 200 мкммоль/л до 2 ммоль/л) приводят к подавлению способности Fc-рецепоров нейтрофильных лейкоцитов периферической крови человека связывать эритоциты, покрытые IgG. Предполагают, что глюкокортикоиды могут конкурировать со способностью Fc-рецепторов связывать эритроциты (Klempner, Gallin, 1978). Кроме того, глюкокортикоиды подавляют синтез Fc-рецепторов, что может лежать в основе механизма подавления фагоцитоза нейтрофилов глюкокортикоидами (Crabtree et al., 1980).

В высоких дозах глюкокортикоиды приводят к нарушению фагоцитоза нейтрофилов не только  in vitro, но и in vivo. Гидрокортизон при внутрибрюшинном введении в дозе 100 мг/кг вызывает падение всех показателей фагоцитарной активности: фагоцитарного индекса, интенсивности окислительного метаболизма нейтрофилов, но при этом не влияет на фагоцитарное число (Шурлыгина и др., 1995). 

Определенный вклад в депрессию фагоцитарной активности нейтрофилов в фазу тревоги вносят адреналин и норадреналин в высоких концентрациях, действуя через (-адренорецепторы (Шилов, Орлова, 2000). Глюкокортикоиды могут модулировать экспрессии (-адренорецепторов нейтрофилов, оказывая по отношению к катехоламинам пермиссивное действие (Шилов, Лакин, 2001).
В фазу тревоги стресс-реакции наблюдается увеличение прокоагуляционного потенциала крови (Гаркави и др., 1990). В первую очередь это обусловлено высокими концентрациями катехоламинов. Адреналин вызывает ускорение свертывания и фибринолиза. Эта реакция имеет сложный генез. Адреналин переводит фактор Хагемана в активное состояние, вследствие чего создаются условия для образования протромбиназы и стимуляции фибринолиза (Cидоркина и др., 2001). 
Под влиянием адреналина наступает реакция высвобождения тромбоцитов, агрегация тромбоцитов и отдача соединений, обладающих тромбопластическими свойствами из эритроцитов в плазму (Кузник и др.,  1990). Кроме того, адреналин спсобствует  синтезу и секреции тромбопластина и активатора плазминогена сосудистой стенкой. Все это приводит к быстрому образованию и растворению кровяного сгустка (Кузник, Цыбикова, 1981; Кузник и др., 1990). 
Адреналин изменяет состояние сосудистой стенки, снижая синтез в ней простациклина, и таким образом уменьшает антиагрегационную активность эндотелия (Балуда, 1981). Катехоламины активируют контактную фазу гемокоагуляции (Сидоркина и др., 2001), переводя перкалликреин в калликреин и фактор XII в XIIа. Кроме того, норадреналин резко и быстро уменьшает содержание антитромбина III в крови (Иванов, 1991). 
Показано, что высокие концентрации АКТГ чаще всего вызывают гиперкоагуляцию (Захаров, 1969; Хубецова, Хетагурова, 1971). Гидрокортизон уменьшает образование простациклина эндотелием сосудистой стенки (Баркаган, 1988). Известно, что простациклин является сильным ингибитором агрегации тромбоцитов, антагонистом тромбоксана А2.

Еще одним фактором, активирующим свертывающую систему в фазу тревоги может быть усиление перекисного окисления липидов. Показано (Мищенко, 1981), что при стрессе усиление перекисного окисления сопровождается активацией свертывающей системы, во многом обусловленное поступлением в кровоток факторов гемокоагуляции из тромбоцитов (фактор III, IV), эритроцитов (эритроцитин), тканей (тромбопластин). Кроме того, стресс вызывает падение активности антиоксидантных систем.

12.2. Реакция активации
Реакция активации развивается  в ответ на раздражители средней силы. Эти раздражители не такие сильные, чтобы было целесообразно подавлять защитные системы для снижения реакции на них (как при стрессе), но и вместе с тем не слабые, чтобы приспособиться к действию такого раздражителя, необходимо быстро повысить активность защитных систем (Гаркави, 1969). 

Первая стадия реакции активации – первичная активация, также как и стадия тревоги стресса, формируется через 6 часов и держится 24-48 часов после воздействия (Гаркави и др., 1990). Первичная активация характеризуется тем, что тимус существенно увеличивается, наблюдается гиперплазия и активация функций лимфоидной ткани (Гаркави, 1969; Квакина, 1972). Секреция минералкортикоидов в надпочечниках преобладает над секрецией глюкокортикоидов (Гаркави и др., 1990). 
Функция щитовидной железы повышена, однако патологических проявлений гипертиреоза нет. Увеличивается также синтетическая активность щитовидной железы (Гаркави и др., 1990). В стадию тревоги она угнетена Кроме того, умеренно повышается активность половых желез: несколько  увеличивается продолжительность активных фаз полового цикла, активируется сперматогенез. Гипофиз повышает секрецию гонадотропных гормонов (Гаркави и др., 1995). 
В фазу тревоги функция половых желез угнетена (Гаркави и др., 1998; Теппермен, Теппермен, 1989). Энергетический баланс при реакции активации сдвигается в сторону ускорения окислительных процессов (Барсукова и др., 1987). Дыхательная цепь митохондрий при этом переходит на преимущественное окисление янтарной кислоты. Наблюдается также активация глюконеогенеза, несмотря на отсутствие избытка глюкокортикоидов (Гаркави и др., 1990). Имеется тенденция к повышению содержания общего белка преимущественно за счет альбуминов в тканях мозга, печени, селезенки, семенников и в сыворотке крови (Гаркави, 1969). 

В центральной нервной системе в стадии первичной активации преобладает умеренное физиологическое возбуждение (Гаркави, 1969). В фазу тревоги стресса в центральной нервной системе наблюдается сильное возбуждение, сменяющееся запредельным торможением в фазе резистентности (Гаркави и др., 1990).

При продолжительном или повторном воздействии раздражителя средней силы развивается вторая стадия активации – стойкая активация. В эту стадию наблюдается стойкая активация защитных систем организма. Тимус увеличен. Гормональная характеристика этой стадии существенно не отличается от стадии первичной активации. Содержание 17-ОКС 11-ОКС, кортизола претепевает колебание от нормы до величин, превышающих норму в 1,5 раза. Функция щитовидной и половых желез умеренно повышена. Наблюдается колебания скорости аэробного и анаэробного гликолиза: эти процессы, то активируются, то возвращаются к норме. Такие же колебания наблюдаются по отношению к синтезу белка (Гаркави и др., 1995). Возбудимость центральной нервной системы в стойкую активацию остается умеренно повышенной. 

Обнаружено два типа реакции активации: спокойная активация и повышенная. Повышенная активация отличается от описанной выше спокойной активации большей степенью активности защитных систем организма. В повышенную активацию сильнее стимулируется функция лимфоидных органов (Мулатова, 1983), количество лимфоцитов в крови выше нормы, а количество нейтрофилов ниже нормы (Гаркави и др., 1990). Содержание кортизола и тироксина в крови также больше, чем во время спокойной активации (Гаркави и др., 1998). 

При активации как спокойной, так и повышенной уже в стадию первичной активации происходит истинное повышение активной резистентности организма, то есть не за счет развития запредельного торможения и снижения чуствительности  (как при стрессе), а за счет истинного подъема активности защитных систем организма. Резистентность при реакции активации может длительно сохраняться (от 1-2 недель до 6 месяцев) и после прекращения воздействия (Гаркави и др., 1990). Энергетические траты при реакции активации хотя и выше, чем при тренировке, но напряжение, как при стрессе, не развивается. Кроме того, хорошая уравновешенность различных видов метаболизма приводит к тому, что не только не преобладает явление распада, но даже, наоборот, происходит накопление строительного материала – аминокислот, нуклеиновых кислот, белков (Гаркави и др., 1995).
12.3. Реакция тренировки
Реакция тренировки возникает при действии слабых раздражителей. Такие воздействия не угрожают жизни, поэтому для организма целесообразно вообще на них не реагировать. Но организм должен вначале проанализировать, убедиться, что это слабый раздражитель, то есть «сориентироваться» и «на всякий случай» привести свои защитные силы в состояние «боевой готовности» (Гаркави и др., 1998).

Первая стадия тренировки – ориентировка формируется через 6 часов после воздействия и длится 24-48 часов. В этот период, в отличие от стадии тревоги стресса, происходит небольшое увеличение тимуса (в 1,2-1,3 раза) (Гаркави и др., 1969). В эндокринной системе в этот период умеренно увеличивается секреция глюкокортикоидов и минералкортикоидов. Функции щитовидной железы в пределах нижней половины зоны нормы. В стадию тревоги щитовидная железа угнетена. Продолжительность активных фаз полового цикла (у крыс)  - в пределах нормы. Гонадотропная активность гипофиза в пределах нижней половины зоны нормы, что говорит об умеренной, нормальной активности половых желез. В фазу тревоги функция половых желез снижена (Квакина, 1972; Гаркави и др., 1998). 
При реакции тренировки снижаются и процессы катаболизма и процессы анаболизма: высокий фонд янтарной кислоты, скорости окисления субстратов и окислительного фосфорилирования, время фосфорилирования – умеренны. Количество РНК снижается в коре головного мозга, печени, тимусе (Гаркави и др., 1995). Происходит снижение содержания общего белка в мозге, печени, сыворотке крови (Гаркави, 1969). 
В центральной нервной системе преобладает состояние охранительного торможения (Котляревская, 1974). Поскольку развившееся в стадии ориентировки охранительное торможение уменьшает  чувствительность, то если действующий фактор остается в дальнейшем таким же слабым, организм перестает на него реагировать. С помощью торможения организм защищает себя от бесчисленного  множества повторяющихся без изменения интенсивности слабых воздействий, на которые можно не реагировать (Гаркави и др., 1998). 

Для поддержания в организме реакции тренировки нужно немного волнообразно повышать интенсивность раздражителя, чтобы он снова достиг минимальной величины, вызывающей общую реакцию организма. При этом будет развиваться вторая стадия тренировки – стадия «перестройки» (Гаркави и др., 1990). Сущность перестройки заключается в постепенном снижении секреции глюкокортикоидов и повышении секреции минералкортикоидов. Активность тимико-лимфотической системы и системы соединительной ткани также постепенно повышается, то есть активность защитных систем организма при каждодневных тренировочных  воздействиях постепенно нарастает. Этот процесс повышения активности  защитных систем организма идет волнообразно, а не нарастает прямолинейно (Гаркави и др., 1998).

После стадии «перестройки», которая длится месяц и более, развивается стадия «тренированности», в которую анаболические процессы преобладают над катаболическими (Гаркави и др., 1990). Реакция тренировки вызывает повышение неспецифической резистентности организма уже в стадию ориентировки, что связано с преобладанием в центральной нервной системе состояния охранительного торможения, благодаря чему организм становится менее чувствительным, то есть резистенстность имеет в стадию ориентировки пассивный характер. В фазу тренированности наряду с пассивной резистентностью происходит подъем резистентности за счет истинного возрастания активности  защитных систем организма, то есть повышается и активная резистентность (Гаркави и др., 1995). 

В настоящее время показан принцип периодичности  в развитии адаптационных реакций. В организме существуют различные уровни реактивности. На каждом уровне существуют четкие количественно- качественные отношения: слабые для данного уровня раздражители вызывают тренировку; средние – спокойную и повышенную активацию; сильные – стресс (Гаркави и др., 1998). Эти тетрады адаптивных реакций повторяются  на каждом уровне. Если организм отвечает реакцией на действующий фактор малый по абсолютной величине, это свидетельствует  о высоком уровне реактивности. Фактически живой организм может «работать» на разных уровнях реактивности (Гаркави и др., 1990). 

Таким образом, организм имеет как минимум две шкалы отсчета силы воздействия: одну относительную (относительно данного уровня реактивности), определяющую характер развивающейся адаптационной реакции, другую – абсолютную, определяющую уровень реактивности (Гаркави и др., 1990).

12.4. Местный адаптационный синдром
Кроме системных (общих) неспецифических реакций различают местный адаптационный синдром (МАС), считая его местной неспецифической реакцией, возникающей как  в ответ на повреждение какого-либо участка организма (Selye, 1953), так при более слабых воздействиях (Гаркави и др., 1998). Ганс Селье (1972) получил экспериментально местный стресс в виде асептического воспаления (гранулемного мешка). Показано, что местные неспецифические реакции могут приводить к развитию общего адапационного процесса (Селье, 1972), либо не вызывать системных изменений (Гаркави и др., 1990). Характерной особеностью МАС является то, что он реализуется за счет местных механизмов той ткани или органа где происходит его развитие (Селье, 1972; Гаркави и др., 1990).

Анализ полученных нами данных показывает, что в условиях острого перегревания все исследованные зоотоксины ведут себя аналогичным образом, отличаясь друг от друга только интенсивностью вызываемого эффекта. При изучении процессов, протекающих при воздействии двух стресс-факторов, каковыми являются как яды животных, так и высокая внешняя температура, было зарегистрировано увеличение продолжительности жизни в 4 – 5 раз по сравнению с группой животных, которая подвергалась только воздействию температуры. Однако столь высокий термопротекторный эффект наблюдался только в двух случаях: при предварительном введении ядов щитомордника и эфы.
Характерно, что яд щитомордника, обладающий максимальным термопротекторым действием, в сочетании с гипертермией максимально увеличивал количество эритроцитов и ретикулоцитов в периферической крови, повышая таким образом дыхательную функцию крови, частично блокированную при действии высокой внешней температуры.

Еще одним фактором, увеличивающим дыхательную функцию крови, и увеличивающим теплопотери организма при перегревании является полипноэ, при котором частота дыхательных движений доходит до 445±33 движений в минуту, хотя и высокая температура сопровождается полипноэ, но в значительно меньшей степени.
Анализ литературы показывает, что сдвиги наблюдаемые в системе крови при введении ядов пчелы и жабы во многом сходны, что обусловлено неспецифическими механизмами. В то же время  зоотоксины могут оказывать на состояние крови и специфическое действие, связанное с особенностями их химического состава. Действие яда саламандры на систему крови в настоящее время практически не изучено. 

Кровь после ужаления одной из первых вступает в борьбу с внедрившимся ядом. На разных животных и при разных способах введения пчелиный яд оказывает в большинстве случаев однотипное влияние. Со стороны красной крови регистрируется повышенное содержание ретикулоцитов, что свидетельствует об увеличении эритропоэза. Вторая, анемическая, фаза действия яда на кровь связана с прямым гемолизом эритроцитов и с соответствующим разжижение крови (Крылов, 1995). Функциональное состояние эритроцитов определяется уровнем их метаболизма, и в первую очередь, углеводно-фосфорного обмена. При действии яда снижается интенсивность гликолиза, проявляющаяся в уменьшении активности гексокиназы и понижении уровня органических фосфатов (2, 3 – ДФГ, АТФ). Как правило, снижение уровня 2, 3 – ДФГ приводит к увеличению сродства  Нb к кислороду (Дворцова, Гладилов, 1980). Угнетение АТФаз обусловлено гидролизом как лецитина, входящего в липопротеиновую молекулу АТФ, так и структурных липидов мембран (Киреева, Романова, 1977). Яд оказывает на эритроциты дезагрегирующее действие, вызывая, однако, увеличение вязкости эритроцитарных суспензий. Такое явление объясняется увеличением жесткости эритроцитов при действии яда (Корнева, Романова, 1985). В крови возрастает количество эритроцитов с тельцами Гейнца. Последние характеризуют предлитическое состояние. Большую роль в изменении гемолитической стойкости играет мелиттин яда (Киреева, 1985).

Относительно тромбоцитов показано падение их количества и подавление процесса агрегации. Общее время свертывания увеличивается под влиянием как цельного пчелиного яда, так и основных компонентов - мелиттина и фосфолипазы А2 (Омаров, 1969). Пчелиный яд принимает участие почти во всех этапах гемостаза. Он нарушает процесс образования тромбина путем инактивации факторов II, V, VII, IX, X,   активирует систему фибринолиза на этапе превращения плазминогена в плазмин (Омаров, 1986). Показано (Артемов, 1969), что изменения свертывания крови при действии пчелиного яда могут происходить и рефлекторным путем.

В белой крови после введения пчелиного яда эозинопения (Шапиро и др., 1976), лимфопения (Артемов и др., 1951),  нейтрофилез  и лейкоцитоз (Конькова, 1967).

В отношении системы крови известно, что яд жаб при использовании в летальных и сублетальных дозах вызывает фазные изменения в содержании эритроцитов и гемоглобина. В первые часы наблюдается увеличение содержания гемоглобина и эритроцитов (фаза эритроцитоза), затем эти показатели снижались (фаза анемии), после чего наступала нормализация (Калинина, 1951). Яд жаб влияет и на состояние белой крови. В первые часы после введения яда регистрируется нейтрофилез с одновременным падением количества лимфоцитов, моноцитов и эозинофилов. Затем количество нейтрофилов уменьшается, а количество лимфоцитов, моноцитов и эозинофилов увеличивается, достигая через 48-72 часа нормального уровня (Колпиков и др., 1958; Захаров, Буркалов, 1963).

Имеются данные о нарушении процесса свертывания крови путем воздействия яда жаб на тромбоциты (Condrea, Vries, 1965). Однако, по другим данным жабий яд слабо влияет на процесс свертывания крови. Раствор яда в разведении 1:100 in vitro вызывает небольшое замедление свертывания крови. Меньшие дозы яда не эффективны. 

Жабий яд значительно повышает способность организма к образованию антител (агглютининов); кроме того, яд жаб стимулирует  фагоцитарную активность лейкоцитов крови (Захаров и др., 1960).
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