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Изучено влияние длительной гипероксии на содержание продуктов перекисного 

окисления липидов, карбонильных производных аминокислот в белках и витамина Е в легких 

и плазме крови новорожденных животных. Через 3 суток содержания новорожденных мор-

ских свинок в условиях гипероксии в БАЛЖ происходит накопление продуктов ПОЛ и увели-

чение содержания карбонильных производных аминокислот в белках. На 7 сутки наблюда-

ется подавление процессов пероксидации в легочной ткани, вероятно, за счет значительно-

го увеличения содержания  витамина Е в легких новорожденных.  Однако ресурсы токофе-

рола быстро истощаются и через 2 недели и в легких, и в крови увеличивается содержание 

продуктов пероксидации белков и липидов. Дисбаланс в оксидантно-антиоксидантной сис-

теме, вызванный воздействием высокой концентрации кислорода во вдыхаемом воздухе, 

может быть одной из причин повреждения легочных структур у новорожденных, которые 

ведут к развитию бронхолегочной дисплазии.   
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Oxidative modification of lipids and proteins in lungs and plasma of newborn guinea 

pigs in the dynamics of hyperoxia. 

The effect of prolonged hyperoxia on the content of lipid and protein oxidation products, 

vitamin E in the lung and the blood plasma of newborn animals have been studied. Exposure to hy-

peroxia for 3 days resulted in the increase of lipid peroxidation products and protein carbonyls in 

BALF. On the 7th day of exposure the inhibition of peroxidation in lung tissue was observed, proba-

bly due to significant increase of vitamin E content. However, tocopherol resources quickly become 

depleted and following 2 weeks of hyperoxia lipid peroxidation products and protein carbonyls in 

the lungs and blood increase. The disbalance in the oxidant-antioxidant system caused by exposure 

to high concentrations of inspired oxygen, may be one of the causes of lung injury in newborns, 

which lead to the development of bronchopulmonary dysplasia. 
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Патология недоношенных является актуальной проблемой современной неонатоло-

гии.  Для становления функции дыхания у новорожденных детей с экстремально низкой мас-

сой тела используется оксигенотерапия.  Искусственная вентиляция легких с использовани-

ем высоких концентраций кислорода проводится у таких детей в связи с морфологической и 

функциональной незрелостью легочных структур, что способствует лучшей оксигенации ор-

ганов и тканей [1]. К сожалению, высокая концентрация кислорода во вдыхаемом воздухе 

оказывает и токсическое действие. Это способствует развитию патологических процессов в 

легких, в частности, бронхолегочной дисплазии (БЛД) [2]. Несмотря на такое, устоявшееся 

уже мнение, конкретные молекулярные механизмы патогенетического влияния гипероксии 

на легкие носят большей частью гипотетический характер. Одним из факторов, которые спо-

собствуют развитию этой патологии, наряду с незрелостью тканей легких, баротравмой и 

волюмотравмой, может являться токсическое действие высоких доз кислорода.  

Молекула кислорода, в силу своих структурных особенностей, легко вступает в ре-

акции с образованием свободных радикалов, избыток которых ведет к развитию окислитель-

ного стресса. В условиях гипероксии может происходить усиление процессов перекисного 

окисления липидов, окислительная модификация остатков аминокислот в белках, поврежде-

ние других макромолекул [3]. Данные литературы о состоянии системы перекисного окисле-

ния липидов у новорожденных противоречивы. Результаты одних исследований свидетель-

ствуют об увеличении продуктов пероксидации в крови недоношенных детей в период ис-

кусственной вентиляции легких [4]. В других исследованиях показано, что содержание про-

дуктов перекисного окисления липидов в подобных условиях не изменяется [5,6]. Отсутст-

вуют сведения об изменении состояния процессов перекисного окисления липидов и белков 

при длительном воздействии высоких концентраций кислорода и в динамике гипероксии. 
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Целью настоящего исследования было изучить в эксперименте содержание карбо-

нильных производных аминокислот в белках и продуктов перекисного окисления липидов в 

легких, бронхоальвеолярной лаважной жидкости и плазме крови у новорожденных морских 

свинок в динамике длительной гипероксии.  

Материалы и методы. 

В работе использовались новорожденные морские свинки, которые находились на 

стандартном рационе вивария БГМУ. Эксперимент проводили с соблюдением этических 

норм и правил проведения работ с лабораторными животными. После рождения животных 

опытной группы (n = 4-7) помещали в камеру, в которой в течение всего времени инкубации 

поддерживали концентрацию кислорода не менее 75% (температура 20-25С, относительная 

влажность 50-80%). Длительность инкубации в условиях гипероксии составляла 1, 3, 7 и 14 

суток. Контрольные животные (n = 4-7) в течение такого же периода времени дышали обыч-

ным воздухом. По окончании инкубации животных обеих групп наркотизировали тиопента-

лом натрия (15 мг/кг интраперитонеально) и проводили промывание легких через эндотрахе-

альный зонд раствором 0,9% NaCl (трижды по 8 мл). Полученную жидкость центрифугиро-

вали (900 об/мин, 4 ˚С) для осаждения клеток. В качестве материала для исследования ис-

пользовали бесклеточный супернатант бронхоальвеолярной лаважной жидкости, плазму 

крови и гомогенаты легких.  

Для получения плазмы собирали в пробирки с 5% раствором ЭДТА и центрифуги-

ровали 10 мин при 3000 об/мин для осаждения эритроцитов.  

Для получения гомогената легкие растирали в стеклянном гомогенизаторе на холо-

ду (+2 - +4 С)  в 2,0 мл физиологического раствора.  

В полученном материале определяли содержание продуктов ПОЛ (перекисного 

окисления липидов): диеновых коньюгатов, сопряженных триенов, оснований Шиффа,  ТБК-

активных продуктов, карбонильных производных аминокислот в белках.  
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Для определения содержания диеновых коньюгатов, сопряженных триенов и осно-

ваний Шиффа использовали метод, основанный на экстракции этих соединений смесью рав-

ных объемов гептана и изопропанола [7].  Для исследования использовали изопропанольную 

фазу, в которую экстрагируются продукты пероксидации фосфолипидов [8]. Оптическую 

плотность измеряли на спектрофотометре против соответствующего контроля при 220 нм 

(соединения с изолированными двойными связями), 232 нм (диеновые коньюгаты – ДК), 278 

нм (сопряженные триены - СТ и кетодиены - КД), 400 нм (основания Шиффа – ОШ). О коли-

чественных изменениях продуктов ПОЛ судили по величине отношения оптической плотно-

сти  (Е): Е232/Е220 ( для ДК), Е278/Е220 (для СТ), Е400/Е220 (для ОШ). Результат выражали 

в единицах индекса окисления (е.и.о.). 

Использовавшийся метод определения окислительной модификации белков  осно-

ван на реакции взаимодействия карбонильных производных окисленных аминокислотных 

остатков белков с 2,4-динитрофенилгидразином [9]. Образование окрашенных 2,4-

динитрофенилгидразонов регистрировали спектрофотометрически при 360 нм. Для расчета 

использовали коэффициент молярной экстинкции 22.103 моль-1см-1. Концентрацию карбо-

нильных производных выражали в нмоль/мг белка/мл БАЛЖ и в нмоль/мг белка в легких. 

Определение концентрации витамина Е проводили спектрофлюориметрическим ме-

тодом [10] и выражали в нмоль/г ткани или в нмоль/мл плазмы.  

Статистическую обработку результатов проводили с использованием пакета про-

грамм Statistica 6,0. Для оценки достоверности различий между группами использовали не-

параметрический тест Манна-Уитни для независимых выборок. Данные представлены в виде 

медиан и интерквартильных размахов (медиана: 25 процентиль – 75 процентиль). Отличия 

считали достоверными при уровне значимости р<0,05.  

Результаты. Спустя 1 сутки гипероксии ни один из определяемых показателей не 

претерпел существенных изменений. Через 3 суток нахождения новорожденных морских 
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свинок в условиях гипероксии в составе БАЛЖ значительно выросла концентрация диено-

вых конъюгатов (в 4,4 раза), сопряженных триенов (в 4,2 раза) и оснований Шиффа (в 3,8 

раза) (табл. 1). В этот же период гипероксии в плазме крови экспериментальных животных 

уровень диеновых конъюгатов был существенно (в 4 раза) ниже контрольного. Несмотря на 

то, что концентрация сопряженных триенов и оснований Шиффа при этом в плазме крови не 

изменилась по сравнению с контролем, она значительно уменьшилась по отношению к груп-

пе животных, которые находились в условиях гипероксии в течение 1 суток. Существенно 

более низкий уровень этих показателей имел место и в соответствующей контрольной груп-

пе животных (дышали атмосферным воздухом с нормальной концентрацией кислорода в те-

чение 3 суток) по сравнению с контрольной группой, соответствующей 1 сут гипероксии.  

Через 7 суток гипероксии уровень диеновых конъюгатов в БАЛЖ статистически зна-

чимо не отличался от контрольного, но был значительно (в 3,3 раза) ниже, чем через 3 суток 

гипероксии. Спустя 14 суток значение этого показателя у опытной группы животных стати-

стически достоверно отличалось не только по отношению к таковому через 3 суток гиперок-

сии (снижение), но и по отношению к соответствующему контролю (увеличение).  

Характерные изменения в аналогичный период гипероксии имели место для показате-

лей, характеризующих уровень сопряженных триенов и оснований Шиффа в составе БАЛЖ. 

Они заключались в резком падении через 7 суток  по сравнению с продолжительностью ги-

пероксии – 3 суток. Снижение по сравнению с соответствующим контролем также было ста-

тистически достоверно. В случае сопряженных триенов через 14 суток гипероксии происхо-

дил невыраженный подъем их концентрации, которого, однако, было достаточно, чтобы пре-

высить контрольный уровень. Этому способствовало то обстоятельство, что в данный период 

развития организма в БАЛЖ контрольных новорожденных морских свинок определялась са-

мая низкая концентрация как сопряженных триенов, так и оснований Шиффа. 
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В плазме крови экспериментальных животных через 7 и 14 сут гипероксии имел место 

постепенный подъем значений вышеназванных трех показателей. Наиболее выражен он был 

через 14 суток. В этот период концентрация диеновых конъюгатов превысила контрольный 

уровень в 3,3 раза, сопряженных триенов – в 12,3 раза, оснований Шиффа – в 6,2 раза. Такой 

мощный подъем обусловлен был не только нарастанием количества продуктов перекисного 

окисления липидов в опытных группах животных, но и снижением концентрации сопряжен-

ных триенов и оснований Шиффа у контрольных животных. 

В БАЛЖ животных, подвергнутых гипероксии, отмечаются существенные изменения 

концентрации карбонильных производных аминокислот (рис. 1). Ее значительный подъем 

имеет место спустя 3 суток гипероксии (медиана - 40,2; интерквартильный размах - 36,2 - 

46,3 нмоль/мг белка/мл; контроль, соответственно, 23,3; 20,6 - 24,6 нмоль/мг белка/мл). Через 

7 суток разница по сравнению с контролем еще большая (3,1 раза) и сохраняется таковой че-

рез 14 суток. 

Аналогичная динамика наблюдается в гомогенате легких (рис. 2) за исключением 

группы животных через 14 суток гипероксии. Уровень карбонильных производных амино-

кислот у них в этот период значительно ниже контрольного. Снижение относительно значе-

ний этого показателя у животных, подвергнутых менее длительной гипероксии (3, 7 суток), 

также статистически достоверно. 

В гомогенате легких контрольных животных в течение 14 суток также происходят ко-

личественные изменения этого показателя. В частности, его значения через 7 и 14 суток го-

раздо выше, чем через 3 суток (рис. 2). Однако колебания этого показателя у опытной груп-

пы животных выражены в большей степени. 

Обращает внимание резкое увеличение (на 168%) концентрации витамина Е в легких 

новорожденных морских свинок, подвергнутых гипероксии в течение 7 суток. Через 14 суток 

гипероксии значения этого показателя столь же резко упали до уровня  65% от контрольного 
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в легких. В эти сроки концентрация токоферола резко снизилась и в плазме крови (64% от 

контроля).   

Обсуждение результатов. 

Полученные данные показывают, что у новорожденных морских свинок, подвергну-

тых длительной гипероксии, в плазме крови, воздухопроводящих путях и ткани легких про-

исходят разноплановые изменения уровня продуктов перекисного окисления липидов и бел-

ков. Основные события принимают выраженный характер, начиная с трех суток гипероксии. 

В составе БАЛЖ – это значительный подъем концентрации первичных, вторичных и конеч-

ных продуктов ПОЛ, карбонильных производных аминокислот. При этом в сыворотке крови 

уровень продуктов ПОЛ спустя 3 суток гипероксии снижается, а затем, по мере удлинения 

сроков содержания животных в условиях гипероксии, неуклонно нарастает, достигая макси-

мальных значений через 14 суток.   

В такой динамике обращают на себя внимание несколько обстоятельств. Одно из них 

- разнонаправленное изменение показателей ПОЛ в БАЛЖ (повышение) и в плазме крови 

(снижение) спустя 3 суток гипероксии. Через 7 суток гипероксии наоборот, значительно 

снижается уровень всех продуктов ПОЛ, по отношению к 3 суткам гипероксии в БАЛЖ, и 

увеличивается - в сыворотке крови. Несмотря на всестороннее внимание исследователей к 

изучению влияния гипероксии на организм новорожденных, в настоящей работе, похоже, 

впервые отмечается подобная особенность. На данном этапе причины ее неясны, в особенно-

сти это относится к обнаруженным изменениям в сыворотке крови через 3 суток гипероксии.  

Существенный подъем уровня продуктов ПОЛ в бронхоальвеолярной лаважной жид-

кости является следствием событий, происходящих в этот период в легочной ткани. В самом 

деле, именно в это время в составе БАЛЖ, как было обнаружено ранее, увеличена концен-

трация активных форм кислорода, снижен уровень восстановленного глутатиона, имеется 

тенденция к снижению активности компонента антиоксидантной защиты - глутатионперок-
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сидазы [12]. Еще раньше, через 1 сутки гипероксии снизилась активность супероксиддисму-

тазы [12]. По данным литературы в БАЛЖ новорожденных детей в условиях гипероксии в 

ранние сроки также отмечалось снижение содержания восстановленного глутатиона [13] и 

активности каталазы [14], супероксиддисмутазы [15]. Этих данных достаточно, чтобы аргу-

ментировать наличие в бронхоальвеолярном пространстве легких новорожденных животных 

условий, способствующих свободнорадикальному окислению липидов и белков.  

Среди липидов, как известно, перекисному окислению подвержены ненасыщенные. 

Ранее нами действительно было показано постепенное снижение концентрации фосфолипи-

дов БАЛЖ у новорожденных морских свинок в динамике гипероксии. Сначала, через 3 су-

ток, это была тенденция, которая нарастала и к 14 суткам перерастала в выраженное измене-

ние [16]. При этом существенно увеличивалась доля динасыщенных фосфатидилхолинов в 

опытной группе животных. Это происходило, в том числе, за счет снижения уровня фосфа-

тидилхолинов, содержащих  ненасыщенные жирные кислоты.  

Согласно полученным результатам, у животных, которые находились в условиях ги-

пероксии в течение 7 суток, содержание диеновых коньюгатов в БАЛЖ нормализуется, а со-

держание сопряженных триенов и оснований Шиффа снижается в 2,9 раза и 2,5 раза соответ-

ственно по сравнению с контролем. Для лучшего представления указанных событий концен-

трация продуктов ПОЛ была пересчитана не только на миллиграмм белка и миллилитр 

БАЛЖ, но и на мкг липидного фосфора. Данные представлены в процентах от контрольного 

уровня на рис. 4. Последовательность изменений стала более четкой, через 7 суток гиперок-

сии прослеживается безусловное снижение абсолютного и относительного количества ран-

них и поздних продуктов ПОЛ по сравнению с животными, которые подверглись воздейст-

вию гипероксии в течение 3 сут. В этот же период в сыворотке крови уровень этих продук-

тов превысил контрольный уровень.  
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Мы полагаем, что обнаруженная динамика связана с перераспределением фонда α-

токоферола, который является неферментативным антиоксидантом и защищает, в основном, 

ненасыщенные жирные кислоты от повреждения свободными радикалами [17]. В самом де-

ле, концентрация витамина Е, как показывают результаты проведенного исследования, зна-

чительно нарастает в легочной ткани именно в этот период гипероксии. В сыворотке крови 

она наоборот, демонстрирует четкую тенденцию к снижению, которая через 14 суток гипе-

роксии перерастает в выраженное уменьшение этого показателя. Причем, обнаруженное ра-

нее выраженное уменьшение концентрации витамина А (ретинола) в сыворотке крови через 

7 суток содержания новорожденных животных в условиях гипероксии, очевидно, также спо-

собствует подъему в этот период сывороточного уровня продуктов ПОЛ [12]. 

Вместе с тем в БАЛЖ и в гомогенате легких через 7 суток гипероксии остается увели-

ченным уровень карбонильных производных, в 3,1 раза и в 1,8 раза соответственно, что сви-

детельствует о продолжающейся стимуляции процессов пероксидации  в организме новоро-

жденных морских свинок после воздействия гипероксии в этот период. Примечательно, что 

через 14 суток гипероксии концентрация карбонильных производных в БАЛЖ у эксперимен-

тальных животных оставалась высокой и составляла 54,5 (46,6; 63,5) нмоль/мг белка против 

23,1 (18,5; 33,9) нмоль/мг белка в контроле, а в гомогенате легких – уменьшилась в 1,7 раза 

по сравнению с контрольной группой. В литературе отсутствуют сведения о содержании 

карбонильных производных белков в гомогенате легких новорожденных при длительной ги-

пероксии. В тоже время исследователи отмечают, что под действием гипероксии в БАЛЖ  

увеличивается содержание не только карбонильных производных аминокислот, но и ортоти-

розина, метатирозина и нитротирозина [18], которые также относят к  маркерам оксидатив-

ного повреждения протеинов [19]. Не исключено, что снижение содержания карбонильных 

производных в гомогенате легких наблюдается благодаря активации системы протеолиза и 

последующим удалением поврежденных белков [20, 21].  
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Другой причиной может быть ускорение клеточного обновления в легких [22] и, 

вследствие этого, поступление  модифицированных белков в кровь из поврежденных клеток 

легких, поскольку в плазме крови у новорожденных повышается уровень карбонильных 

производных белков [23, 24].  

Полученные результаты показывают, что через 14 суток гипероксии в легких новоро-

жденных морских свинок  стимулируются процессы перекисного окисления липидов, о чем 

свидетельствует увеличение содержания в БАЛЖ диеновых коньюгатов, сопряженных трие-

нов и оснований Шиффа по сравнению с контрольной группой животных, в особенности, в 

пересчете на мкг липидного фосфора. В этот период в сыворотке крови также резко возрас-

тает содержание всех продуктов перекисного окисления липидов: ДК – в 3,3 раза; СТ – в 12 

раз, а ОШ – в 6,2 раза. Основания Шиффа представляют собой продукты коньюгации липид-

ных пероксидов (в основном, альдегидов) с белками и углеводами [23]. Поэтому повышение 

их уровня следует расценивать не только как стимуляцию процессов перекисного окисления 

липидов, но и как повреждение других макромолекул клетки.  

Параллельно изменению продуктов ПОЛ и перекисного окисления белков через 14 

суток гипероксии заметно падает концентрация α-токоферола как в ткани легкого, так и в 

плазме крови. Это, по-видимому, является свидетельством истощения фонда столь важного 

неферментативного антиоксиданта в организме животных. Мы усматриваем взаимосвязь 

между этим событием и стимуляцией свободнорадикальных процессов в организме в этот 

период гипероксии. 

Выявленный дисбаланс в оксидантно-антиоксидантной системе, вызванный воздейст-

вием высокой концентрации кислорода во вдыхаемом воздухе, может быть одной из причин 

повреждения легочных структур у новорожденных, которые ведут к развитию бронхолегоч-

ной дисплазии. Он проявляется уже через 3 суток содержания новорожденных морских сви-

нок в условиях гипероксии. В дальнейшем происходит перераспределение витамина Е для 
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сдерживания процессов пероксидации в легочной ткани. Однако ресурсы истощаются и че-

рез 2 недели, по-видимому, компенсаторные механизмы уже не в состоянии  обеспечить 

поддержание баланса хотя бы на локальном уровне. Отсюда складывается перспектива ис-

пользования антиоксидантов в качестве средства профилактики и, возможно, лечения брон-

холегочной дисплазии у недоношенных новорожденных. Последующие исследования при-

званы подтвердить или опровергнуть сделанное предположение.  
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