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Аннотация
Введение. Метаболиты оксида азота играют важную роль в пролонгации воспалительной реакции, нару-

шениях регенерации эпителия при заболеваниях верхних дыхательных путей. Одним из перспективных под-
ходов к регуляции биоактивности оксида азота является применение антиоксидантов.

Цель исследования — оценить эффективность применения антиоксидантной терапии для коррекции 
нитрозативного стресса при репаративной регенерации слизистой оболочки полости носа в эксперименте.

Материалы и методы. Проведено доклиническое рандомизированное экспериментальное исследование 
на 160 крысах-самцах, распределенных на 4 группы. Контрольную группу (n = 40) составили интактные жи-
вотные. Животным экспериментальной группы 1 (n = 40) после травмы не проводилось лечение, в группе 
2 (n = 40) назначалось противовоспалительное лечение. Группу 3 составили лабораторные крысы (n = 40), 
которым дополнительно в полость носа вводили препарат с антиоксидантными свойствами — 15 % раствор 
диметилового эфира 1,1-диметил-3-оксобутилфосфоновой кислоты. На 2, 5, 10 и 14 сутки наблюдения в кро-
ви животных определяли концентрацию нитратов и нитритов, C-реактивного белка.

Результаты. В группе 3 после повышения на 2 день после травмы уровня метаболитов оксида азота 
на 5 сутки отмечалось значительное (р ≤ 0,05) его снижение в сравнении с другими группами, а к 10 суткам — 
нормализация показателя. Повышение уровня C-реактивного белка в сыворотке крови коррелировало с кон-
центрацией метаболитов оксида азота.

Обсуждение. Оптимальный терапевтический эффект при приеме антиоксидантов развивается при назна-
чении в первые часы после травмы. Однако длительность приема не должна превышать 4–5 суток для избегания 
значительного снижения уровня метаболитов оксида азота и ухудшения регенерации слизистой оболочки.

Заключение. Оценка показателей метаболитов оксида азота в крови в разные сроки после травмы являет-
ся важным маркером активности воспаления. Применение антиоксидантов способствует снижению концен-
трации активных радикалов азота.
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Abstract
Introduction. Nitric oxide metabolites play an important role in prolongation of the inflammatory reaction, disorders 

of epithelial regeneration in diseases of the upper respiratory tract. One of the promising approaches to regulating the bioac-
tivity of nitric oxide is the use of antioxidants.

The objective of the study is to evaluate the effectiveness of antioxidant therapy for the correction of nitrosative stress 
during reparative regeneration of the nasal mucosa in an experiment.

Methods. A preclinical randomized experimental study is conducted on 160 rats, divided into 4 groups. The control 
group (n = 40) consists of intact animals. Animals in experimental group 1 (n = 40) do not receive treatment after injury; in 
group 2 (n = 40) anti-inflammatory treatment is prescribed. The third group consists of laboratory rats (n = 40), which are 
additionally injected into the nasal cavity with an antioxidant — a 15 % solution of 1,1‑dimethyl‑3‑oxobutylphosphonic acid 
dimethyl ester. On days 2, 5, 10, and 14 of observation, the concentration of nitrates and nitrites and C‑reactive protein in the 
blood of animals are determined.

Results. In group 3, after an increase in the level of nitric oxide metabolites on day 2 after injury on day 5, a significant (p 
< 0.05) decrease was noted in comparison with other groups, and by day 10— normalization of the indicator. An increase in 
the level of C‑reactive protein in blood serum correlated with the concentration of nitric oxide metabolites.

Discussion. The optimal therapeutic effect when taking antioxidants develops when administered  in the first hours 
after injury to reduce the excessive formation of reactive nitrogen radicals. However, the duration of administration should 
not exceed 4–5 days to avoid a significant decrease in the level of nitric oxide metabolites and deterioration of mucosal re-
generation.

Conclusions. Assessment of nitric oxide metabolites in the blood at different times after injury is an important marker 
of inflammatory activity. The use of antioxidants helps to reduce the concentration of active nitrogen radicals.
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Введение
Нитрозативный стресс  — это процесс, характеризующийся изменением клеточного гомеостаза, 

развитием комплекса патологических процессов и  ответных реакций вследствие увеличения концен-
трации оксида азота (NO) и его активных форм, которые обладают цитотоксическим действием [1]. Ре-
зультаты последних исследований свидетельствуют о важной роли NO в пролонгации воспалительной 
реакции, нарушениях регенерации клеток при заболеваниях верхних дыхательных путей. В зависимо-
сти от концентрации NO может проявлять повреждающее или защитное влияние на функционирова-
ние клеток [2–7]. Повреждающее действие NO осуществляется его высокими концентрациями, связан-
ными с активностью индуцибельной NO-синтазы (англ. Inducible Nitric Oxide Synthase, i‑NOS). В то же 
время резкое снижение продуктов NО приводит к ослаблению NО-зависимых процессов, ухудшению 
кровоснабжения и процессов регенерации, подавлению активности иммунных клеток и их адаптаци-
онных свойств, а также затяжному течению воспалительного процесса [8–10]. Регуляторное и защит-
ное действие NO обеспечивается за счет его стабильных концентраций, образующихся под влиянием 
конститутивной NO-синтазы (англ. Constitutive Nitric Oxide Synthase, cNOS). Активные радикалы азота 
увеличивают продукцию муцина и  эпителиальной слизи, влияют на  движения ресничек реснитчато-
го эпителия, регулируют программируемую гибель и  пролиферацию клеток, индуцируют активность 
апикальных анионных и базолатеральных калиевых каналов эпителиоцитов, способствуя механической 
элиминации инфекционных агентов [11–14].
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В литературе приводятся доказательства важной роли повышенного содержания назального NO 
в патогенезе хронических ринитов и синуситов, травм околоносовых пазух носа, бронхиальной астмы, 
хронической обструктивной болезни легких [3, 9, 12–17]. Одним из перспективных подходов к сохране-
нию биоактивности NO является применение антиоксидантов, способствующих снижению концентра-
ции активных радикалов азота [18–20].

С учетом столь значительного вклада NO в патогенез воспаления исследование концентрации его 
метаболитов при воспалительной реакции слизистой оболочки (СО) после травмы полости носа пред-
ставляется актуальным для понимания патогенетических механизмов воздействия NO на регенерацию 
эпителия для оценки эффективности антиоксидантной терапии.

Цель исследования — оценить эффективность применения антиоксидантной терапии для коррек-
ции нитрозативного стресса при репаративной регенерации слизистой оболочки полости носа в экспе-
рименте.

Материалы и методы
Проведено доклиническое рандомизированное экспериментальное исследование на  160  поло-

возрелых белых крысах-самцах массой 250–300 г. Настоящая работа является продолжением предыду-
щих исследований [21, 22].

Критерии включения: на момент включения в исследование животные в группах были сопостави-
мыми по возрасту, полу, массе тела, отсутствию видимой патологии развития и признаков заболеваний.

Критерии невключения: в эксперимент не включались животные, вес которых отличался более чем 
на 50 г, возраст менее 6 месяцев и более 1 года, с заболеваниями верхних и нижних дыхательных путей, 
а также не включались особи женского пола.

Критерии исключения: развитие у животных осложнений после наркоза, нанесение себе дополни-
тельной произвольной травмы и развитие гнойных осложнений нижних дыхательных путей после трав-
мы носа [21].

Все животные рандомизированы в четыре группы (рис. 1). Контрольную группу (n = 40) составили 
интактные животные. Остальным под наркозом моделировали экспериментальный ринит путем нанесе-
ния механической травмы СО [22]. Животным группы 1 (n = 40) после травмы не проводилось лечение. 
Животным группы 2 (n = 40) назначалось лечение по схеме: амоксициллин внутрижелудочно в суточ-
ной дозе 20 мг/кг массы тела животных ежедневно 2 раза в день в течение 5 дней; раствор комбиниро-
ванного препарата растительного происхождения секретолитического действия «Синупрет» (Bionorica, 
Германия) внутрижелудочно 3 раза в день в дозе 0,4 мл в сутки в течение 10 дней; орошение носовой 
полости изотоническим раствором морской соли по 2–3 капли в каждую ноздрю 3 раза в день в течение 
14 дней; закладывание в нос 0,5 % гидрокортизоновой мази 1 раз в день в течение 10 дней. Группу 3 со-
ставили лабораторные крысы (n = 40), которым помимо вышеуказанного лечения вместо мази местно 
в полость носа вводили препарат с антиоксидантными свойствами — 15 % раствор диметилового эфира 
1,1‑диметил‑3‑оксобутилфосфоновой кислоты («Димефосфон», ОАО «Татхимфармпрепараты», Россия) 
по 2 капли 3 раза в день в течение 7 дней [21].

В течение всего периода исследования животные находились под наблюдением со свободным до-
ступом к воде и пище, что соответствует принципам надлежащей лабораторной практики 1. Содержание 
и проведение экспериментов осуществлялось в соответствии со следующими нормативными докумен-
тами: ГОСТ 33215–2014 2; директива 2010/63/EU Европейского парламента и совета Европейского союза 
по охране животных 3; Европейская конвенция о защите позвоночных животных, используемых для экс-
периментов или в иных научных целях (Страсбург, 1986)4.

1  ГОСТ 33044–2014. Принципы надлежащей лабораторной практики. М. : Стандартинформ, 2015. IV, 12 с. URL: 
https://clck.ru/3A3Bti (дата обращения: 19.12.2023).

2  ГОСТ 33215–2014. Руководство по содержанию и уходу за лабораторными животными. Правила оборудования 
помещений и организации процедур. М. : Стандартинформ, 2016. VI, 13 с. URL: https://clck.ru/3A3Fyh (дата обращения: 
19.12.2023).

3  On the Protection of Animals Used for Scientific Purposes: Directive 2010/63/EU of the European Parliament and of the 
Council of 22 September 2010. URL: https://clck.ru/3A3Gbh (date of access: 19.12.2023).

4  European Convention for the Protection of Vertebrate Animals used for Experimental and other Scientific Purposes (ETS 
No. 123). Strasbourg, 1986. URL: https://clck.ru/3A3Gui (date of access: 19.12.2023).
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Отбор
Оценены на приемлемость (n = 164)

Рандомизированы (n = 160)
Исключены, т. к. не соответствуют 

критериям включения (n = 4)

Распределение

Контрольная группа 
(n = 40)

Группа 3 
(стандарт. лечение + 

+ антиоксидант) 
(n = 160)

Группа 1 
(без лечения) 

(n = 40)

Группа 2 
(стандарт. лечение) 

(n = 40)

Последующее наблюдение
В контрольные сроки (2, 5, 10, 14 сутки) производен забор крови у 10 особей в каждой группе

Проанализированы (n = 160)

Рис. 1. Дизайн исследования

Соответствие всем этическим требованиям проведенной экспериментальной работы подтвержде-
но заключением комиссии по вопросам биоэтики Луганского государственного медицинского универ-
ситета имени Святителя Луки (протокол № 3 от 9 июня 2021 г.).

Определяли суммарную концентрацию стабильных метаболитов NO — нитратов и нитритов в сы-
воротке крови, — для чего содержащиеся в ней нитрат-анионы восстанавливали с помощью сухого вос-
становителя (цинковая пыль и сернокислый марганец) до нитритов и определяли последние реакцией 
диазотирования с добавлением реактива Грисса на фотометре Robert Riele 5010 V5+ (Германия). Содер-
жание C‑реактивного белка (CРБ) в сыворотке крови определяли методом латекс-усиленной иммуно-
турбидиметрии. Забор крови у крыс осуществляли из периферических вен хвоста.

Статистическую обработку результатов исследования проводили с помощью программы Statistica 
8.0.360.0 (StatSoft, Inc., США). Гипотеза нормальности распределения в выборках проверялась с помощью 
критерия W‑Шапиро — Уилка. Описание количественных данных отличного от нормального распреде-
ления проводили с помощью медианы (англ. Median, Me), интерквартильного размаха [Q1; Q3], min–max. 
Различия между количественными параметрами независимых групп оценивали с помощью непараме-
трического критерия Манна — Уитни, между зависимыми группами — критерия Уилкоксона. Различия 
во всех случаях считали статистически значимыми при р ≤ 0,05. Анализ корреляционных связей про-
водили с  помощью непараметрического критерия Спирмена для количественных значений. Значения 
коэффициента корреляции r оценивали по  следующей классификации (условной) силы корреляции:  
r ≤ 0,25 — слабая корреляция; 0,25 < r < 0,75 — умеренная корреляция; r ≥ 0,75 — сильная корреляция.

Результаты
При анализе результатов показателей метаболитов NO в  сыворотке крови установлено, что 

на 2 день после травмы статистически достоверно (р ≤ 0,05) отмечалось повышение уровня метаболитов 
NO во всех экспериментальных группах (табл. 1).

Таблица 1
Динамика изменений концентрации метаболитов оксида азота в крови крыс, мкМ (Ме [Q1; Q3], min–max)

Группа 2 сутки (n = 10) 5 сутки (n = 10) 10 сутки (n = 10) 14 сутки (n = 10)
Контрольная 
(n = 40)

46,2 [37,6; 54,2],  
32,3–70,6

42,0 [35,9; 44,7], 
32,3–48,6

41,6 [37,6; 48,6], 
31,2–53,3

44,1 [37,6; 48,0], 
35,5–52,1

1 (n = 40) 52,3 [48,7; 58,2]б, 
48,1–67,2

71,2 [68,9; 85,2]а, б, 
54,9–110,6

63,4 [55,5; 75,7]б, 
43,2–99,0

45,3 [41,5; 53,1]а, 
34,3–66,2

2 (n = 40) 54,5 [48,7; 58,2]б, 
45,7–69,0

48,6 [47,2; 59,9]б, г, 
44,3–67,2

56,1 [42,9; 63,2]б, 
41,4–156,3

43,5 [41,2; 47,2]а, 
32,8–55,9

3 (n = 40) 54,0 [49,2; 59,3]б, 
47,2–67,5

27,7 [23,0; 28,2]а, б, г, д, 
21,9–34,4

39,9 [28,6; 44,5]а, г, д, 
27,8–58,6

43,1 [37,9; 48,8], 
34,7–61,3

Примечание. Статистически значимые (р ≤ 0,05) отличия: а между исследуемым и предыдущим сроком наблюдения; б исследуемой 
группой и группой контроля; г исследуемой группой и экспериментальной группой 1; д исследуемой группой и экспериментальной группой 2.
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На 5 день после травмы только в группе 1 отмечалось статистически достоверное повышение уров-
ня метаболитов NO в сравнении со 2 сутками (р = 0,01), что было достоверно (р = 0,0005) выше, чем 
в группе 2, где животные получали противовоспалительное лечение. В группе 3, где в схему лечения вхо-
дил антиоксидант, отмечалось статистически значимое (р ≤ 0,05) снижение уровня метаболитов NO — 
ниже значений в других группах, в т. ч. контрольной. Длительная низкая концентрация метаболитов NО 
может приводить к ухудшению кровоснабжения, процессов регенерации, подавлению активности им-
мунных клеток, затяжному течению воспалительного процесса [8]. В связи с этим исследование содер-
жания метаболитов NO в этой группе на дальнейших сроках представляло особенный интерес.

На 10 сутки в группах 1 и 2 сохранялся статистически достоверный (р ≤ 0,05) повышенный уровень 
метаболитов NO в сравнении с контрольной группой. В группе 3 этот показатель достоверно (р ≤ 0,05) 
повысился в сравнении с 5 сутками и статистически значимо уже на этом сроке не отличался от кон-
трольных значений (р > 0,05).

На 14 сутки в группах 1, 2 отмечалось статистически значимое (р ≤ 0,05) снижение концентрации 
метаболитов NO в сравнении с 10 сутками, полученные значения не имели статистически значимых от-
личий между экспериментальными группами и группой контроля (р > 0,05).

При анализе уровня CРБ в сыворотке крови крыс выявлено, что на 2 сутки после травмы во всех 
группах отмечалось достоверное (р ≤ 0,05) увеличение уровня CРБ (рис. 2).
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Рис. 2. Динамика изменений CРБ в сыворотке крови крыс. Отмечены статистически значимые (р ≤ 0,05) отличия: 
а между исследуемым и предыдущим сроком наблюдения; б исследуемой группой и группой контроля; в исследуемой группой  

и экспериментальной группой 1; г исследуемой группой и экспериментальной группой 2

Наибольшее значение этого показателя отмечалось в группе 1 (р ≤ 0,05), в группе 3 уровень CРБ 
статистически значимо (р = 0,04) меньше, чем в  группе 2. В крови крыс на 5 день эксперимента уро-
вень CРБ продолжал нарастать и статистически значимо (р ≤ 0,05) повысился в группах 1, 2 в сравнении 
со 2 сутками. В группе 1, где животным не проводилось противовоспалительное лечение, уровень CРБ 
был статистически значимо (р ≤ 0,05) выше, чем в других группах. На 10, 14 сутки в крови крыс всех экс-
периментальных групп сохранялись признаки воспалительного процесса — был повышен уровень CРБ 
(р ≤ 0,05) в сравнении с контрольной группой. В группе 3 уровень CРБ статистически достоверно ниже, 
чем в группе 1, — на 10 сутки (р = 0,002); в группе 2 — на 14 сутки (р = 0,001).

При изучении корреляционных связей между концентрацией метаболитов NO и уровнем CРБ в сы-
воротке крови в группах выявлены умеренные положительные связи. Корреляционный анализ прово-
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дили, учитывая данные всей выборки, т. к. после проверки статистических гипотез о равенстве коэффи-
циентов корреляции вычисленные коэффициенты в каждой исследуемой группе статистически значимо 
не отличались (р > 0,05). Полученный коэффициент корреляции — r = 0,46 (рис. 3).

Метаболиты оксида азота

CРБ

Рис. 3. Графики рассеяния корреляционного анализа связей между концентрацией 
метаболитов NO и уровнем CРБ в сыворотке крови крыс экспериментальных групп

Таким образом, более выраженная воспалительная реакция сопровождалась повышением концен-
трации метаболитов NO и уровня CРБ в сыворотке крови.

Обсуждение
В результате травмы СО полости носа уже на 2 сутки отмечалось повышение уровня метаболитов 

NO в крови лабораторных животных во всех группах. По данным литературы, высокая концентрация 
метаболитов NO запускает выделение медиаторов воспаления, эндотоксинов, оказывает прямое ток-
сическое повреждение СО носовой полости, вызывает дилатацию артериол, замедление капиллярного 
кровотока, увеличение проницаемости сосудов и усиление местного отека [2, 3, 23].

Прием препарата с антиоксидантными свойствами у крыс значительно уменьшил концентрацию 
метаболитов NO в крови на 5 сутки в сравнении с контрольной и другими группами. Без назначения 
препаратов, влияющих на развивающийся нитрозативный стресс, показатели пришли в норму на 14 сут-
ки, а при приеме препарата антиоксидантного действия — уже на 10 сутки. Раствор диметилового эфи-
ра 1,1-диметил-3-оксобутилфосфоновой кислоты нашел применение в  качестве средства для лечения 
многих патологических состояний, в частности, согласно исследованиям Ш. М. Исмагилова и др., препа-
рат оказал благоприятное воздействие на течение острого риносинусита, сокращая время пребывания 
в стационаре на 1–2 дня [24]. Антиоксидантная эффективность препарата при воспалительных процес-
сах подтверждена работами других авторов [25–27]. Антиоксидантное действие осуществляется за счет 
предотвращения активации перекисного окисления липидов и  повышения активности ингибиторов 
NO-синтаз в  тканях, нормализации кислотно-щелочного баланса. Помимо антиоксидантных свойств 
этот препарат обладает рядом других терапевтических эффектов: антигипоксическим, антиацидотиче-
ским, вазоактивным, антиагрегантным и мембраностабилизирующим.

Следует отметить, что для исключения негативного влияния длительного сниженного уровня ме-
таболитов NO необходимо учитывать сроки назначения и  длительность приема антиоксидантов при 
воспалительном процессе. Оптимальный терапевтический эффект от приема антиоксидантов развива-
ется при раннем назначении этой группы препаратов в первые часы после травмы для снижения избы-
точного образования активных радикалов азота. Однако длительность приема не  должна превышать 
4–5 суток для избегания значительного снижения уровня метаболитов NO и ухудшения регенерации 
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СО. В литературе описан ряд работ, посвященных изучению эффективности ингибиторов NO-синтазы 
при воспалительной реакции, где также отмечается зависимость положительного терапевтического эф-
фекта от стадии воспаления [8, 18, 28].

Заключение
После травмы СО полости носа отмечается повышение уровня метаболитов NO в крови, что вы-

зывает прямое токсическое повреждение СО, увеличение проницаемости сосудов, усиление местного 
отека и воспалительной реакции СО. Следовательно, оценка показателей метаболитов NO в крови в раз-
ные сроки после травмы является важным маркером активности воспаления. Одним из перспективных 
подходов к сохранению биоактивности NO является корректное и своевременное применение антиок-
сидантов, способствующих снижению концентрации активных радикалов азота. Коррекция нитрокси-
дергической системы приводит к выраженному противовоспалительному эффекту.
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