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Проведён сравнительный анализ активности ферментативного звена 

антиоксидантной системы с одновременной оценкой уровня накопления конечных 

и промежуточных продуктов свободнорадикального окисления в лёгочной ткани крыс 

разного постнатального возраста в условиях острого перегревания организма. 

Выявлены возрастные особенности в активности супероксиддисмутазы, каталазы, 

интенсивности образования диеновых конъюгатов, гидроперекисей липидов, 

малонового диальдегида и интенсивности перекисной модификации белков в лёгочной 

ткани шестинедельных, пяти-, двенадцати- и тридцатимесячных белых крыс. 

При перегревании показаны разнонаправленные изменения в активности каталазы 

и супероксиддисмутазы и различная выраженность интенсивности свободнорадикальных 

процессов в лёгочной ткани разновозрастных животных. Результаты свидетельствуют 

о значительной активности ферментативных антиоксидантов и стресс-

реактивности лёгких в отношении свободнорадикальных процессов преимущественно 

молодых крыс. 
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The comparative analysis of activity of an enzymatic link of antioxidant system, with a 

simultaneous assessment of level of accumulation of termination and intermediate products of 

free-radical oxidation in pulmonary tissue of rats of different postnatal age in the conditions 

of acute hyperthermia. Age features in activity of a superoxide dismutase, catalase, intensity 

of formation of diene conjugates, hydroperoxides of lipids, a malondialdehyde and intensity of 

peroxide modification of proteins in pulmonary tissue of 6-week, 5-, 12-and 30-month-old 

white rats are revealed. At a thermal tension multidirectional changes in activity of a catalase 

and superoxide dismutase and various expressiveness of intensity of free-radical processes in 

pulmonary tissue of animals of different ages are shown. The results show greater enzymatic 

activity of antioxidants and light stress reactivity of the lungs against free radical processes 

predominantly in young rats.  
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С точки зрения классического определения стресса как неспецифического ответа 

организма на любое экстремальное воздействие, острое перегревание является факто-

ром, вызывающим тепловой стресс. На основе многочисленных исследований послед-

него времени достаточно полно описана общая картина изменений, происходящих 

в организме при гипертермии, выявлены нервные, эндокринные и метаболические ме-

ханизмы нарушений функций различных систем [1; 8; 10; 20; 31]. Термические воздей-

ствия внешней среды на организм могут приводить к комплексу системных, уль-

траструктурных и биохимических изменений [4; 21; 27; 30]. При действии на организм 

экстремальных факторов среды компенсаторные реакции сопряжены с максимальным 

напряжением специфических и неспецифических механизмов, т. е. характеризуются 

направленной соответствующим фактором активацией функций и проявлением стресс-

реакции [17]. Наряду с этим общеизвестно, что одним из главных неспецифических 

звеньев патогенеза стрессорного повреждения органов и тканей является усиление ин-

тенсивности процессов свободнорадикального окисления (СРО) [3; 7; 14; 24].  

По-прежнему актуальным остаётся вопрос о стресс-реактивности дыхательной 

системы, которая включает в себя комплекс образований, обеспечивающих респира-

торную и целый ряд других функций, не имеющих прямого отношения к дыханию. 

В лёгких имеются все необходимые условия для развития окислительного стресса, 

к которым можно отнести непосредственный контакт с кислородом атмосферного воз-

духа, высокие концентрации субстрата окисления – ненасыщенных жирных кислот, 

присутствие альвеолярных макрофагов, продуцирующих в процессе фагоцитоза актив-

ные формы кислорода [16; 18; 32].  

Лёгочную ткань из-за многочисленных альвеол и капиллярно-альвеолярных 

контактов рассматривают как одну из наиболее обширных биологических «мембран» 

в организме, внешняя поверхность которой постоянно и непосредственно контактирует 

с окружающей средой и подвергается прямому действию её неблагоприятных факто-

ров, в том числе изменениям температурного режима. Однако в литературе практиче-

ски не представлены данные о влиянии теплового стресса на метаболические процессы 

в лёгких, в то время как высокий уровень метаболизма липидов, их состав, связанный 

с образованием основного элемента аэрогематического барьера и определяющий режим 

адаптации и устойчивости органа к действию повреждающих факторов, во многом 

определяют актуальность исследований состояния процессов СРО и активности систе-

мы антиоксидантной защиты лёгких [11; 19; 26]. 

Степень влияния экстремального фактора на любую систему организма зависит 

не только от его природы и интенсивности воздействия, но и от морфофункционально-

го состояния самой биологической системы в момент воздействия, которое, в свою 

очередь, определяется стадией онтогенеза [7; 25]. Общеизвестны возрастные изменения 

респираторной системы, неравномерность и гетерогенность её развития [15; 19]. Про-

блема стресс-реактивности дыхательной системы по-прежнему остаётся актуальной 

в связи с недостаточной изученностью возрастных особенностей метаболических 

функций лёгких, в частности, свободнорадикального баланса лёгочной ткани в услови-

ях действия экстремальных факторов разного генеза. Цель настоящего исследования 

заключалась в изучении активности ферментативного звена антиоксидантной системы 

с одновременной оценкой уровня конечных и промежуточных продуктов перекисного 

окисления липидов и окислительной модификации белков лёгочной ткани крыс разного 

постнатального возраста при остром перегревании организма. 

Материалы и методы исследования. Исследования проводили на белых кры-

сах-самцах в четырёх сериях опытов: 1) неполовозрелые шестинедельного возраста; 

2) пятимесячного возраста; 3) двенадцатимесячного возраста; 4) старые, тридцатиме-

сячного возраста. Животные были разделены на следующие группы: интактные 
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(контроль) и животные, подвергавшиеся однократному действию высоких температур. 

Крыс содержали в стандартных условиях вивария при естественном освещении и сво-

бодном доступе к пище и воде. Тепловой стресс моделировали прогреванием животных 

в термостате в течение 40 мин. при 40 °С. Прогревание при такой температуре не при-

водит к обезвоживанию и гибели крыс, ректальная температура не изменяется или по-

вышается на 0,5–1,0 °С. Прогревание животного свыше этой температурной отметки 

приводит к тепловому шоку, обезвоживанию и гибели [23]. По окончании опытов крыс 

декапитировали под нембуталовым наркозом (в дозе 5 мг / 100 г массы тела внутри-

брюшинно), вскрывали грудную клетку и отпрепаровывали лёгкие для последующего 

биохимического анализа. Для подтверждения развития стресса определяли количество 

адреналина в крови по методу, основанному на колориметрическом определении ин-

тенсивности синего окрашивания, возникающего при взаимодействии адреналина с ре-

активом Фолина [28].  

С целью оценки ферментативного звена антиоксидантной системы лёгких опре-

деляли активность супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы. Активность СОД реги-

стрировали по интенсивности ингибирования источником фермента восстановления 

нитросинего тетразолия. Для этого навеску ткани 40 мг гомогенизировали в 2 мл фос-

фатного буфера (рН 7,8) с 0,05 М ЭДТА. Лизат получали, добавляя к 1 мл гомогената 

300 мл КН2РО4 и 0,5 мл смеси хлороформ: этанол (3 : 5). Обработку гомогената прово-

дили в ледяной бане с последующим центрифугированием при 6 000 об. / мин. в тече-

ние 15 мин. Работали с супернатантом. Реакционная смесь содержит 0,3–0,2 мл лизата, 

3 · 10
–3

 М мкм фенилметасульфата, 1,25 · 10
–5

 нитросинего тетразолия. В опытных 

и контрольных пробах реакцию запускали 0,10–0,15 мл 0,1 мМ НАД·Н. Инкубацию ве-

ли 10 мин. при 20–22 °С. Оптическую плотность регистрировали при 540 нм против 

смеси, содержащей все компоненты, кроме НАД·Н. За единицу активности СОД при-

нимали такое количество фермента, которое, будучи добавленным к смеси, уменьшает 

скорость неингибированной реакции на 50 % и выражается в удельных единицах ак-

тивности / 1 белка [29]. Активность каталазы определяли по методу М. А. Королюк 

и соавт. [12], основанном на способности перекиси водорода образовывать с солями 

молибдена стойкий окрашенный комплекс. Для этого к 2,0 мл 0,03%-го раствора пере-

киси водорода добавляли 0,1 мл гомогената ткани. В холостую пробу вместо гомогена-

та – 0,1 мл дистиллированной воды. В контрольную пробу вместо перекиси добавляли 

2,0 мл дистиллированной воды. Пробы инкубировали 10 мин. при 37 °С, затем останав-

ливали реакцию добавлением 1,0 мл 4%-го раствора молибдата аммония. Центрифуги-

ровали 10 мин. при 4 000 об. / мин. Оптическую плотность холостой и опытной проб 

измеряли против контроля при длине волны 410 нм. 

Для определения степени окислительной модификации белков ткани использо-

вали методику, основанную на реакции взаимодействия окисленных аминокислотных 

остатков белков с 2,4-динитрофенилгпдразином [9]. Оптическую плотность образовав-

шихся динитрофенилгидразонов измеряли при длине волны 540 нм. Перекисное окис-

ление липидов (ПОЛ) в гомогенатах ткани оценивали по содержанию в ткани конечно-

го продукта ПОЛ – малонового диальдегида (МДА), которое определяли тиобарбитуро-

вым методом [22]. Экстинцию проб измеряли на фотоэлектроколориметре при 532 нм. 

Уровень образующихся гидроперекисей липидов (ГПЛ) в лёгочной ткани определяли 

по методу В. Б. Гаврилова, Б. С. Мишкорудной [6]. Диеновые конъюгаты (ДК) опреде-

ляли по методике И. А. Волчегорского и соавт. [5]. Липидный экстракт получали до-

бавлением 5 мл смеси гептан-изопропиловый спирт (1 : 1) к 0,5 мл гомогената ткани. 

Экстрагирование проводили в течение 20 мин. на лабораторном встряхивателе с часто-

той 80 колебаний в минуту. Экстинцию измеряли при длине волны 232 нм. Измерения 

проводили на цифровом спектрофотометре Apel PD-303 (Япония). 
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Все экспериментальные данные подвергали статистической обработке с вычис-

лением средней арифметической, её ошибки и достоверности различий по t-критерию 

Стьюдента [13], используя лицензионный пакет прикладных программ статистического 

анализа Excel-2003 (Microsoft), Statistica 6.0 (StatSoft, Russia). 

Результаты исследования и их обсуждение. Анализ крови на содержание ад-

реналина подтвердил развитие стресс-реакции при перегревании животных всех воз-

растных групп. Уровень адреналина у крыс по сравнению с контролем достоверно по-

высился: у шестинедельных на 29,8 % (р ˂ 0,05), у пятимесячных – на 15 % (р ˂ 0,01), 

у двенадцатимесячных – на 39 % (р ˂ 0,001), у тридцатимесячных – на 42,8 % 

(р ˂ 0,001). Как показали результаты исследования, значения исходного уровня актив-

ности легочной СОД у крысят, пяти- и двенадцатимесячных половозрелых крыс соста-

вили 1,73–1,97 Ед/г, при этом максимальная активность фермента наблюдалась у годо-

валых животных (табл. 1). Обращает на себя внимание резкое снижение активности 

СОД на позднем этапе онтогенеза – значение этого показателя у старых крыс на 71 и 75 % 

ниже по сравнению со взрослыми пяти- и двенадцатимесячными крысами, соответ-

ственно. Наряду с этим активность лёгочной каталазы у интактных животных значи-

тельно и достоверно снижалась с возрастом. Максимальное значение активности фер-

мента наблюдалось у шестинедельных крысят и снижалось у пяти-, двенадцати- 

и тридцатимесячных животных на 42, 34 и 69,5 %, соответственно (табл. 1). Однократ-

ное действие высокой температуры вызвало разнонаправленные и разновыраженные 

изменения ферментативного звена системы антиоксидантной защиты лёгких. При тер-

мическом воздействии обнаружено снижение активности СОД лёгочной ткани у непо-

ловозрелых и старых животных, снижение активности лёгочной каталазы – только 

у шестинедельных крыс (табл.). 

 

Таблица 

Влияние теплового стресса на активность лёгочной супероксиддисмутазы 
и каталазы у крыс разных возрастных групп 

Показатель  
6 недель 5 месяцев 12 месяцев 30 месяцев 

Контроль  Стресс  Контроль  Стресс  Контроль  Стресс  Контроль  Стресс  

СОД, 

Ед/г 

1,82 ± 

0,18 

1,15 ± 

0,16
х
 

1,73 ± 

0,02 

0,83 ± 

0,05
* х

 

1,97 ± 

0,01 

2,08 ± 

0,01
*+ 

0,50 ± 

0,11
*+ х 

0,13 ± 

0,06
*+ х 

р ˂ 0,01 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,05 

Каталаза, 

мккат/л 

7,22 ± 

0,22
х 

6,19 ± 

0,35
+ 

4,22 ± 

0,26
* 

9,66 ± 

0,25
* х 

4,11 ± 

0,05
* 

6,32 ± 

0,06
+ 

2,20 ± 

0,12
*+ х 

4,42 ± 

0,04
*+ х 

р ˂ 0,05 ˂ 0,001 ˂ 0,001 ˂ 0,001 

Примечание: р дано в сравнении с контрольной группой; *р ˂ 0,050–0,001 

в сравнении с шестинедельными; 
+
р ˂ 0,050–0,001 в сравнении с пятимесячными;  

х
р ˂ 0,010–0,001 – в сравнении с двенадцатимесячными животными. 

 

Особенно выраженное стресс-индуцированное повышение активности показано 

для каталазы: на 130 % – у пятимесячных, 53 % – у годовалых и 101 % – у тридцатиме-

сячных животных по сравнению с контрольными значениями. Выраженная тенденция 

к стрессорному повышению активности СОД лёгких наблюдалась у взрослых двена-

дцатимесячных крыс (табл.).  
Наряду с изучением стресс- и возраст-зависимых изменений активности фер-

ментативных антиоксидантов проведена оценка интенсивности свободнорадикального 
окисления липидных и белковых компонентов лёгких разновозрастных крыс. В ходе 
эксперимента обнаружено выраженное усиление накопления в лёгочной ткани проме-
жуточных и конечных продуктов СРО липидов после воздействия высоких температур. 
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В ряду пяти-, двенадцати- и тридцатимесячных животных тепловое воздействие сопро-
вождается повышением уровня в лёгочной ткани гидроперекисей липидов, соответ-

ственно, на 27 % (р ˂ 0,001), 40 % (р ˂ 0,001) и 13 % (р ˂ 0,001), диеновых конъюгатов – 

на 75,5 % (р ˂ 0,001), 57 % (р ˂ 0,001) и 71 % (р ˂ 0,001). При этом у неполовозрелых 
шестинедельных крыс опытные значения этих показателей, напротив, снижались 
по сравнению с контролем на 35 % для ГПЛ (˂ 0,001) и 82,5 % для диеновых конъюга-

тов (˂ 0,001, рис. 1А, 2Б). Достоверное стресс-индуцированное усиление накопления 
МДА было характерно для всех возрастных групп животных (рис. 1Б). Усиление ско-
рости перекисной модификации белковых компонентов ткани лёгкого при действии 
высокой температуры также показано для всех возрастных групп, о чём свидетельству-
ет достоверное повышение концентрации динитрофенилгидразонов на 60, 50, 31,5 
и 58 %, соответственно, у шестинедельных, пяти-, двенадцати- и тридцати-месячных 
животных (рис. 2А). 
 

 
Рис. 1. Содержание диеновых конъюгатов (А) и малонового диальдегида (Б) в лёгочной 
ткани крыс разного постнатального возраста при тепловом стрессе. По оси ординат:  
А – Ед/мл экстракта ткани, Б – нмоль/0,05 г ткани. Пунктирная линия – контроль, 
сплошная – стресс 

 

 
Рис. 2. Изменения уровня перекисной модификации белков (А) и гидроперекисей  
липидов (Б) в лёгочной ткани разновозрастных крыс при моделировании теплового 
стресса. По оси ординат: А – нмоль образовавшихся динитрофенилгидразонов/ч,  
Б – условные единицы оптической плотности на 1 мг общих липидов в ткани.  
Пунктирная линия – контроль, сплошная – стресс 
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Обращает на себя внимание выявленный факт выраженных возрастных разли-

чий исходных значений показателей СРО. В частности, уровень ГПЛ в лёгких старых 

крыс был выше в два раза по сравнению с крысятами (˂ 0,001) и на 28–30 % выше  

(˂ 0,001) по сравнению со взрослыми животными (рис. 2Б). Это же наблюдалось 

и в отношении уровня МДА (рис. 1Б). В то же время скорость образования диеновых 

конъюгатов и динитрофенилгидразонов в лёгких животных контрольных групп имела 

выраженную тенденцию к снижению с возрастом (рис. 1А, 2А). 

Таким образом, результаты исследований демонстрируют усиление в условиях 

теплового стресса свободнорадикальных процессов в лёгочной ткани взрослых и ста-

рых крыс с одновременным угнетением активности СОД и повышением каталазной ак-

тивности. Лёгкие крысят оказываются более устойчивыми к стресс-индуцированному 

усилению образования промежуточных продуктов ПОЛ, в случае с уровнем диеновых 

конъюгатов и гидроперекисей липидов наблюдается достоверное его снижение после 

теплового воздействия. Повышение уровня МДА и динитрофенилгидразонов в лёгких 

стрессированных животных всех возрастных групп сопровождается усилением актив-

ности каталазы у взрослых и старых крыс и повышением активности СОД только 

взрослых двенадцатимесячных животных.  

При этом обнаружены возраст-зависимые изменения в активности ферментатив-

ного звена антиоксидантной системы лёгких интактных животных, которые заключа-

ются в резком снижении активности супероксиддисмутазы на этапе возрастной инво-

люции и значительном понижении с возрастом каталазной активности (табл.). Сопо-

ставляя эти данные с результатами изучения интенсивности СРО, можно заключить, 

что с возрастом угнетение активности ферментативных антиоксидантов сопровождает-

ся закономерным повышением уровня образования в ткани лёгкого, прежде всего, гид-

роперекисей липидов и малонового диальдегида.  

В целом, можно сделать заключение о разной направленности изменений активно-

сти СОД и каталазы в лёгких животных разного постнатального возраста в ответ 

на тепловое воздействие наряду с различной выраженностью интенсивности свободнора-

дикальных процессов. Полученные в данном исследовании результаты дополняют из-

вестные сведения как о существенном изменении с возрастом активности свободноради-

кальных процессов в организме животных, так и об органных особенностях их динамики.  

Проведенный анализ стресс-реактивности лёгких на модели термического воз-

действия показал ареактивность неполовозрелых, шестинедельных крыс по ряду пара-

метров, в том числе и наиболее показательно в отношении ПОЛ, наряду со сравнитель-

но высоким уровнем активности ферментативного звена антиоксидантной системы. 

Наверное, будет правильнее определить это как недостаточную зрелость реактивности 

к действующему фактору, фактически несформированную стресс-устойчивость живот-

ных на этом этапе онтогенеза, что, несомненно, связано с возрастными особенностями 

нейро-гормонально-метаболических механизмов регуляции.  

Полученные результаты согласуются с полученными ранее данными исследова-

ний на других моделях острого стресса, а также данными других авторов. Было выяв-

лено снижение функциональной активности альвеолярного выстилающего комплекса, 

накопление в лёгких липопротеидов низкой плотности, мобилизация фосфолипазы 

и выраженное усиление липидной пероксидации у взрослых, особенно половозрелых 

шестимесячных крыс при остром стрессе, который сопровождается относительной ста-

бильностью этих параметров у неполовозрелых крысят [18; 19]. Кроме того, показано, 

что в мозге старых крыс существенно снижена по сравнению с молодыми активность 

супероксиддисмутазы, тогда как уровни диеновых конъюгатов и ПОЛ не изменяются. 

В печени старых животных отмечено увеличение концентрации шиффовых оснований  

и продуктов перекисного окисления белков и значительное снижение активности  
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супероксиддисмутазы, при этом уровень диеновых коньюгатов и общая АОА в печени 

с возрастом не изменяются. В сыворотке крови увеличивается содержание продуктов 

ПОЛ и перекисного окисления белков у взрослых и старых животных по сравнению 

с молодыми.  

При исследовании липидного обмена и антиоксидантной системы ферментов 

в печени при остром стрессе в возрастном аспекте обнаружены: значительное повыше-

ние ПОЛ, нарушение метаболизма липидов, падение активности супероксиддисмутазы 

и каталазы, снижение активности глутатионзависимых ферментов (особенно в группах 

старых животных) [2; 24; 25]. Адаптация к экстремальным ситуациям у предпубертат-

ных животных обеспечивается, по-видимому, главным образом нервными механизма-

ми регуляции, а именно – симпатической нервной системой, выполняющей «аварий-

ные» функции и обеспечивающей в кротчайшие сроки мобилизацию резервов организ-

ма при стрессе, в то время как в более позднем онтогенезе первостепенное значение 

в реализации стресс-реакции на органном уровне имеют гуморальные факторы, приво-

дящие к длительным метаболическим перестройкам, направленным на адаптацию 

или же, например, в случае чрезмерно сильного и длительно действующего стрессора 

к необратимым патологическим изменениям органов и тканей. 
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