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АННОТАЦИЯ 

Обоснование. Гипоксия является фактором развития множества заболеваний, в том числе, 

может являться причиной мужского бесплодия. Молекулярные основы патогенеза при  

гипоксии могут служить основой для разработки методов лечения и коррекции.  

Цель. Разработка модели хронической нормобарической гипоксии у лабораторных  

животных.  

Материалы и методы. Эксперимент выполнен на 32 половозрелых самцах крыс сток 

Wistar массой тела 200–280 г. Животные были разделены на 2 экспериментальные группы 

и контроли к ним. В первой экспериментальной модели использовали модель острой  

нормобарической гипоксии с гиперкапнией однократно по методике М. В. Кораблевой и  

П. И. Лукиенко (1976) в модификации Н. Д. Авсеенко, во второй — модель хронической 

гипоксии по методике острой нормобарической гипоксической гипоксии с гиперкапнией в 

нашей модификации: животные помещались в герметичную камеру, объёмом 1,2 литра, 

подключенную к газоанализатору, и находились там до достижения 10% содержания кис-

лорода в воздухе. Животных групп контроля помещали в вентилируемые камеры. Экспери-

мент проводили ежедневно в течение 14 дней. Определяли активность цитохромоксидазы 

(ЦО), лактатдегидрогеназы (ЛДГ) и супероксиддисмутазы (СОД) в митохондриальной 

фракции семенных пузырьков и эпидидимиса.  

Результаты. При моделировании острой нормобарической гипоксии активность  

изучаемых ферментов не показала статистически значимых изменений. В эксперименте  

с хронической нормобарической гипоксией активность СОД и ЦО достоверно снижалась 

во всех изучаемых тканях, а активность ЛДГ — только в тканях головки эпидидимиса.  

Заключение. Изменение активности ключевых ферментов метаболизма митохондрий  

свидетельствует о происходящей адаптации к условиям гипоксии на клеточном и  

субклеточном уровнях, что доказывает эффективность описываемой модели для дальней-

шего использования в исследованиях. 
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ABSTRACT 

BACKGROUND: Hypoxia is a factor of development of many diseases, and, among other things, 

may be the cause of male infertility. The molecular basis of pathogenesis in hypoxia can serve a 

basis for the development of methods of treatment and correction.  

AIM: development of a model of chronic normobaric hypoxia in laboratory animals.  

MATERIALS AND METHODS: The study involved 32 mature male rats of Wistar line of  

200–280 g mass. The animals were divided to 2 experimental groups and their control groups.  

In the first experimental model, a model of acute normobaric hypoxia with hypercapnia was used 

one time according to the method of M. V. Korableva and P. I. Lukienko (1976) in modification 

of N. D. Avseenko, in the second — a model of chronic hypoxia according to the method of acute 

normobaric hypoxic hypoxia with hypercapnia in our modification: the animals were placed in a 

hermetically closed chamber of 1.2 liter volume connected to the gas analyzer, and stayed there 

until the content of oxygen in the air decreased to 10%. Animals of the control groups were placed 

in ventilated chambers. The experiment was performed daily for 14 days. The activity of  

cytochrome oxidase (CO), lactate dehydrogenase (LDH) and superoxide dismutase (SOD) in the 

mitochondrial fraction of seminal vesicles and epididymis was determined.  

RESULTS: In modeling of acute normobaric hypoxia, the activity of the studied enzymes did not 

show statistically significant changes. In an experiment with chronic normobaric hypoxia, the  

activity of SOD and CO was significantly reduced in all the studied tissues, and the activity of 

LDH — only in the tissues of the epididymis head.  

CONCLUSION: Changes in the activity of key enzymes of mitochondrial metabolism indicate 

the adaptation to hypoxia at the cellular and subcellular levels, which proves the effectiveness of 

the described model for further use in research. 
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Обоснование 

По оценкам ВОЗ в мире более 48 млн 

пар, что составляет примерно 15%, явля-

ются бездетными по причине бесплодия. В 

50% случаев бездетности причиной явля-

ется только женское бесплодие, в 25% — 

только мужское и в 25% — и мужское и 

женское. Так, на мужское бесплодие при-

ходится около 50% случаев бездетности 

гетеросексуальных пар [1]. Часто, причи-

ной мужского бесплодия становится недо-

статок спермы или её качество: нарушение 

формы и подвижности сперматозоидов, их 

жизнеспособность. В свою очередь эти 

факторы зависят от процессов, протекаю-

щих при созревании сперматозоидов и 

формировании спермы во время эякуля-

ции. Например, причиной развития муж-

ского бесплодия могут служить расстрой-

ства кровообращения в малом тазу [2], что 

неизбежно приводит к тканевой гипоксии. 

Нарушение газоснабжения тканей 
может быть следствием травм, ношения 
неудобной тесной одежды, постоянного 
пребывания в плохо вентилируемых, душ-
ных помещениях, курение, в том числе и 
пассивное, вдыхание воздуха, загрязнен-
ного выхлопными газами, дымом, продук-
тами горения топлива или иных веществ 
при приготовлении пищи, при обогреве 
помещений, при сжигании мусора и т. д. 
Часто люди испытывают недомогания, го-
ловные боли, отмечают быструю утомля-
емость и снижение работоспособности, не 
подозревая, что эти симптомы указывают 
на кислородное голодание тканей мозга, 
сердечно-сосудистой, мышечной си-
стемы. Частое влияние гипоксии может 
привести не только к ухудшению само-
чувствия, но и стать причиной серьёзных 
проблем со здоровьем. 

Гипоксия и механизмы адаптации к 

ней являются одной из самых обсуждае-

мых тем в научном мире. Понимание кле-

точной регуляции адаптации к дефициту 

кислорода и механизмов патогенеза при 

гипоксии приобретает особую значимость 

при изучении патологических состояний 

и способов их коррекции [3]. Например, 

помимо участия гипоксии в развитии 

мужского бесплодия, антенатальная гипо-

ксия является одним из факторов развития 

болезни Альцгеймера [4], недостаток кис-

лорода неизбежно сопровождает и ослож-

няет течение патологий лёгочной системы 

[5–8]. Исследование изменений в тканях 

мужской репродуктивной системы в усло-

виях гипоксии имеет большое клиниче-

ское значение, позволяя расширить пони-

мание причин мужского бесплодия, уста-

новить изменения на клеточном и молеку-

лярном уровнях, происходящие во время 

сперматогенеза, ответить на вопрос, какие 

процессы вносят вклад в развитие патоло-

гии; способствует поиску способов улуч-

шения состояния организма, мишеней для 

терапии, даёт возможность усовершен-

ствовать существующие методики профи-

лактики и лечения. 

В связи с вышеизложенным, изуче-

ние влияния кислорода и молекулярных 

механизмов адаптации к гипоксии оста-

ётся актуальным, несмотря на большой 

объём накопленных данных. Для этих це-

лей разработано несколько моделей гипо-

ксии на лабораторных животных. Наибо-

лее распространенными является модели 

гипобарической гипоксии [9]: острой (или 

однократной) и хронической (или пролон-

гированной, курсом 14 дней [10]). Подоб-

ные модели хорошо воспроизводимы, но, 

за редким исключением, не встречаются в 

живой природе и в жизни человека в том 

числе. Гораздо чаще человек сталкивается 

с ситуацией нехватки кислорода и нараста-

ния концентрации углекислого газа в окру-

жающей его среде. Известно, что феноти-

пически популяцию крыс можно разделить 

на 2 группы: высокоустойчивые к гипо-

ксии и низкоустойчивые, что может послу-

жить фактором искажения результатов. 

Традиционно условия экспериментов по 

моделированию гипобарической хрониче-

ской гипоксии предполагают содержание 

животных в разреженном воздухе фикси-

рованное количество времени, но при этом 

не учитываются их индивидуальные мета-

болические особенности: устойчивость к 

гипоксии, масса животного, состояние ак-

тивности на момент эксперимента, 
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скорость адаптации к условиям экспери-

мента и т. д. Поэтому подбор условий мо-

делирования гипоксии должен произво-

диться индивидуально для каждой особи. 

Моделирование острых форм гипоксии, 

как гипо- так и нормобарической, часто 

сводятся к определению процента вы-

живших животных, что означает высо-

кую смертность животных при экспери-

менте [11]. Несмотря на развивающиеся 

изменения кислотно-основного равнове-

сия [12] и состава крови у испытуемых 

однократное воздействие гипоксии не 

приводит к устойчивому метаболиче-

скому ответу организма. 

Ещё одним условием эксперимента, 

помимо давления и длительности, может 

служить уровень кислорода во вдыхаемом 

воздухе. Критическим для здоровья явля-

ется уровень кислорода в 12%, постоянное 

пребывание в таких условиях вызывает не-

обратимые изменения функционирования 

организма, вплоть до летального исхода. 

Ряд работ описывает кратковременное ис-

пользование газовых смесей, в которых 

уровень кислорода во вдыхаемом воздухе 

составлял 10%, для формирования адапта-

ции к гипоксии [13, 14]. 

Помимо снижения уровня кислорода 
сигналом к развитию адаптации служит 
нарастание углекислого газа. Существуют 
свидетельства о том, что гиперкапния явля-
ется большим стимулом для метаболиче-
ских изменений, чем только гипоксия [15].  

Проанализировав достоинства и не-
достатки имеющихся современных моде-
лей гипоксии для лабораторных живот-
ных, а также, изучив накопленные данные 
о применении гипоксии в качестве терапии 
или тренировки у человека, нами была по-
ставлена цель. 

Цель. Разработать модель хрониче-

ской нормобарической гипоксии для 

оценки ее адаптогенных эффектов по актив-

ности митохондриальных ферментов в тка-

нях репродуктивных органов самцов крыс. 

Материалы и методы 

Эксперимент выполнен на 32 поло-

возрелых самцах крыс сток Wistar массой 

тела 200–280 г, которые содержались в 

стандартных условиях вивария на базе 

ФГБОУ ВО РязГМУ Минздрава России. 

Работа с животными осуществлялась в со-

ответствии с «Европейской конвенцией о 

защите позвоночных животных, использу-

емых для экспериментальных и других 

научных целей» (Страсбург, 1986), Прика-

зом МЗ РФ от 1 апреля 2016 г. № 199н  

«Об утверждении Правил надлежащей ла-

бораторной практики» и Приказом МЗ 

СССР от 12.08.1977 г. № 755 «О мерах по 

дальнейшему совершенствованию органи-

зационных форм работы с использованием 

экспериментальных животных». Живот-

ные были разделены на четыре группы по 

8 особей в каждой. Группа 1 — животные, 

подвергшиеся воздействию острой нормо-

барической гипоксии с гиперкапнией од-

нократно по методике М. В. Кораблевой и 

П. И. Лукиенко (1976) в модификации  

Н. Д. Авсеенко [12]. Для этого каждое жи-

вотное помещалось в герметичную камеру 

объёмом 1000 мл на 30 минут. Содержание 

кислорода и углекислого газа контролиро-

валось с помощью многоканального газо-

анализатора МАГ-6-П-К (О2, СО2). Группа 

2 — животные, повторяющие условия экс-

перимента аналогично группе 1 в вентили-

руемой камере. Группа 3 — животные, 

подвергшиеся воздействию хронической 

нормобарической гипоксии по методике 

острой нормобарической гипоксической 

гипоксии с гиперкапнией у мышей  

(М. В. Кораблев и П. И. Лукиенко (1976) 

[12] в нашей модификации [16]. Животных 

помещали в герметичную камеру (размер 

Д × Ш × В: 10,5 × 10,5 × 11 см), объемом 

1,2 л, подключенную к многоканальному 

газоанализатору МАГ-6-П-К (О2, интервал 

измерения 0–100%), до тех пор, пока уро-

вень кислорода в камере с животным не 

снижался до 10% [14]. Сеансы повторяли 

ежедневно, в течение 14 дней. Группа 4 — 

животные, которые повторяли условия 

эксперимента, аналогичные группе 3, но 

помещались в вентилируемую камеру. 

Крыс выводили из эксперимента под 

наркозом (смесь «Золетил 100» и «Ксила-

нит» в дозировке 6 мг/кг массы тела 
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животного одноразовым инсулиновым 

шприцем внутримышечно) сразу после 

окончания процедур. Далее отбирали се-

менные пузырьки и эпидидимис, из кото-

рых получали гомогенаты с помощью го-

могенизатора PotterS (Sartorius AG, Герма-

ния) в Трис-HCl буфере pH = 7,4, содержа-

щем 0,25 М раствор сахарозы, в соотноше-

нии 1 часть ткани к 9 частям буфера. Все 

процедуры проводили при температуре не 

выше 4°С. Полученные гомогенаты цен-

трифугировали дважды: по 15 минут при 

3000 g для осаждения ядер и неразрушен-

ных клеток и при 14 000 g для осаждения 

митохондрий. Осадок ресуспензировали в 

среде выделения и использовали в каче-

стве материала для исследования. 

Активность цитохромоксидазы, в 

условных единицах на мг белка в пробе, 

определяли кинетическим методом по ско-

рости изменения оптической плотности 

раствора цитохрома с [17], в нашей моди-

фикации [Марсянова Ю. А., Звягина В. И. 

Методика определения активности цито-

хромоксидазы в гомогенатах тканей. 

ФГБОУ ВО РязГМУ Минздрава России, 

Рационализаторское предложение № 1414 

от 12.12.2019], лактатдегидрогеназы 

(ЛДГ), в условных единицах на мг белка в 

пробе, с помощью набора«ЛДГ-2-ОЛЬ-

ВЕКС» оптимизированным кинетическим 

методом по скорости окисления НАДН в 

НАД+, супероксиддисмутазы (СОД),в 

условных единицах на мг белка в пробе, 

где за одну условную единицу принимали 

величину % ингибирования скорости реак-

ции аутоокисления кверцетина в присут-

ствии материала за 1 минуту [18]. В каж-

дой пробе определяли концентрацию об-

щего белка по методу Лоури с помощью 

набора «ЭКО Сервис КлиниТест-БЛ». Ста-

тистическую обработку данных проводили 

с помощью программ «Microsoft Excel 

2013» и Stat Soft Statistica 12. Нормаль-

ность распределения определяли с помо-

щью критерия Шапиро–Уилка. Для оценки 

уровня значимости в группах, где выборка 

данных подчинялась нормальному закону 

распределения, использовали параметри-

ческий t-критерий Стьюдента для незави-

симых групп и параметрический парный 

критерий Стьюдента для зависимых. Если 

распределение не соответствовало нор-

мальному хотя бы в одной из групп срав-

нения использовали непараметрический 

U-критерий Манна–Уитни для независи-

мых групп и непараметрический T-крите-

рий Уилкоксона для зависимых. Уровень 

различий считали статистически значи-

мым при вероятности ошибки p < 0,05. 

Результаты 

Время достижения критических  

значений уровней газов в вдыхаемом  

воздухе достоверно снижалось на 14 день 

эксперимента по сравнению с первым  

(рис. 1, 2): t1(O2) = 13,18 [12,55; 13,55]  

мин, t1(СO2) = 4,62 [4,35; 5,25] мин;  

t14(O2) = 9,54 [9,14; 11,54] мин, р = 0,036,  

t14(СO2) = 3,41 [3,23; 3,97] мин, р = 0,012. 

Моделирование острой гипоксии не 

повлияло на изменение активности изуча-

емых ферментов (табл. 1). Наблюдалось 

достоверное снижение активности супе-

роксиддисмутазы и цитохромоксидазы в 

митохондриальной фракции всех исследу-

емых тканей, и снижение активности лак-

татдегидрогеназы в митохондриях головки 

эпидидимиса. 

Обсуждение 

Продолжительность пребывания жи-

вотного в камере ограничивалась только 

содержанием кислорода и являлась инди-

видуальной характеристикой. В среднем 

для достижения 10%-го уровня O2 требова-

лось 14–18 минут. Так как известно, что 

критически допустимым для кратковре-

менного пребывания считается уровень 

кислорода во вдыхаемом воздухе — 12%, а 

углекислого газа — 3%, мы выбрали эти 

значения в качестве целевой точки, по вре-

мени достижения которой можно судить 

об адаптационных возможностях орга-

низма. Эксперимент по моделированию 

хронической гипоксии показал, что живот-

ным к последнему дню эксперимента тре-

буется меньше времени для достижения 

критических точек по сравнению с первым 

днём (рис. 1, 2). Возможно, одним из 
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эффектов адаптации является ускоренное 

и более эффективное потребление кисло-

рода некоторыми тканями [19], а также 

увеличение количества гемоглобина и ско-

рости насыщения его кислородом [20]. 

Из приведённых данных (табл. 1) 

видно, что модель острой нормобариче-

ской гипоксии не приводит к изменению 

активности митохондриальных фермен-

тов. Очевидно, что однократное воздей-

ствие стрессового фактора не является до-

статочным стимулом для формирования 

метаболического ответа, включающего су-

щественную перестройку работы клеточ-

ных структур и изменение интенсивности 

обмена веществ. 

 

 

 
 

Рис. 1. Изменение содержания кислорода в ходе эксперимента по моделированию  

хронической гипоксии. 
 
 

 
 

Рис. 2. Изменение содержания углекислого газа в ходе эксперимента по моделированию 

хронической гипоксии. 
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Таблица 1. Показатели активности ферментов при развитии острой и хронической  

гипоксии, Me [Q1; Q3] 

Ткань Показатель 

Группа 1:  

острая  

гипоксия 

Группа 2:  

контроль  

к группе 1 

Группа 3:  

хроническая  

гипоксия 

Группа 4:  

контроль  

к группе 3 

С
ем

ен
н

ы
е 

п
у

зы
р

ь
к

и
 СОД, у.е./мг 

белка 

34,16  

[16,64; 65,04] 

31,00  

[26,49; 39,68] 

6,32  

[5,19; 7,46] 

33,85  

[28,20; 45,31] 

p1,2 = 0,71 p3,4 = 0,000014 

ЦО, у.е./мг белка 

1,54  

[0,99; 1,80] 

0,87  

[0,31; 1,30] 

0,31 

[0,25; 0,42] 

1,34 

 [1,14; 1,72] 

p1,2 = 0,16 p3,4 = 0,00059 

ЛДГ, у.е./мг 

белка 

798  

[602; 1146] 

511  

[408; 777] 

1124  

[1003; 1379] 

798  

[602; 1146] 

p1,2 = 0,22 p3,4 = 0,21 

Г
о

л
о

в
к

а
  

эп
и

д
и

д
и

м
и

с
а

 

СОД, у.е./мг 

белка 

45,15  

[32,60; 66,67] 

39,66  

[35,25; 49,24] 

8,18  

[5,57; 11,15] 

36,83  

[34,15; 44,34] 

p1,2 = 0,54 p3,4 = 0,000014 

ЦО у.е./мг белка 

1,26  

[0,86; 1,60] 

0,97  

[0,54; 2,34] 

0,34  

[0,26; 0,49] 

0,89  

[0,64; 1,04] 

p1,2 = 0,64 p3,4 = 0,011 

ЛДГ у.е./мг 

белка 

3015  

[1378; 4029] 

1356  

[688; 1906] 

804  

[709; 977] 

3382  

[1659; 4088] 

p1,2 = 0,051 p3,4 = 0,0014 

Х
в

о
ст

  

эп
и

д
и

д
и

м
и

с
а

 

СОД, у.е./мг 

белка 

60,37  

[35,03; 70,49] 

33,96  

[27,16; 40,55] 

8,64  

[6,15; 13,69] 

37,84  

[17,63; 40,98] 

p1,2 = 0,052 p3,4 = 0,018 

ЦО у.е./мг белка 

1,36  

[0,99; 1,48] 

0,96  

[0,76; 1,45] 

0,54  

[0,36; 0,64] 

1,23  

[0,91; 2,21] 

p1,2 = 0,37 p3,4 = 0,032 

ЛДГ у.е./мг 

белка 

2732  

[1591; 3140] 

1896  

[1281; 2832] 

2882  

[2394; 3529] 

2732  

[1592; 3140] 

p1,2 = 0,75 p3,4 = 0,37 

 

На фоне моделирования хронической 

нормобарической гипоксии наблюдается 

развитие адаптационных изменений на 

уровне ферментов митохондрий. Постоян-

ные «тренировки» пребывания в гипокси-

ческих условиях вызывают снижение по-

требности тканей к кислороду. Это выража-

ется в уменьшении активности цитохро-

моксидазы, для которой кислород является 

субстратом, и уменьшении активности су-

пероксиддисмутазы, что указывает на по-

ниженную потребность тканей в утилиза-

ции активных форм кислорода. Логично 

предположить, что снижение активности 

цитохромоксидазы является причиной 

уменьшения потребления кислорода иссле-

дуемыми тканями, что в свою очередь отра-

зилось на скорости накопления активных 

форм кислорода и повлекло за собой сниже-

ние активности СОД. Такие изменения в 

метаболических путях могут быть особенно 

полезными при реоксигенации, когда осо-

бенно высок риск образования АФК. 

Наблюдаемое уменьшение активно-

сти ЛДГ в головке эпидидимиса может сви-

детельствовать о перестройке метаболиче-

ских путей использования пирувата и лак-

тата. Общеизвестно, что при гипоксии 

наблюдается снижение окисления НАДН и 

накопление НАД+ митохондриями, этот фе-

номен может служить объяснением умень-

шению активности лактатдегидрогеназы, 
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которая в условиях недостаточности окис-

ленной формы НАД становится неспособ-

ной к участию в подключении лактата в ка-

честве энергетического ресурса. 

Выводы 

Изменения показателей активности 

ключевых митохондриальных фермен-

тов, произошедшие в тканях под влия-

нием хронической нормобарической ги-

поксии, имеют высокий уровень значи-

мости, что свидетельствует о происходя-

щей адаптации к условиям гипоксии на 

клеточном и субклеточном уровнях и 

позволяет рассматривать данную мето-

дику в качестве экспериментальной мо-

дели для дальнейшего использования в 

исследованиях. Разработанная модель ги-

поксии может быть использована для 

изучения молекулярных основ наруше-

ний, возникающих при гипоксии, адапта-

ции к ней, влияния антигипоксантов и по-

иска новых лекарственных средств для 

лечения и профилактики. 

При гипоксических тренировках 

наблюдается уменьшение времени, требу-

емого для достижения критического 

уровня кислорода и углекислого газа в гер-

метичной камере, что может свидетель-

ствовать о увеличении потребления кисло-

рода. Однако в исследуемых тканях 

наблюдается снижение активности основ-

ных ферментов митохондрий — цитохро-

моксидазы и сукцинатдегидрогеназы. 
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