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Целью данного исследования является изучение влияния опиоидов на окислительный стресс 
и сфингозиновый путь активации апоптоза в почках. 

Одним из подходов к повышению активности системы эндогенных антиоксидантов может 
быть активация опиоидной системы. 

Эксперименты проводили на белых крысах 16—18-ти недельного возраста. У животных вы-
зывали ОПН путем пережатия почечной ножки в течение 30 минут. После забоя крыс проводили 
забор почечной ткани для определения содержания сфингомиелина, сфингозина, активности СОД, 
уровня фрагментированной ДНК. Даларгин вводили внутрибрюшинно в дозе 100 мкг/кг за 20 ми-
нут до формирования ОПН. 

Полученные нами данные показывают, что, помимо непосредственно антиоксидантного дей-
ствия при окислительном стрессе, даларгин, возможно, играет определенную роль в ингибирова-
нии метаболитов сфингомиелинового цикла и, соответственно, влиянии на апоптотическую гибель 
клеток. 

Ключевые слова: даларгин, сфингозин, опиоиды, фрагментированная ДНК. 

Многочисленные литературные данные указывают, что окислительный стресс 
может индуцировать апоптоз, в то время как антиоксиданты подавляют его. Од-
ним из важнейших компонентов антиоксидантной системы является супероксид-
дисмутаза (СОД). 

Синтетические антиоксиданты способны эффективно предупреждать повре-
ждения, возникающие при экспериментальной ишемии и реперфузии тканей, 
но многие антиоксиданты оказывают цитопротекторный эффект только при ис-
пользовании в очень больших дозировках. Например, ионол проявляет защитный 
эффект в дозе 50 мг/кг. 

На наш взгляд, одним из подходов к повышению активности системы эндо-
генных антиоксидантов может быть активация опиоидной системы. Широкая рас-
пространенность и многообразие функций опиоидов позволили отнести их к клас-
су регуляторных пептидов. В настоящее время на основе эндогенных пептидов 
интенсивно разрабатываются новые лечебные средства, применение которых по-
зволяет влиять на течение заболеваний. 

Так, спектр действия синтетического лей-энкефалина — даларгина — доволь-
но широкий и отражает функции регуляторных пептидов, направленные на под-
держание гомеостаза [2]. Препарат обладает гипотензивными, антистрессовыми, 
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антиишемическими, антигипоксическими и другими действиями. Полученные экс-
периментальные данные свидетельствуют о снижении даларгином летальности 
экспериментальных животных при почечных патологиях и является основанием 
рекомендовать его для лечения ОПН в условиях травматического шока [3]. Мож-
но предположить, что определенное воздействие, связанное с его антиоксидант-
ными свойствами, даларгин будет оказывать и на апоптоз. 

Генератором вторичных посредников, участвующих в регуляции апоптоза, 
является сфингомиелиновый цикл, основные компоненты которого — это сфин-
гомиелин, церамид, сфингозин и ферменты сфингомиелиназа и церамидаза. Окис-
лительный стресс, вызванный опосредованными воздействиями (цитокинами, 
ишемией — реперфузией) [14], способствует активации сфингомиелинового цик-
ла. Механизм этой активации до сих пор не изучен полностью, однако в настоя-
щее время в литературе появились сведения о зависимости активности сфингомие-
линазы от уровня окислительных процессов в клетке. 

Имеются литературные данные [10], демонстрирующие изменение содержа-
ния сфингомиелина, церамида и сфингозина в индукционной фазе ОПН. При этом 
показано, что ишемия вызывает повышение уровня сфингозина и церамида при-
близительно на 50% и предполагается важное значение их уровня в индукцион-
ной фазе и развитии постишемической ОПН. 

И хотя известно, что антиоксиданты, выступая в качестве ловушек активных 
форм кислорода, подавляют апоптоз, однако зависимость активности сфинго-
миелиназы от уровня окислительных процессов может быть значительно более 
сложная. Данные о влиянии опиоидов на уровень продуктов сфингомиелинового 
цикла в экспериментах in vivo вообще отсутствуют. Связь между уровнем сфин-
гозина и активностью СОД в почках in vivo в литературе нами также не обна-
ружена. 

Целью работы явилось определение характера влияния даларгина на содер-
жание сфингозина в почках, исследование связи между уровнем сфингозина и ак-
тивностью СОД, а также изучение влияния даларгина на апоптоз, индуцирован-
ный ишемией — реперфузией в почках. 

Методы исследования. Эксперименты проводили на белых крысах 16—18-
недельного возраста. У животных вызывали острую почечную недостаточность 
(ОПН) путем двухстороннего пережатия почечной ножки в течение 30 минут. Жи-
вотных забивали декапитацией после 30-минутной ишемии (контроль 2), а также 
на 1-е, 2-е и 3-и сутки. Затем проводили забор почечной ткани для определения 
содержания сфингомиелина, сфингозина, активности СОД, уровня фрагментиро-
ванной ДНК. 

Апоптоз, индуцированный ишемией — реперфузией, изучали морфологиче-
ски с проведением гистологического исследования с окрашиванием депарафини-
рованных срезов почечной ткани (Sigma) по Хехсту 33342 и по фрагментации ДНК 
клеток почек с использованием лизис-буфера и дифениламиновой детекции [6]. 

Даларгин (D-Ala-Leu-Arg6-enkephalin, Россия) вводили внутрибрюшинно в до-
зе 100 мкг/кг за 20 минут до формирования ОПН. Контрольным животным вво-
дили физиологический контроль. 
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Содержание сфингомиелина определяли поэтапно. Общую липидную фрак-
цию из почечной ткани извлекали по методу Фолча. Фосфолипидная фракция вы-
делялась методом осаждения ацетоном [5]. Сфингомиелины извлекали методом 
тонкослойной хроматографии. Количество сфингомиелина оценивали по содер-
жанию неорганического фосфата по методу Чена, используя хромогенный реа-
гент [4]. Оптическую плотность окрашенных растворов измеряли на спектрофо-
тометре СФ-46 при длине волны 700 нм. Содержание неорганического фосфата 
определяли по калибровочной кривой стандартного раствора КН2РО4. Концент-
рацию сфингомиелина выражали в пересчете на 1 мг белка. 

Количественное определение белка проводили при помощи биуретовой ре-
акции. 

Для определения свободных сфингоидных оснований в цитозольной фракции 
гомогената нами был модифицирован метод, описанный М.И. Прохоровой [7]. 
Вначале проводилась щелочная экстракция сфингоидных оснований диэтиловым 
эфиром. Количественное определение сфингозина проводили по методу Лауте-
ра—Трамса. Концентрацию сфингозина определяли по калибровочной кривой, 
используя стандартный раствор сфингозина (Ammersham). 

Активность СОД оценивали по способности фермента ингибировать накоп-
ление продукта аутоокисления адреналина в щелочной среде (рН = 10,65), погло-
щающего при 347 нм [9]. Методом дифференциального центрифугирования вы-
деляли митохондриальную фракцию. О величине активности СОД в гомогенате 
судили по степени ингибирования или активации скорости аутоокисления адре-
налина (% ингибирования или ед. активности). 

Статистическая обработка экспериментальных данных была проведена с ис-
пользованием t-критерия Стьюдента. 

Результаты исследования и их обсуждение. Довольно широко представле-
ны эксперименты с раскрытием молекулярных причин развития ОПН [10]. Так, 
характерной особенностью ишемического почечного повреждения является час-
тичный гидролиз мембранных фосфолипидов, сопровождающийся накоплением 
побочных продуктов. Один из них, арахидоновая кислота, может активировать 
сфингомиелиназу. Так, наиболее вероятным механизмом накопления сфингозина 
является ферментативный гидролиз церамида и сфингомиелина. Имеются интерес-
ные данные [1], указывающие, что в момент накопления сфингозина в ядрах на-
блюдается понижение содержания сфингомиелина и церамидов, которые могут 
быть источниками сфингозина. 

В связи с этим для определения наличия или отсутствия взаимосвязи актив-
ности СОД и уровня сфингозина проводили исследования содержания сфингоми-
елина в почках. 

В табл. 1 представлено изменение содержания сфингомиелина и сфингозина 
в клетках почек. Установлено, что в ходе эксперимента содержание сфингомие-
лина уменьшалось по сравнению с контролем. Так, уже через 30 минут отмечено 
снижение в 1,8 раза, на 1-е сутки — в 1,4 раза, на 2-е сутки — в 2,3 раза, на 3-и 
сутки — в 1,4 раза. 
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Таблица 1 

Изменение содержания сфингомиелина, сфингозина и активности СОД 
в почках при экспериментальной ОПН 

До введения даларгина Период наблюдений 

сфингомиелин, 
мкг/мг белка 

сфингозин, 
нг/мг белка 

СОД, 
% ингиб. 

Контроль І, n = 10 7,1 ± 0,3 20,4 ± 1,2 33,9 ± 0,8 

Контроль ІІ, n = 6 4,8 ± 0,5* 46,3 ± 3,6* 21,3 ± 0,8* 

1(е сутки ОПН, n = 6 5,3 ± 0,6* 34,2 ± 3,7* 12,5 ± 1,8* 

2(е стуки ОПН, n = 6 3,6 ± 0,4* 62,2 ± 8,5* 7,5 ± 1,1* 

3(и сутки ОПН, n = 6 5,7 ± 0,6* 36,6 ± 3,5* 14,8 ± 1,0* 

После введения даларгина 

Контроль ІІ, n = 6 — 25,3 ± 1,8** 22,1 ± 1,4 

1(е сутки ОПН, n = 6 — 22,1 ± 1,3** 23,4 ± 1,2** 

2(е стуки ОПН, n = 6 — 26,2 ± 3,7** 17,31 ± 1,3** 

3(и сутки ОПН, n = 6 — 24,2 ± 2,8** 26,3 ± 1,6** 

Примечание: * — достоверные различия с показателями контроля, p < 0,05. ** — достоверные разли(
чия с показателями групп ОПН, p < 0,05. 

При этом установлено, что в экспериментальных группах уровень сфингози-
на повышался с максимальным показателем на 2-е сутки развития ОПН. Следова-
тельно, противоположная динамика содержания сфингомиелина и сфингозина 
в клетках почек в группах ОПН свидетельствует об активации сфингомиелиназы 
и накоплении продуктов сфингомиелинового цикла. Так как наблюдаемое увели-
чение содержания сфингозина в клетках в ответ на ишемию — реперфузию про-
исходит в результате ферментативного расщепления церамида, а не за счет синтеза 
de novo, то источником активного церамида является только сфингомиелин, дру-
гие сфинголипиды при гидролизе генерируют церамиды, из которых не наблюда-
ется появление сфингозина. Известно, что в процессах пролиферации и апоптоза 
наиболее значимыми являются две изоформы фермента — кислая сфингомиели-
наза (локализована в лизосомах) и нейтральная (локализована в плазматической 
мембране). Поскольку сфингозин мы определяли в цитозольной фракции, то, ве-
роятно, наблюдалась активность именно этой изоформы фермента. 

Одновременно в почках происходило изменение активности СОД после раз-
вития ОПН в сторону снижения по сравнению с контрольной группой. Минималь-
ная активность антиоксидантного фермента наблюдалась на 2-е сутки, что совпа-
дает с максимумом накопления сфингозина. 

Введение даларгина вызывало достоверное снижение содержания сфингози-
на в почках по сравнению с группами чистой ОПН и достигало контрольных зна-
чений (рис. 1). В полном соответствии с антиоксидантными свойствами даларгина 
у подопытных животных по сравнению с группами чистой ОПН резко повыша-
лась активность СОД. Так, на 1-е сутки прослеживалось увеличение активации 
в 1,9 раза, на 2-е сутки — в 2,3 раза, на 3-и сутки — в 1,8 раза (рис. 2). В группе 
30-минтуной постишемии не наблюдалось достоверных изменений активности 
СОД, что можно объяснить реализацией эффекта опиоида не через рецепторный 
механизм. 
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Рис. 1. Влияние даларгина на содержание сфингозина в клетках почек 

 
Рис. 2. Влияние даларгина на активность СОД 

в почках при экспериментальной ОПН 

Имеются данные, что синтетический опиоид ингибирует свободнорадикаль-
ные процессы, очевидно, благодаря наличию в его структуре аргинина и тирози-
на, которые имеют антиоксидантные свойства [5]. Также механизм действия да-
ларгина можно связать с активацией некоторых регуляторных систем, например, 
системой оксида азота. 

В настоящее время нами ведутся исследования в этом направлении, которые 
доказывают, что синтетический лей-энкефалин способен активировать NO-синта-
зу в почках при ишемии — реперфузии. Аналогичные данные, но при нарушени-
ях миокарда, опубликованы в работе Т.Ю. Реброва и др. [8]. 

В наших исследованиях с предварительным введением даларгина характер 
изменения содержания сфингозина и активности СОД в почках был противопо-
ложным (табл. 1). 

В табл. 2 продемонстрирована взаимосвязь между этими параметрами с дос-
таточно высокими коэффициентами линейной корреляции. 

Таблица 2 

Матрица достоверных корреляционных связей 
между содержанием сфингозина, активностью СОД и фрагментацией ДНК 

в клетках почек при ишемии8реперфузии на фоне введения даларгина 

Типы корреляционных связей Коэффициент 
корреляции, rxy 

Вероятность 
корреляционных связей 

Сфингозин — супероксиддисмутаза –0,65 < 0,05 
Сфингозин — фрагм. ДНК +0,86 < 0,01 
Супероксиддисмутаза — фрагм. ДНК –0,95 < 0,001 
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Следует отметить, однако, что сама по себе выявленная закономерность необ-
ходима, но недостаточна для вывода о том, что состояние сфингомиелинового 
цикла зависит от состояния антиоксидантной системы в клетке. Несмотря на боль-
шой интерес к изучению основных компонентов этого цикла и к процессам влия-
ния различных факторов на их активность, лишь в последние годы установлено, 
что активность сфингомиелиназы связана с окислительной системой клетки. В ис-
следованиях, выполненных на клеточном уровне, было показано ингибирующее 
действие глутатиона на нейтральную сфингомиелиназу. Продемонстрировано, что 
синтетический антиоксидант ионол и СОД предотвращают апоптоз, вызванный 
активацией сфингомиелиназы липопротеинами низкой плотности. Поскольку наша 
модель ОПН сопровождается развитием окислительного стресса (ОС), то мож-
но предположить, что даларгин может влиять на активность сфингомиелинового 
цикла (уровень сфингозина) путем уменьшения количества активных форм кис-
лорода, а также изменения физико-химических свойств мембраны. Поэтому необ-
ходимо продолжить изучение связи между окислительным стрессом и активно-
стью сфингомиелинового сигнального пути. 

В настоящее время роль окислительного стресса в апоптозе является обще-
признанной, активные формы кислорода могут не только запускать этот процесс, 
но и генерироваться при протекании апоптоза, индуцированного иными, неокис-
лительными стимулами. Антиоксиданты, защищающие клетки от ОС, эффектив-
но подавляют апоптоз. Уровень сфингозина, играющего проапоптотическую роль 
при экспериментальной ОПН, под действием даларгина, как показано выше (см. 
рис. 1), в клетках почек снижается. Можно предположить, что данный опиоид, 
являясь антиоксидантом и подавляя активность сфингомиелинового цикла, будет 
также оказывать влияние и на апоптоз. 

Морфологические исследования подтвердили наличие апоптотических изме-
нений ядер в срезах почечной ткани при экспериментальной ОПН: конденсация 
ядерного хроматина и его расположение по периферии ядра в виде полуколец, 
уменьшение размеров ядер и фрагментации ядер. Данные о фрагментации ДНК, 
полученные дифениламиновым тестом, представлены на рис. 3. Видно, что вве-
дение даларгина ингибировало деградацию ДНК в экспериментальных группах, 
кроме второй контрольной группы, по сравнению с группами чистой ОПН. 

 

 
Рис. 3. Влияние даларгина на степень деградации ДНК 

в клетках почек при ишемии(реперфузии 
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По-видимому, ярко выраженное антиапоптотическое действие даларгина мо-
жет быть обусловлено как непосредственно его антиоксидантными свойствами, 
так и его влиянием на уровень сфингозина. В табл. 2 продемонстрирована взаи-
мосвязь между активностью СОД и фрагментацией ДНК (r = –0,95). Полученные 
нами результаты находятся в соответствии с литературными данными о проокси-
дантном действии сфингозина и с данными о защитном действии даларгина при 
ишемии — реперфузии. 

В литературе имеются многочисленные подтверждения защитной роли анти-
оксидантов в процессах апоптоза, в то же время данные о том, что даларгин мо-
жет защищать клетки от программируемой гибели, нами обнаружены не были. 
Показанное нами ингибирование даларгином апоптотической деградации ДНК, 
вызванной ишемией — реперфузией, может быть полезным для разработки так-
тики лечения ОПН. 

Выводы. Таким образом, полученные нами данные показывают, что помимо 
непосредственно антиоксидантного действия при окислительном стрессе даларгин, 
возможно, играет определенную роль в ингибировании метаболитов сфингомие-
линового цикла и, соответственно, влиянии на апоптотическую гибель клеток. 
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It was established that dalarginum injection before AKF (acute kidney failure) formation prevented 
decrease of the contents sphingosine and fragmentations DNA, increas of SOD (superoxiddismutase) in 
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The probability of correlation connection between at the activation of sphingomyelin cycle and 
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