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Резюме.

Цель – оценить уровень образования оксида азота (NO), интенсивность процессов перекисного окисления ли-

пидов (ПОЛ) в сыворотке крови и уровень системного воспаления низкой интенсивности, а также определить 

артериальное давление (АД) у крыс, матери которых подвергались действию стрессоров во время беременности.

Материал и методы. Из беспородных беременных крыс (180-220 г) сформировали две группы по 10 животных в 

каждой. Крыс группы «Стресс» в различные дни беременности подвергали голоданию в течение суток, контакту 

с экскрементами кошек в течение суток и 20-минутной иммобилизации в воде (t°=23±2); у второй группы («Кон-

троль») беременность развивалась в нормальных условиях. У 3-месячного потомства в сыворотке крови опре-

деляли концентрацию нитратов/нитритов (NO
3

-/NO
2

-), эндотелиальной и индуцибельной изоформ NO-синтазы 

(eNOS и iNOS соответственно), асимметричного диметиларгинина (АДМА), диеновых конъюгатов (ДК), мало-

нового диальдегида (МДА), С-реактивного белка (hsСРБ), а также измеряли АД.

Результаты. Действие стрессоров в пренатальном периоде способствовало повышению АД, увеличению концен-

трации iNOS, СРБ и МДА без статистически значимых изменений уровня NO
3

-/NO
2

- в сыворотке крови 3-месяч-

ных крыс обоих полов. У самцов (но не самок), чьи матери подвергались действию стрессоров во время беремен-

ности, также выявлено снижение концентрации eNOS и повышение содержания АДМА и ДК в сыворотке крови.

Заключение. Нарушения системы синтеза NO у пренатально стрессированных крыс имеют половые особенности. У 

3-месячного потомства, родившегося от крыс, которые подвергались действию стрессоров во время беременности, 

повышается интенсивность ПОЛ,  развивается системное воспаление низкой интенсивности и повышается АД.

Ключевые слова: пренатальный стресс, оксид азота, NO-синтаза, асимметричный диметиларгинин, перекисное 

окисление липидов, системное воспаление низкой интенсивности, артериальное давление.

Abstract.

Objectives. To assess the level of nitric oxide (NO) production, intensity of the lipid peroxidation (LPO) processes in the 

blood serum and the low grade inflammation level as well as to measure the blood pressure (BP) in rats whose mothers 

were exposed to the impact of stressors during pregnancy.

Material and methods. Outbred pregnant rats (180-220 g) were devided into 2 groups, 10 animals in each. Pregnant rats 

out of «stress» group underwent the influence of different types of stress factors: fasting during the day, contact with 

cats’ excrements during the day and 20 minute immobilization in water (t=23±2); while pregnancy in the second group 

of rats developed in normal conditions («control»). Serum concentration of nitrates / nitrites (NO
3

-/NO
2

-), endothelial 

and inducible isoforms of NO-synthase (eNOS and iNOS, respectively), asymmetric dimethylarginine (ADMA), diene 

conjugates (DC), malondialdehyde (MDA), C-reactive protein (hsCRP) and BP were determined in 3-month-old offspring.

Results. Stressors exposure in the prenatal period led to the increase in blood pressure, iNOS, hsCRP and MDA 

concentration without any statistically significant changes of the level of NO
3

-/NO
2

- in the blood serum of both male and 
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female rats. In male rats (but not females), whose mothers were exposed to stress during pregnancy, the decrease in the 

level of eNOS and the increase in the content of ADMA and DC in the blood serum were revealed.

Conclusions. Disorders of the NO synthesis system in prenatally stressed rats have sexual features. In 3-month offspring 

of rats, which were exposed to the impact of stressors during pregnancy, lipid peroxidation intensity and blood pressure 

were increased and systemic low-grade inflammation developed.

Key words: prenatal stress, nitric oxide, NO-synthase, asymmetric dimethylarginine, lipid peroxidation, systemic low 

grade inflammation, arterial blood pressure.

Представления о функции эндотелия, его 

роли в поддержании структурного гомеостаза со-

судистой стенки претерпели значительные изме-

нения в 80-х годах XX века, когда эндотелиоциты 

стали рассматриваться не только как барьерные 

клетки, но и как эндокринный «орган», необходи-

мый для правильного функционирования сердеч-

но-сосудистой системы. Важным открытием в это 

же время стало обнаружение фактора релаксации 

эндотелия, которым впоследствии оказался оксид 

азота (NO) [1]. Дефицит NO как проявление эндо-

телиальной дисфункции является важным звеном 

патогенеза различных форм патологии сердца и 

сосудов: атеросклероза, артериальной гипертен-

зии, сахарного диабета, патологии почек и др. [2]. 

Важно, что, согласно теории Barker D. (1998) [3], 

патология сердечно-сосудистой системы может 

быть «запрограммирована» во внутриутробном 

периоде при условии воздействия неблагоприят-

ных факторов на организм во время беременно-

сти. Функционирование системы продукции NO 

у организмов, чьи матери подвергались действию 

стрессоров во время беременности, изучено не-

достаточно.

Цель работы – оценить уровень образова-

ния оксида азота (NO), интенсивность процессов 

перекисного окисления липидов (ПОЛ) в сыво-

ротке крови и уровень системного воспаления 

низкой интенсивности, а также определить арте-

риальное давление (АД) у крыс, матери которых 

подвергались действию стрессоров во время бе-

ременности.

Материал и методы

Эксперименты на животных проводи-

лись в соответствии с требованиями Женевской 

конвенции «International Guiding Principals for 

Biomedical Involving Animals» (Geneva, 1990). 

Для получения потомства были отобраны бес-

породные самки и самцы Rattus Muridae, находя-

щиеся в стандартных условиях вивария и полу-

чающие стандартный рацион питания. Самцов и 

самок высаживали в клетки в соотношении 1:1. 

После наступления беременности, о чем свиде-

тельствовало обнаружение сперматозоидов во 

влагалищном мазке самки, самцы были отсаже-

ны, из самок методом случайного выбора сфор-

мировали две группы: «Контроль» и «Стресс». 

Для моделирования стрессовой ситуации исполь-

зовали модель хронического непредсказуемого 

стресса. Крыс группы «Стресс» со 2-го по 16-й 

день беременности подвергали различным видам 

стрессорных воздействий. Во 2-й, 9-й и 16-й дни 

крыс лишали пищи в течение суток, обеспечи-

вая свободный доступ к воде. В 4-й и 11-й дни 

воспроизводили иммобилизационный стресс, 

фиксируя животных в вертикальном положе-

нии в пластиковом пенале, заполненном водой 

(t=23±2°C), до уровня шеи, в течение 20 минут. 

В 6-й и 13-й дни имитировали присутствие хищ-

ника (контакт с экскрементами кошек в течение 

одних суток) [4]. У предварительно адаптирован-

ного в течение 2 недель 3-месячного потомства 

неинвазивным методом с использованием датчи-

ка-манжетки (NIBP, Panlab), располагавшегося в 

проекции хвостовой артерии, измеряли частоту 

сердечных сокращений (ЧСС), систолическое 

(САД) и диастолическое (ДАД), а также среднее 

артериальное давление (СрАД).

В сыворотке крови половозрелого по-

томства определяли концентрацию стабильных 

продуктов деградации оксида азота – нитратов/

нитритов (NO
3

-/NO
2

-) методом, основанным на 

восстановлении нитратов до нитритов цинковой 

пылью в щелочной среде в присутствии аммиач-

ного комплекса сульфата меди, с последующим 

фотометрическим определением нитрит-ионов с 

помощью реакции Грисса при длине волны 520 

нм [5]. Концентрацию диеновых конъюгатов 

(ДК) и малонового диальдегида (МДА) в сыво-

ротке крови также определяли спектрофотоме-

трически [6, 7].

Методом иммуноферментного анализа в 
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сыворотке крови 3-месячного потомства опреде-

ляли: 

(1) концентрацию эндотелиальной NO-

синтазы (eNOS) с использованием набора Cloud-

Clone Corp. (SEA868Ra ELISA Kit for Nitric Oxide 

Synthase 3, Endothelial, NOS3). Минимальная 

определяемая концентрация eNOS составляла 

0,65 нг/мл. Оптическую плотность в исследуемой 

среде определяли при длине волны 450±10 нм; 

(2) концентрацию индуцибельной NO-

синтазы (iNOS) с использованием набора Cloud-

Clone Corp. (SEA837Ra ELISA Kit for Nitric Oxide 

Synthase 2, Inducible, NOS2). Минимальная опре-

деляемая концентрация iNOS составляла 0,62 нг/

мл. Оптическую плотность в исследуемой среде 

определяли при длине волны 450±10 нм; 

(3) содержание асимметричного димети-

ларгинина (АДМА) с использованием набора 

Bioassay Technology Laboratory (EA0008Ra ELISA 

Kit for Rat Asymmetrical Dimethylarginine). Ми-

нимальная определяемая концентрация АДМА 

составляла 0,99 нг/мл. Оптическую плотность в 

исследуемой среде определяли при длине волны 

450±10 нм; 

(4) содержание С-реактивного белка (hsСРБ) 

высокочувствительным методом с использовани-

ем набора Elabscience (high-sensitivity C-Reactive 

Protein, Catalog № E-EL-R0506) с чувствительно-

стью 0,1 нг/мл. Оптическую плотность в исследу-

емой среде определяли при длине волны 450±10 

нм. Стандартная кривая оптической плотности 

имела коэффициент линейной зависимости, пре-

вышающий 0,9900. 

Статистическую обработку результатов 

проводили с помощью программы «Statistica 

10.0». Характеристики частотных распределений 

представляли в виде Me (15%; 85%). Цифровые 

данные сравнивали с использованием U-критерия 

Манна-Уитни для независимых групп. Различия 

цифровых показателей считали статистически 

значимыми при p<0,05.

Результаты

Содержание eNOS в сыворотке крови по-

томства-самцов группы «Стресс» оказалось сни-

женным на 22,5%, по сравнению с содержанием 

этой изоформы NO-синтазы у потомства-самцов 

группы «Контроль» (рис. 1). У самок, перенес-

ших пренатальный стресс, статистически зна-

чимых различий уровня eNOS при сравнении с 

таковым у потомства-самок группы «Контроль» 

выявлено не было.

Концентрация iNOS в сыворотке крови са-

мок и самцов, перенесших пренатальный стресс, 

была повышенной в равной степени – в 2,6 раза, 

по сравнению с таковой в сыворотке крови по-

томства контрольных крыс (рис. 1). Содержа-

ние NO
3

-/NO
2

- в сыворотке крови крыс, матери 

которых подвергались хроническому стрессу во 

время беременности, статистически значимо не 

отличалось от такового, обнаруженного в крови 

самцов и самок-потомства контрольных крыс.

Концентрация АДМА в сыворотке крови 

пренатально стрессированных самок статисти-

чески значимо не отличалась от таковой в сы-

воротке крови самок-потомства крыс группы 

«Контроль». У самцов-потомства крыс, подвер-

гавшихся действию стрессоров во время бере-

менности, содержание АДМА в сыворотке крови 

оказалось повышенным на 63,1%, по сравнению 

с данным показателем в сыворотке крови потом-

ства-самцов группы «Контроль» (рис. 1). 

Пренатальный стресс способствовал уве-

личению содержания ДК в сыворотке крови по-

томства-самцов (но не самок) на 21,1%, в то 

время как повышенное содержание МДА было 

выявлено у потомства обоих полов – в 1,5 раза 

у самцов и в 2,3 раза у самок-потомства группы 

«Стресс», по сравнению с таковыми в сыворотке 

крови контрольного потомства.

Содержание hsСРБ было статистически зна-

чимо выше у потомства крыс группы «Стресс»: у 

самок на 23,9%, а у самцов – на 20,3%, по срав-

нению с таковым у потомства крыс группы «Кон-

троль» соответствующего пола.

Величины САД, ДАД и СрАД у 3-месяч-

ных самок и самцов, перенесших пренатальный 

стресс, были статистически значимо выше, чем 

у потомства контрольных крыс (рис. 2). Так, у 

самок, матери которых подвергались действию 

стрессоров во время беременности, СрАД на 

16,7% было выше, по сравнению с таковым у 

самок-потомства крыс группы «Контроль». У 

пренатально стрессированных самцов СрАД 

превышало таковое, зарегистрированное у по-

томства-самцов контрольных крыс, на 17,4%. 

Следует отметить, что статистически значимых 

различий в величинах ЧСС у потомства крыс 

групп «Стресс» и «Контроль» выявлено не было. 

Обсуждение

Важность адекватной продукции и био-



38

VESTNIK VITEBSKOGO GOSUDARSTVENNOGO MEDITSINSKOGO UNIVERSITETA, 2020, VOL. 19, N2

Рисунок 1 – Изменение концентрации eNOS, iNOS, АДМА в сыворотке крови пренатально стрессированных 

животных, по сравнению с соответствующими показателями у потомства контрольных крыс, %:

*p<0,05 – сравнение с изучаемыми показателями  потомства крыс группы «Контроль» соответствующего пола; 

#p<0,05 – сравнение с изучаемыми показателями  самок-потомства крыс группы «Стресс».

Рисунок – 2 Уровень АД у пренатально стрессированных 3-месячных крыс, мм рт. ст.: 

*p<0,05 – сравнение с изучаемыми показателями  потомства крыс группы «Контроль» соответствующего пола;

САД – систолическое АД; ДАД – диастолическое АД; СрАД – среднее АД.

доступности NO обуславливается широким 

спектром его биологического действия. В крове-

носных сосудах NO выполняет ряд функций: вы-

зывает вазодилятацию; препятствует развитию 
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тромбоза; подавляет воспаление; стимулирует 

ангиогенез; подавляет пролиферацию гладкомы-

шечных клеток; ингибирует окисление ЛПНП 

[8]. Рассмотрим кратко процессы образования 

и действия NO. Образование NO из аминокис-

лоты L-аргинина происходит при участии трех 

изоформ фермента NO-синтазы: iNOS, eNOS и 

нейрональной nNOS. Интенсивность продукции 

NO зависит от экспрессии генов NO-синтазы и 

активности этого фермента. Повышение экспрес-

сии гена eNOS, располагающегося в 7-й хромо-

соме, в физиологических условиях происходит 

при увеличении действия напряжения сдвига на 

эндотелиоциты, а также при воздействии низ-

ких доз H
2
O

2
, эстрогенов и факторов роста. Про-

воспалительные цитокины (ФНО-α) и гипоксия 

способствуют снижению экспрессии этой изо-

формы NO-синтазы [9]. Эпигенетические меха-

низмы (изменение степени метилирования ДНК, 

модификации гистонов и действие малых «не-

кодирующих РНК») также регулируют экспрес-

сию eNOS [10-12]. Повышение экспрессии генов 

iNOS, локализованных в 17 хромосоме, может 

происходить при действии липополисахарида, 

провоспалительных цитокинов, HIF-1 (фактора 

ядерной транскрипции, индуцируемого гипокси-

ей), высокой концентрации активных форм кис-

лорода (АФК), а также при гипометилировании 

промотора iNOS [13, 14].

Активность eNOS зависит от многих фак-

торов: доступности субстрата NO-синтазной 

реакции (аминокислоты L-аргинина) и кофак-

торов (тетрагидробиоптерина, гема, флавин-

мононуклеотида, флавинадениндинуклеотида), 

конформационного расположения субъединиц 

фермента, а также от концентрации ингибиторов 

NO-синтазной реакции (АДМА, симметричного 

диметиларгинина). Являясь естественным инги-

битором активности NO-синтазы, АДМА может 

значительно снижать образование NO. Синтез 

АДМА из L-аргинина происходит с участием 

фермента протеин-аргинин-метилтрансферазы, 

а при действии диметиларгинин диметиламино-

гидролазы (ДДАГ) этот ингибитор NO-синтазной 

реакции, напротив, разрушается [15]. 

В процессе метаболизма NO образуются 

его продукты, NO
3

-/NO
2

-, содержание которых 

в крови лабораторных животных, получающих 

стандартную лабораторную диету, косвенно ха-

рактеризует, во-первых, «валовое» образование 

NO в ходе NO-синтазной реакции из аминокисло-

ты L-аргинина во всем организме всеми изофор-

мами NO-синтаз; во-вторых, доступность этой 

аминокислоты для NO-синтазной реакции из-за 

возможного разрушения L-аргинина аргиназой; 

в-третьих, активность ферментных систем, об-

разующих и инактивирующих ингибиторы NO-

синтазной реакции [16]. 

В нашем исследовании пренатальный 

стресс способствовал снижению концентрации 

eNOS у пренатально стрессированных самцов, 

но не самок, что предрасполагает к дефициту NO 

в организмах таких самцов. Причем дефицит NO 

может быть связан как с уменьшением количе-

ства eNOS, так и с подавлением активности этой 

изоформы NO-синтазы асимметричным диме-

тиларгинином, концентрация которого у прена-

тально стрессированных самцов в несколько раз 

была повышена. Важно отметить, что АДМА, 

конкурируя с L-аргинином за активные центры 

NO-синтазы, способен «разобщать» этот фер-

мент, что сопровождается образованием суперок-

сид-аниона и пероксинитрита [17] с развитием 

окислительного и нитрозилирующего стресса. 

Кстати, наблюдается связь между повышенной 

концентрацией АДМА и развитием различных 

форм патологии, ассоциированных с эндотели-

альной дисфункцией: артериальной гипертензи-

ей, сахарным диабетом, ожирением, ишемиче-

ской болезнью сердца, гиперхолестеролемией, а 

также болезнями почек [18, 19]. 

Повышение концентрации iNOS в сыво-

ротке крови пренатально стрессированных крыс 

может быть объяснено следующим. Увеличенное 

содержание СРБ в крови пренатально стресси-

рованных крыс косвенно отражает повышение 

образования провоспалительных цитокинов в 

организме таких животных [20]. Одной из при-

чин повышенного содержания провоспалитель-

ных цитокинов в сыворотке крови у животных, 

перенесших пренатальный стресс, может быть 

нарушение микробиома их кишечника [21] и по-

вышение проницаемости кишечника с интенси-

фикацией процесса бактериальной энтеральной 

транслокации. Повышенный уровень провоспа-

лительных цитокинов способен усилить экспрес-

сию генов iNOS, а также активировать процессы 

перекисного окисления липидов (ПОЛ) с образо-

ванием высоких концентраций ДК и МДА, что 

и было нами обнаружено. В свою очередь, ПОЛ 

инициирует повреждение клеток с последующим 

развитием воспаления, повышением содержания 

провоспалительных цитокинов в крови и актива-

цией iNOS [22].
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Отсутствие статистически значимого из-

менения содержания NO
3

-/NO
2

- у пренатально 

стрессированных самцов на фоне повышения 

концентрации iNOS в сыворотке крови может 

быть обусловлено сопутствующим снижением у 

них активности эндотелиоцитарной NO-синтазы, 

причем активность eNOS могла быть ингибиро-

вана АДМА. В целом, обнаруженные изменения 

указывают на имеющиеся у пренатально стресси-

рованных самцов системное воспаление низкой 

интенсивности и эндотелиальную дисфункцию. 

Пренатальный стресс вызывал меньшие 

изменения в системе синтеза NO у потомства-

самок. Важно отметить отсутствие снижения 

концентрации eNOS у потомства-самок группы 

«Стресс», по сравнению с концентрацией этого 

фермента у самцов-потомства крыс этой же груп-

пы, что может быть обусловлено способностью 

эстрогенов стимулировать экспрессию этой изо-

формы NO-синтазы [23]. Эстрогены также спо-

собны активировать ДДАГ [24], предотвращая, 

таким образом, избыточное образование АДМА. 

В отличие от пренатально стрессированных сам-

цов, у пренатально стрессированных самок со-

держание АДМА в сыворотке крови не отлича-

лось от такового у потомства контрольных крыс 

соответствующего пола. Повышенное содержа-

ние СРБ, iNOS, МДА в сыворотке крови самок, 

перенесших стресс в пренатальном периоде, так-

же свидетельствует о поддержании воспаления 

низкой интенсивности и интенсификации про-

цессов ПОЛ. Для уточнения причин отсутствия 

статистически значимого изменения содержания 

NO
3

-/NO
2

- у пренатально стрессированных самок 

на фоне повышения концентрации iNOS и без 

сопутствующего снижения концентрации eNOS 

требуется изучение активности eNOS. 

У пренатально стрессированных крыс на-

блюдалось повышение АД, причем с учетом того 

факта, что ЧСС статистически значимо не от-

личалась от таковой у потомства крыс группы 

«Контроль», вероятнее всего, рост АД происхо-

дил за счет повышения общего периферического 

сопротивления сосудов (ОПСС) и/или ударного 

объема. Необходимо отметить: ранее в нашем 

исследовании было выявлено снижение сократи-

мости левого желудочка у пренатально стресси-

рованных самцов [4], что указывает на преиму-

щественное увеличение ОПСС как основного 

фактора в повышении АД у таких организмов, 

например, в результате возможного увеличения 

образования ангиотензина II или эндотелина-1 

[25, 26], а также снижения образования NO эндо-

телиальной NO-синтазой.

В целом, увеличение АД у организмов, 

подвергавшихся пренатальному стрессу, можно 

объяснить не только дисфункцией эндотелия, но 

и стойкой активацией ренин-ангиотензин-альдо-

стероновой системы; повышением активности 

симпатической нервной системы; «обеднением» 

органов и тканей сосудами микроциркуляторного 

русла [27]; структурно-функциональными измене-

ниями почек в виде уменьшения в них количества 

нефронов [28], повышением активности Na+/K+- 

АТФазы, Na+/H+ обменника, эпителиальных натри-

евых каналов в почечных канальцах [29, 30].

Заключение

Результаты исследования позволяют сфор-

мулировать следующие выводы:

1. Нарушения системы синтеза NO у пре-

натально стрессированных крыс имеют половые 

особенности, которые характеризуются снижени-

ем содержания eNOS и повышением содержания 

ингибитора NO-синтазной реакции – АДМА в сы-

воротке крови самцов, но не самок, при увеличе-

нии концентрации iNOS в сыворотке крови крыс 

обоих полов, перенесших пренатальный стресс. 

2. У 3-месячного потомства, родившегося 

от крыс, которые подвергались действию стрес-

соров во время беременности, повышается ин-

тенсивность ПОЛ и увеличивается содержание 
hsCРБ в сыворотке крови, что свидетельствует о 

наличии системного воспаления низкой интен-

сивности у пренатально стрессированных крыс. 

3. У организмов, матери которых подвер-

гались действию стрессоров во время беремен-

ности, обнаружено повышение АД в 3-месячном 

возрасте.
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выделенные по ГПНИ Республики Беларусь «Оце-

нить отдаленные последствия пренатального 
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вание способов предупреждения выявленных на-

рушений».
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