Свободные радикалы в патогенезе заболеваний животных
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Проблема патологий, связанных с активацией в организме процессов свободнорадикального окисления и, в частности, переоксидного окисления липидов (ПОЛ) становится одной из актуальных как в теоретической и практической ветериарной медицине. Это определяется двумя аспектами проблемы. Во-первых, ролью свободнорадикальных процессов в осуществлении противоинфекционной защиты макроорганизма и во-вторых – значением чрезмерной активации свободнорадикального окисления в патогенезе инфекционных заболеваний. 

К настоящему времени установлено, что большое количество биохимических реакций в организме протекает при участии свободных радикалов, обладающих исключительно высокой химической активностью. В качестве инициирующих факторов ПОЛ могут выступать различные активные формы кислорода (АФК) (супероксиданион радикал О2(, гидроперекисный радикал НО2(, гидроксильный радикал ОН(, синглетный кислород 1О2 и перекись водорода H2O2) и пути образования активированных форм кислорода в живых системах описаны в литературе достаточно подробно [1]. 

Различные продукты ПОЛ обладают выраженной цитотоксической активностью [3]. Они подавляют процессы энергообразования в клетке, нарушают синтез нуклеиновых кислот и белка. Окисление ненасыщенных липидов под действием АФК приводит к необратимому изменению или повреждению мембранных структур, нарушению функции ионных насосов, активности мембранносвязанных ферментов, рецепции и т.д. 

Таким образом, избыточное накопление в организме различных продуктов ПОЛ, затрагивает важнейшие биохимические процессы в организме, определяющие основные проявления жизнедеятельности. 

Перекиси липидов не являются конечными продуктами метаболизма и сами участвуют в клеточном метаболизме в качестве активных интермедиатов. Они являются необходимыми промежуточными продуктами при биосинтезе простагландинов и прогестерона, участвуют в гидроксилировании стерольного ядра холестерина, способны активировать гуанилатциклазу. Таким образом, пероксидное окисление липидов может играть в организме роль не только повреждающего, но и регуляторного фактора. Примером положительной для организма роли перекисных процессов является продукция биоцидных кислородных радикалов фагоцитами – полиморфноядерными лейкоцитами и макрофагами [4]. Взаимодействие чужеродных компонентов (опсонизированных бактерий, латекса) с поверхностью фагоцитов вызывает их активацию, выражающуюся в перестройке метаболизма клетки - увеличению ионной проницаемости клеточной мембраны, усилению окисления глюкозы и резкому возрастанию потребления кислорода, сопровождающегося образованием О2(. Это явление называют "дыхательным" или "респираторным взрывом", в основе которого лежит резкое повышение окисления НАДФН ферментным комплексом - НАДФН-оксидазой с образованием супероксиданион радикала [5]. Именно генерацией супероксиданиона объясняются не только микробицидное и цитотоксическое, но также в немалой степени и иммунорегуляторное действие активированных фагоцитов. Супероксиданион участвует в выработке хемотаксических факторов [6] и индукции синтеза интерлейкинов [7], усиливает митоген-стимулиро-ванную пролиферацию лимфоцитов [8]. 

В механизмах биоцидности полиморфноядерных лейкоцитов важная роль принадлежит миелопероксидазе. Благодаря катализируемой этим ферментом реакции, происходит образование одного из мощных биоцидных соединений - гипохлорита [4], который, реагируя с аминогруппами мембранных структур микроорганизмов, разрушает их  [9]. 

Процесс взаимодействия фагоцитов с различными микроорганизмами, а также его результативность определяются не только функциональной активностью и интенсивностью проявления той или иной эффекторной функции, но также видом возбудителя и его свойствами (набором факторов патогенности, эффективности его антиоксидантной защиты и т.д.). 

Установлено, что бактериальные токсины как липополисахаридной (ЛПС), так и белковой природы влияют на продукцию активных форм кислорода фагоцитами [10]. Для бактериальных эндотоксинов (ЛПС) характерно активирующее воздействие на продукцию активных форм кислорода фагоцитами, а для бактериальных экзотоксинов столь же типично противоположное действие. В частности показано активирующее влияние эндотоксина Klebsiella pneumoniae и подавляющее – экзотоксинов токсического шока Staphylococcus aureus [11] на продукцию биоцидных соединений фагоцитами. Изменения реактивности фагоцитов рассматривается рядом авторов как ключевой в патогенезе инфекционного процесса [12,13]. 

К настоящему времени накопились убедительные данные, свидетельствующие, об участии свободнорадикальных процессов в патогенезе ряда бактериальных инфекционных болезней. В частности, показано, что в динамике развития экспериментального туберкулеза легких происходит активация свободнорадикального окисления в легочной ткани и плазме крови. При этом интенсивность процессов ПОЛ зависит от степени выраженности воспалительного процесса. Аналогичное усиление ПОЛ в плазме крови характерно и при развитии лептоспироза. Причем максимально выраженное повышение свободнорадикального окисления липидов имело место в разгар заболевания. [14]. Генерация активных форм кислорода является причиной мозговой ишемии и поражения нейронов при бактериальном менингите, вызываемом стрептококками группы Б [15]. Различные формы хирургического инфекционного заражения сопровождаются усилением свободнорадикального окисления липидов, которое действует как регулирующий механизм воспалительной реакции, изменяя проницаемость мембран. Установлено также, что свободные радикалы вовлечены в патогенез сепсиса, вызываемого грамотрицательными микроорганизмами [16]. 

Имеются данные об активизации процессов свободнорадикального окисления липидов при острых кишечных инфекциях. Изменения показателей ПОЛ при различных нозологических формах носят общий характер, однако они имеют и некоторые особенности. Так, изменения светосуммы хемилюминесценции плазмы крови и содержания перекисей липидов зависели от клинического варианта острой дизентерии. Максимальная выраженность изменений этих показателей отмечена при колитическом варианте. Кроме того, показано, что интенсивность хемилюминесценции плазмы крови достоверно больше при гастроэнтеритическом варианте острой дизентерии, нежели при пищевых токсикоинфекциях. 

К отрицательным последствиям чрезмерной активации ПОЛ следует также отнести накопление в организме аутоантигенов, циркулирующих иммунных комплексов, снижение естественной резистентности и супрессия гуморального и клеточного звеньев специфического иммунитета [17, 18,19,20,21]. 

Причиной повышения уровня ПОЛ в органах и тканях считается как усиление генерации активных кислородных метаболитов, так и недостаточная эффективность антиоксидантной системы. В настоящее время имеются убедительные данные о том, что инициатором свободнорадикального окисления липидов при острых кишечных инфекциях являются АФК, генерируемые фагоцитами [22]. Так после заражения мышей сублетальной дозой Salmonella typhimurium, происходит инфильтрация печени поли- и мононуклеарными фагоцитами, которые продуцируют большое количество супероксиданион-ради-кала. Показано, что с одной стороны О2( играет бактерицидную роль, с другой - повреждает ткани органа [23]. 

Считается, что основная роль в усилении ПОЛ принадлежит эндотоксину, который помимо активации нейтрофилов может непосредственно повреждать эндотелиальные клетки и вызывать нейтрофил-независимый окислительный стресс [24]. 

При введении животным лизата Salmonella typhimurium происходит пятикратное увеличение уровня оксида азота – универасального трнсмиттера свободнорадикальной природы. Введение же унитиола и магния сульфата приводило к снижению концентрации оксида азота до уровня интактных животных. Считается, что содержание NO( отражает уровень свободных радикалов в органах и интоксикация продуктами распада грамотрицательных микроорганизмов вызывает увеличение уровня АФК [25]. 

Резкое усиление генерации АФК различными системами макроорганизма с одной стороны способна приводить к существенным повреждениям органов и систем, с другой - играет роль неспецифической защиты организма. Получены убедительные доказательства микробицидной роли активных форм кислорода и радикала NO( при энтеритной форме колибактериоза, вызываемом Escherichia coli [26]. 

В связи с уточнением роли ПОЛ в патогенезе различных инфекционных заболеваний открываются определенные перспективы в разработке рациональных методов лечения инфекционных заболеваний с использованием в комплексной системе терапии антиоксидантных препаратов.

Коррекция процессов ПОЛ при инфекционных заболеваниях должна быть направлена на устранение нарушений кислородного метаболизма в фагоцитах и защиту тканей организма от повреждающего действия АФК. При этом необходимо учитывать состояние системы ПОЛ как макро-, так и микроорганизма, набор факторов патогенности возбудителя, стадии инфекционного процесса. 

В эксперименте и на практике показана эффективность назначения препаратов антиоксидантного действия в случаях, когда патогенез заболевания связан в основном с эндотоксином [27]. Показано, что водорастворимый антиоксидант - аскорбиновая кислота, - тормозит процессы ПОЛ и гиперсекрецию монокинов [28]. Вероятность того, что антиоксиданты в терапевтических дозах, подавляя «кислородный взрыв» фагоцитов, могут привести к незавершенности фагоцитоза, незначительна. Показано, что ни один из исследуемых антиоксидантов: витамин С, N-ацетилцистеин, супероксиддисмутаза, каталаза не действовали на уничтожение Pseudomonas aeruginosa [28]. Анализ клинических и биохимических признаков сальмонеллеза, дизентерии у людей, получавших комплексную терапию с включением витамина Е, позволил установить его благоприятное действие на течение процесса выздоровления [29]. Следует отметить, что использование витамина Е как универсального антиоксиданта не всегда оправдано. Для корректного использования того или иного антиоксиданта знание факта интенсификации процессов ПОЛ не достаточно - важно выяснить механизм развития нарушения равновесия в системе ПОЛ-АОЗ. 

Косвенным подтверждением роли нарушений в системе АОЗ и избыточной активации свободно радикальных процессов в снижении специфической и неспецифической защиты организма являются полученные в институте данные о положительном влиянии антиоксидантных препаратов лигфол и селекор на иммуногенез при введении стельным коровам вакцины против колибактериоза (Коли-Вак К99) и парагриппа-3 и инфекционного ринотрахеита (вакцина живая лиофилизированная «Бивак») и супоросным свиноматкам вакцины против сальмонеллеза (бивалентная вакцина против сальмонеллеза свиней из аттенуированных штаммов сальмонелла холерасуис №9 и сальмонелла тифимуриум №3), колибактериоза и энтеротоксемии свиней (ассоциированная инактивированная вакцина против колибактериоза и энтеротоксемии).

Двукратное введение коровам лигфола в сочетании с вакцинами способствовало стабилизации процессов сводного радикального окисления, активации антиоксидантной защиты и иммунокомпетентных органов, в результате чего в их молозиве установлена выраженная тенденция к увеличению уровня иммуноглобулинов и специфических антител, а  в сыворотке крови  полученных от них телят в первые сутки (после 2-3–й выпоек молозива) более высокий уровень общих иммуноглобулинов и иммуноглобулинов классов  Ig G и Ig А (в 1-5 суточном возрасте). Аналогичные результаты получены при двукратном применении стельным коровам селекора в сочетании с вакцинами. Введение супоросным свиноматкам лигфола и селекора  в сочетании с вакцинами способствовало увеличению содержания в сыворотке крови  полученных от них поросят общих иммуноглобулинов и иммуноглобулинов классов Ig G и Ig А, а также повышение фагоцитарной активности нейтрофилов, бактерицидной и комплементарной активности сыворотки крови. 

Таким образом, иммунизация стельных коров и супоросных свиноматок против широко распространенных инфекционных болезней с фармакологическими средствами (лигфол, селекор), обладающими антиоксидантными и иммуномодулирующими свойствами, способствуют формированию более высокого уровня колострального   иммунитета у молодняка и повышению его устойчивости к антигенному прессу в постнатальный период. В случаях воздействия бактериальных экзотоксинов в эксперименте показана перспективность применения и прооксидантных препаратов. Так, антрациклиновый антибиотик - адриабластин, способный генерировать диоксид и повышать образование АФК нейтрофилами, обеспечивает выживание животных при воздействии, в частности, экзотоксина токсического шока Staphylococcus aureus [30]. 

Однако разнообразие механизмов образования активных форм кислорода, неоднозначность и взаимозависимость разных уровней антиоксидантной системы создает определенные трудности в диагностике окислительного стресса и проведения терапии инфекционных болезней. 

Таким образом, патогенез многих инфекционных болезней – сложная и до настоящего времени до конца нерешенная проблема. При выяснении его надо четко представлять, что он обусловлен рядом факторов, результат взаимодействия которых приводит к развитию той или иной степени выраженности инфекционного процесса. Эти факторы, с одной стороны, обусловлены возбудителем (патогенностью и антигенными свойствами), с другой – макроорганизмом, его иммунным, метаболическим и антиоксидантным статусом. 
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role of processes of free radical of oxidation in a pathogenesis of infected disease
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Pathogenesis of many communicable diseases - multiple complex and till now up to the end a unsolved problem. At finding - out it should be represented, that it is caused by series of the factors, the result of which interaction results in development of this or that degree of manifestation of contagious process. These factors, on the one hand, are caused by the microorganism (pathogenicity and antigenic properties), with another - macroorganism, his the metabolic and  the antioxidant status.
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стабильные метаболитЫ ОксидА азота и нитрозотиолЫ плазмы крови у телят разнОГО ВОЗРАСТА

Артемьева С.С. E-mail: svarts@mail.ru

Воронежский государственный университет, Воронеж, Россия

В современной биологии исследованию роли оксида азота в организме отводится значительное место. В последние десятилетия в большей или меньшей степени были исследованы функции оксида азота, роль оксида азота в работе различных систем органов и тканей, выявлены ферменты, отвечающие за синтез оксида азота. В настоящее время NO( рассматривается как универсальный нейротрансмиттер, регулятор функций сердечно-сосудистой, пищеварительной, респираторной, мочеполовой, иммунной, репродуктивной систем организма. Антиоксидантные свойства оксида азота проявляются главным образом из-за его способности действовать как донор электронов в восстановительных реакциях (1(. С другой стороны, установлено, что NO( участвует в патогенезе многих  заболеваний [2].  

Однако, несмотря на то, что в выше перечисленных аспектах еще остается достаточное количество темных пятен, проблемы образований резерва, переноса и форм депонирования NO( на данный момент остаются наиболее спорными и не исследованными.

Оксид азота обладает незначительным периодом полураспада in vivo – несколько миллисекунд, и он диффундирует в биологических системах со скоростью 50(м(сек-1 [3]. Эта характеристика наводит на мысль о том, что NO( может проявлять свое действие в пределах нескольких микронов от места образования. Однако, значительная роль, которую играет оксид азота в процессах активации или ограничения стресс-реакции, нейротрансмиссии, регуляции тонуса сосудов, воспалительных реакциях, требует достаточной продолжительности действия. 

Предполагается, что NO( действует не сам по себе, а опосредованно, через те или иные соединения, выступающие в качестве переносчиков и депо NO(. В различных биологических системах был идентифицирован пул производных – S-нитрозотиолы (RSNO) со структурой R-S-N=O, в которых NO( ковалентно связан с SH-группами белков и низкомолекулярными тиолами, например, глутатионом [4].  В настоящее время считается, что стабилизация оксида азота в форме S-нитрозотиолов (RSNO) может предотвращать его от локальную инактивацию гемоглобином, молекулярным кислородом или супероксидом и это позволяет переносить свои биологические эффекты на отдаленные цели [5,6]. Косвенно это подтверждается очень сходными действиями, проявляемыми как NO(, так и RSNO in vivo и in vitro. В частности, было показано, что в крови RSNO могут вызывать расширение сосудов с последующим падением давления крови и антитромбозный эффект посредством ингибирования агрегации тромбоцитов. Вероятно, эндогенные RSNO могут представлять собой путь утилизации, который перенаправляет NO( в сосудистой системе [7].

Целью исследования было выявление возрастной динамики уровня оксида азота и нитрозотиолов в плазме крови у телят разного возраста.

Материалы и методы. Объектом исследования были клинически здоровые телята симментальской породы разного возраста от 0,5-1,5 часа после рождения до 30 суток.

Суммарное содержание в плазме крови (мкМ/л) стабильных метаболитов оксида азота (NO3–+ NO2–) определяли спектрофотометрически с использованием в качестве восстановителя хлорид ванадия (III) с последующим определением нитрита с помощью реактива Грисса (8]. Содержание S-нитрозотиолов в плазме крови определяли с использование HgCl2, которая катализирует высвобождение NO( из S-нитрозированных тиолов [9].

Статистическую обработку полученных результатов проводили с использованием t-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Проведенными исследованиями установлено, что для телят в первые часы жизни характерен необычайно высокий уровень стабильных метаболитов оксида азота в плазме крови (табл.), что совпадает с литературными данными [10].

Через сутки после рождения уровень NОx снижается, через 2-3 суток концентрация стабильных метаболитов оксида азота уменьшается примерно в 2,5 раза по сравнению с уровнем, определенным через 0,5-1,5 час после рождения (до дачи первой порции молозива). 

Проводя сравнение возрастной динамики содержания NOx и нитрозотиолов в плазме крови, следует отметить наличие между ними отрицательной корреляции (r = – 0,88, p<0,05), хотя считается доказанным наличие прямой зависимости между содержанием NO( и уровнем S-нитро-зотиолов [11].

Если содержание NO( в первые часы жизни характеризуется необычайно высоким уровнем, то уровень нитрозотиолов в данный момент весьма незначителен. Спустя 24 часа после рождения отмечено резкое возрастание содержания RSNO (в 4,2 раза), по сравнению с уровнем через 0,5-1,5 часа после рождения. Начиная с первого дня жизни концентрации RSNO постепенно увеличиваются и достигают максимума на 4-е сутки жизни (в 6,3 раза выше, чем в первые 0,5-1,5 часа). В тоже время содержание стабильных метаболитов оксида азота в этот период снижается примерно в 2,4 раза по сравнению с первыми часами жизни.

Начиная с 10-суточного возраста концентрации и NOх и нитрозотиолов существенно снижаются, а к месячному возрасту достигают величин, близких к уровню NОx у взрослых животных, составляющего у коров в зависимости от срока до или после отела от 40 до 150 мкМ/л для NOх и 3000-4000 нМ/л для нитрозотиолов. 

Таблица 

Содержание стабильных метаболитов оксида азота и нитрозотиолов в плазме крови клинически здоровых телят разного возраста

	Возраст телят
	n
	NOx, мкМ/л
	RSNO, нМ/л

	До выпойки молозива
	9
	909,9(66,8*
	 509(20,6*

	1 сутки
	13
	649,7(81,7*
	 2122(214,3*

	2 суток
	8
	393,8(47,8*
	 2108(154,2*

	3 суток
	8
	410,6(17,5*
	2670(98,6*

	4 суток
	11
	376,2(17,5*
	3215(101,9

	10-15 суток
	13
	223,6(13,9*
	 2516(214,7*

	1 месяц
	7
	        78,9(9,8
	3397(56,3*


  * - p < 0,05-0,001 по сравнению с телятами месячного возраста
По всей вероятности повышенный уровень в крови метаболитов оксида азота является одним из факторов адаптации сердечно-сосудистой системы, в частности, малого круга кровообращения новорожденного к внеутробному существованию, увеличения резервов вазоделятации и поддержания сократительной функции сердца, что весьма важно для новорожденного теленка в первые часы жизни для регуляции артериального давления при позе стояния, которую теленок может принимать уже через 15-20 минут после рождения. Кроме этого активация системы продукции NO( является адаптивным механизмом сердечно-сосудистой системы и к гипоксии. Этот механизм позволяет сохранять адекватное кровоснабжение тканей, оптимизировать поставку кислорода в них и предотвращать вазоспастические явления в первые дни жизни.

Рассматривая нитрозотиолы в качестве резерва NO( можно высказать предположение, что они вовлечены в интенсивный цикл генерации-декомпозиции, и не накапливаются в первые часы жизни. Это, вероятно, связано с необходимостью использовать практически весь образуемый и депонированный NO( для процессов адаптации организма новорожденного и особенно его сердечно-сосудистой системы к новой окружающей среде и, возможно, к новому кислородному режиму. Резкое возрастание уровня нитрозотиолов в первые сутки жизни может быть связано с интенсификацией процессов депонирования оксида азота. Вероятно, что это играет роль защитного механизма нейтрализующего токсический эффект повышенных количеств NO(, связанный с образованием высокореактивного соединения пероксинитрита в результате взаимодействия NOx с супероксиданионом и характеризующийся повреждением клеточных структур, мутацией ДНК, интенсивным апоптозом [12].

Таким образом, можно высказать предположение, что при развивающейся адаптации к новым условиям существования идет интенсивное взаимодействие системы генерации оксида азота и систем, которые связывают NO( (с формированием его депо), что обеспечивает поддержание необходимого в определенный момент уровня оксида азота. Нитрозотиолы, являясь одной из форм стабилизации NO(, с одной стороны, высвобождая или депонируя оксид азота, представляют собой путь утилизации, который перенаправляет NO( в сосудистой системе и предотвращает его инактивацию. С другой, RSNO можно рассматривать как «сток» для избыточных количеств NO(, которые могут вызвать токсический эффект. 

При действии экзогенных или эндогенных факторов взаимодействие систем генерации и стабилизации (депонирования) NO( обеспечивает возможность для быстрой, но, вероятно, достаточно кратковременной генерации NO(, обеспечивающей эффективность защитных реакций организма и, в частности, адаптации к новым условиям существования новорожденного организма.

Литература. 1. Wink D.A. et al. // Antioxid. Redox. Signal.- 2001.- v. 3, № 2.- P.203-213. 2.Сосунов А.А. // Соросовский образовательный журнал.- 2000.- т.6, № 12.- С.27-3. 3. Gally J.A. et al. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA.- 1990.- v.87.-P.3547-3551. 4. Oae S., Shinhama K. // Org. Prep. Proced. Int.- 1983.- v.15.- P.165-198. 5. Rassaf T. et al. // Circ. Res., 2002.- v.91.- P.470-477.  6. Stamler J.S. et al. // Proc. Natl. Acad. Sci. USA.- 1992.- v.89.-P.7674-7677. 7. Giustarinia D. et al. // Clin. Chim. Acta.- 2003.- v.330.-P.85-98. 8. Близнецова Г.Н. и др. // Вестник Воронежского ун-та, 2002.- №1.- С. 56-60. 9. Kubes P. et al. // Am J Physiol. Heart Circ. Physiol.- 1999.- v.277, Issue 2, H676-H682. 10. Blum J. W. et al. // Comp. Biochem. Physiol. A. Mol. Integr. Physiol.- 2001.- v. 130, № 2.-p.271-282. 11. Feelisch M. et al. // FASEB J.- 2002.- v.16.-P.1775-1785. 12. Johnson M.L., Billiar T.R. // World J. Surg..- 1998.- v.22.- P.187-196.

stable metabolites of nitric oxide and nitrosothiols of blood plasma at calves of different ages
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The contents of NO( and nitrosothiols at calves of different ages have been investigated. It has been established, that the first period of life was characterized by the great level of stable metabolites of NОx and insignificant levels of nitrosothiols in blood plasma. At the end of the first month of life the contents both NO( and nitrosothiols were comparable to values, typical for adult animal. It is supposed that activation of system of NO· generation is an adaptive mechanism of cardiovascular system of neonatal calves. It is possible that nitrosothiols may represent the salvage pathway that redirects NO to the vasculature.
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В результате интенсивных исследований в настоящее время оксид азота (NO() признан в качестве универсального медиатора (трансмиттера), образуемого различными типами клеток, который обладает разнообразными и сложными функциями в различных органах и тканях [1]. Помимо действия на сосудистую систему, NO( оказывает влияние на функционирование многих систем органов [2]. На периферии NO( является ответственным за расслабление гладкой мускулатуры бронхов и желудочно-кишечного тракта [3]. NO( также играет существенную роль в регуляции функций иммунной системы и патогенезе инфекционных заболеваний [4,5].

Строение плаценты у свиней практически исключает возможность проникновения иммуноглобулинов из материнского организма к плоду в период внутриутробного развития. Поросята рождаются без достаточного уровня антител, способных защитить их от инфекционного агента в первые дни жизни. У новорожденного поросенка иммуноглобулины проходят через стенку кишечника в неизменном виде в течение первых часов жизни, однако позже эта способность утрачивается. Недостаточность пассивного переноса, служит одной из основных причин формирования иммунодефицитного состояния у новорожденных поросят, что является важной проблемой ветеринарной медицины.

Однако до настоящего времени роль оксида азота в становлении колострального иммунитета у животных, которые рождаются в состоянии естественного иммунодефицита и, в частности, у поросят не изучена.

Материал и методы. Исследования проведены на поросятах до первого сосания молозива и далее в возрасте 2,3 дней и 2-3 недель. Концентрацию стабильных метаболитов оксида азота (NOХ) в плазме крови поросят как сумму NO–2+NO–3 определяли спектрофотометрическим методом [6] Содержание MetHb в растворе гемоглобина определяли используя для расчета эмпирическую систему уравнений, предложенную Zwart A. с соавторами [7]. Об интенсивности всасывания колостральных иммуноглобулинов судили по содержанию IgG в сыворотке крови, которое определяли методом радиальной иммунодиффузии. 

Результаты и обсуждение. При изучении динамики суммарного содержания в плазме крови стабильных метаболитов оксида азота (NОх) у поросят установлено, что сразу после рождения (до приёма молозива) для поросят характерен очень высокий уровень метаболитов оксида азота, отражающий высокую степень его образования в организме новорожденного (рис.1). На 2-е сутки после рождения содержание в плазме крови NОх уменьшается более, чем в 3 раза, в 3-дневном возрасте концентрация NОх практически снижается до уровня в возрасте 2-3 недель, что соответствует содержанию NOx у взрослых свиней. Можно было бы ожидать, что высокий уровень NО2+NО3 может вести к образованию высокой концентрации метгемоглобина (MetHb) в крови новорожденных поросят. 
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	При изучении содержания в крови новорожденных поросят основных лигандных форм гемоглобина не установлено наличие у них в крови значительных количеств метгемоглобина. На протяжении всего периода наблюдения уровень метгемоглобина у них не превышает норму и составляет от 3,3 % сразу после рождения до 1,7 % в 2-3-недельном возрасте. Причем в течение первых трех суток жизни количественное содержание и соотношение всех трех лигандных форм гемоглобина (Hb, HbO2, MetHb) у новорожденных поросят существенно не изменяется.

У новорожденных поросят прослеживается закономерность во взаимосвязи уровня IgG в сыворотке крови в первые дни жизни, с содержанием у них в плазме крови стабильных метаболитов оксида азота (рис.2). При этом коэффициент корреляции между содержанием IgG и концентрацией NОх составляет  + 0,95 (Р<0,02). 

	Рис.1. Содержание стабильных метаболитов оксида азота в сыворотке крови поросят (мкМ/л)
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	 Рис.2. Взаимосвязь между уровнем стабильных метаболитов оксида азота и уровнем IgG в сыворотке крови поросят на 2-ой день жизни 
	


Таким образом, по всей вероятности, в формировании адекватного уровня колостральных иммуноглобулинов у поросят в первые дни жизни существенная роль принадлежит оксиду азота, как универсальному трансмиттеру в обеспечении иммунологической защиты новорожденного.
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nitric oxide and his interrelation with formation of colostral immunodefence at the neonatal piglets
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The high level of metabolites of nitric oxide in blood plasma is characteristic very much for the newborn piglets. In maintenance of an adequate level of colostral immunoglobulins at the piglets per the first days of life the large role belongs to oxide of nitrogen, as to the generalpurpose transmitter in maintenance of immunological protection of newborn.
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Одним из универсальных неспецифических механизмов развития многих патологических состояний является активизация процессов свободнорадикального окисления липидов. Перекисное окисление липидов постоянно протекающий процесс, но при этом  стационарная концентрация перекисей довольно мала вследствие наличия мощной многокомпонентной антиоксидантной системы (АОС). Срыв физиологической антиоксидантной защиты (АОЗ) организма ведет к чрезмерному увеличению продукции активных форм кислорода (АФК), инициирующих лавинообразное нарастание процессов СРО в тканях. Образование свободных радикалов и реактивных метаболитов пероксидного окисления является важным механизмом развития окислительного стресса и повреждения клеток [1]. В последние годы становится все более очевидным, что в реакциях окислительного стресса и механизмах антиоксидантной защиты принимает участие и оксид азота (NO(), который синтезируется в организме животных в результате превращения L-аргинина (L-Arg) в L-цитруллин, катализируемого семейством изоферментов – NO-синтаз (2(. в настоящее время эффекты взаимодействия АФК и NO( остаются предметом активного изучения. 

В связи с тем, что воздействие на организм продуктивных животных ряда гепатотоксических агентов таких как: полициклические ароматические углеводороды, хлор- и фосфоорганические соединения, микотоксины и ряд других, вызывают ряд патологических состояний, связанных с токсическим повреждением печени, целью данной работы было изучение процессов пероксидного окисления липидов и состояния системы антиоксидантной защиты в условиях модуляции продукции оксида азота при экспериментальном моделировании токсического повреждения печени CCl4.

Материал и методы. В качестве объекта исследования использовали самцов белых крыс с массой тела 200-250 г. Все экспериментальные животные были одного возраста и содержались в одинаковых условиях вивария.

В качестве эндогенного индуктора синтеза NO( использовали L-арги-нин (L-Arg), который вводили животным в дозе 400 мг/кг внутрибрюшинно в течение 6 суток. Токсическое повреждение печени вызывали путем двукратного внутрибрюшинного введения, один раз в сутки, CCl4  в виде 40 % раствора в оливковом масле в дозе 0,2 мл/100 г массы тела. При указанных условиях степень повреждения структуры и функций гепатоцитов соответствует гепатозо-гепатиту (3(. Исследования проведены на 4-х группах по 10 животных в каждой. Животным 1-ой (контрольной) группы вводили физиологический раствор. Крысам 2-ой группы – L-аргинин, 3-ей – CCl4. У животных 4-ой группы на фоне применения L-аргинина на 5-й и 6-й дни его введения вызывали токсическое повреждение печени введением CCl4. Исследования проводили через сутки после второго введения CCl4. О степени повреждения печеночной паренхимы судили по изменению активности аланинаминотрансферазы (АлАТ) в сыворотке крови (нМ/сек(л), которую определяли с использованием тест-системы «АлАТ-Им-пакт». Суммарное содержание в плазме крови (мкМ/л) стабильных метаболитов оксида азота (NO3+NO2) определяли спектрофотометрически с использование в качестве восстановителя хлорид ванадия (III) с последующим определением NO2 с помощью реактива Грисса (4(. Об интенсивности перекисного окисления липидов судили по изменению концентрации малонового диальдегида (МДА) в крови, определяемой по реакции с 2-тиобарбитуровой кислотой при 532 нм (мкМ/л) (5(.  В крови определяли активность супероксиддисмутазы (СОД) по реакции ингибирования аутоокисления адреналина в щелочной среде (ед.акт/мгНв) (6(, каталазы  по образования комплекса с молибдатом аммония (мкМ Н2О2/л(мин/мг Нв) (7(, глутатионредуктазы (ГР) по образованию восстановленного глутатиона, который определяли по реакции с 5,5-дитио-бис-(2-нитробензоной) кислотой (мкМG-SS-G/л(мин/мг Нв) (8(. Статистическую обработку результатов проводили с использованием t-критерия Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Введение животным L-агринина приводило к увеличению уровня суммарного содержания стабильных метаболитов оксида азота (NO2–+NO3–) на 43,5% (p<0,05) (табл.). Модуляция продукции NO( у здоровых животных не вызывала статистически достоверного изменения активности АлАт, что связано, вероятно, с возможностью депонирования избыточного NO( в форме нитрозотиолов при активации NO-синтаз.

Таблица

Влияние L-аргинина  на продукцию NO(, показатели ПОЛ, состояние АОС организма при токсическом повреждении печени

	Показатели
	Группа животных

	
	Контроль
	L-Аrg
	ССL4
	L-Аrg + ССL4

	АлАт 
	341(8,2
	346(10,1
	1260(35,5*
	970(23,8*

	NOx 
	14,7(0,60
	21,1(0,87*
	80,4(1,92*
	99,9(4,10*

	МДА
	1,46(0,03
	1,49(0,04
	2,21(0,03*
	1,84(0,08*

	СОД
	14,1(0,50
	13,8(0,17
	15,0(0,20
	16,8(0,78*

	Каталаза
	296,0(4,73
	292,8(12,44
	389,7(6,36*
	472,7(17,70*

	ГР
	79,1(2,41
	71,1(2,54
	108,4(1,25*
	164,3(1,04*


Повышение активности в плазме крови АлАт почти 3,7 раза после введения CCl4 указывало на наличие выраженного цитолитического синдрома и существенное токсическое повреждение печеночной паренхимы. При этом происходило более, чем 3-кратное повышение содержания в плазме суммы стабильных метаболитов оксида азота.
Токсическое поражение печени на фоне введения L-аргинина сопровождалось увеличением продукции NO( в 4,7 раза по сравнению с группой животных, получавших только L-аргинин. Активность АлАТ у этих животных была ниже, чем у крыс, которым вводили только один CCl4  на 23% (p<0,05), что свидетельствовало о некотором снижении проявления цитолитического синдрома при применении L-аргинина. 

Токсическое повреждение печени ССL4 приводило к увеличению содержания МДА в крови животных более чем в 1,5 раза, по сравнению с группой контрольных крыс. При этом введение L-аргинина здоровым животным не повлияло на интенсивность процессов ПОЛ, не оказывало  заметного влияния на активность основных антиокисидантных ферментов.

Токсическое повреждение печени приводило к возростанию активности  каталазы и ГР на 31,7 % (p<0,05) и 37,0% (p<0,05), соответственно, и не вызывало существенного увеличения активности СОД, по сравненю с животными контрольной группы. Незначительное увеличение активности СОД возможно объясняется низким содержанием О2(, являющегося субстратом данного фермента, который вступает в реакцию с NO(, образование которого при введении CCl4  значительно возрастает.  

на фоне введения L-аргинина токсическое повреждение печени приводит к возрастанию активности СОД на 19,6% (p<0,05), активности каталазы – на 59,7% (p<0,05) и глутатионредуктазы – на 37,0 % (p<0,05) не только по сравнению с животными  контрольной группы, но и  крысами с токсическим повреждением печени.

Проведенные исследования показали, что стимуляция продукции NO( путем введения животным его эндогенного субстрата - L-аргинина - повышала резистентность клеток печеночной паренхимы к повреждающему действию тетрахлорметана. Подобный цитопротекторный эффект связан, вероятно, с тем, что NO( способен инактивировать супероксиданион – один из наиболее важных агентов свободнорадикального окисления. Известно, что взаимодействие этих радикалов приводит к появлению пероксинитрита, обладающего так же высокой токсичностью. Видимо, защитный эффект достигается при сбалансированном присутствии NO( и супероксиданион-радикала и требует определенного редокс-состояния клетки, необходимого для нейтрализации пероксинитрита. Цитопротекторный эффект введения L-аргинина может объясняться и тем, что увеличение продукции NO( обеспечивает явления «рабочей гиперемии» путем расширения сосудов и направленного перераспределения  кислорода и пластических ресурсов из неактивных органов и тканей в печень – т.е. ту функциональную систему, которая в данный момент осуществляет адаптационную (регенераторную в данном случае) реакцию для восстановления нарушенной функции [9(. Помимо этого есть указания на то, что NO( способен и сам повышать активность антиоксидантных ферментов путем экспрессии ко​дирующих их генов (10(. 

Таким образом, стимуляция образования в организме оксида азота путем введения животным дополнительных количеств L-аргинина  с одной стороны оказывает ограничивающее влияние на интенсивность пероксидации липидов, а с другой – повышение активности ферментов АОС. Данные  эффекты NO( могут лежать в основе ограничения свободнорадикального окисления и активизации адаптационных преобразований при токсическом повреждении печени. В связи с этим направленное воздействие на систему генерации оксида азота может оказаться дополнительным фактором, повышающим эффективность комплексной профилактики и терапии заболеваний печени, сопровождающихся изменением баланса активных форм кислорода и развитием окислительного стресса. В условиях повышенного риска развития патологии гепато-билиарной системы у животных необходимо уделять особое внимание их обеспеченности L-аргинином. 
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STATE OF ANTIOXIDANT SYSTEM UNDER by a L-arginine STIMULATION OF NITRIC OXIDE PRODUCTION AT TOXIC DAMAGE OF LIVER

Bliznetsova G.N.

Voronezh state university, Voronezh, Russia 
It has been established that stimulation of NO• production by administration of its exogenous substrate L-arginine to animals improves resistance of hepatic cells to damaging action of tetrachloromethane. Increasing of NO generation on the one hand has restrictive influence on intensity of lipid peroxidation, and on the other hand enhance activity of antioxidant enzymatic system.
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ПЕРЕКИСНАЯ  ХЕМИЛЮМИНЕСЦЕНЦИЯ  СЫВОРОТКИ  КРОВИ У ЖИВОТНЫХ  ПРИ  ИНТОКСИКАЦИИ СИНТЕТИЧЕСКИМИ ПИРЕТРОИДАМИ

Герунова Л.К., Востриков Е.Ю. E-mail: ivm.omgau@omsknet. ru
Омский государственный аграрный университет, Омск, Россия

Пестицидный пресс на сельскохозяйственные угодья и природные ландшафты в последние годы породил целый ряд экологических и социальных проблем. Синтетические пиретроиды занимают одно из первых мест среди других групп инсектоакарицидов по масштабам использования. Ежегодно только в мировом земледелии пестицидами данной группы обрабатывают не менее 100 млн га. Кроме того, пиретроиды широко используют для борьбы с эктопаразитами  животных, для дезинсекции жилых и производственных помещений. Повышение санитарно-гигиенической опасности, связанной с загрязнением остатками пестицидов сельскохозяйственной продукции и источников водоснабжения, требует совершенствования диагностических методов и схем фармакокоррекции при пестицидных токсикозах [1,2].

Целью настоящего исследования было определение хемилюминесценции сыворотки крови животных в присутствии перекиси водорода для сравнения особенностей протекания процессов свободнорадикального (перекисного) окисления липидов в сыворотке крови при естественном накоплении остатков пестицидов в организме животных и подострой интоксикации в условиях эксперимента.

Материал и методы. Исследования проведены на 20 половозрелых беспородных крысах и 10 дойных коровах черно-пест-рой породы. Те и другие животные были разделены на 2 группы по 10 и 5 голов в каждой соответственно. Первая группа крыс подвергалась затравке синтетическим пиретроидом циткором в дозе 0,2 мг/ кг в течение 10 дней. Вторая группа служила контролем. Опытная и контрольная группы коров были сформированы с учетом уровня накопления синтетических пиретроидов в сыворотке крови. У контрольных животных остатки пестицидов были обнаружены в следовых  количествах (условно здоровые животные), в сыворотке крови опытных животных содержание пиретроидов достигало 20,5 мг/л (животные в состоянии хронической интоксикации). У всех животных была взята кровь для исследования методом перекисной хемилюминесценции (у крыс – во время убоя по окончании опыта).

Для измерения инициированной перекисью водорода хемилюминесценции сыворотки крови помещали по 150 мкл субстрата в кювету биохемилюминометра БХЛ-06 М, затем добавляли по 300 мкл  фосфатного буфера (рН=7,5). Кювету располагали в темновой камере хемилюминометра. Не нарушая светоизоляции темновой камеры, вводили по трубочке 410 мкл 2% раствора перекиси водорода. При этом возникала вспышка хемилюминесценции, которую оценивали по величине амплитуды и светосуммы за 3 мин, при шкале 156 mV и десятикратном усилении.

Результаты и обсуждение. Анализ полученных данных показал, что интенсивность Н2О2 – зависимой хемилюминесценции при развитии подострой и хронической интоксикации пиретроидами снижается по сравнению с контрольным уровнем (табл.). При сравнении значений хемилюминесценции контрольных проб отмечено существенное повышение уровня свечения сыворотки крови у коров.

Таблица 

Перекисная хемилюминесценция сыворотки крови животных 
при интоксикации синтетическими пиретроидами

	Группы 
животных
	Показатели 

	
	S, mV·сек
	I max, mV
	St max, mV·сек

	Крысы (n=10)
	
	
	

	опыт
контроль
	  18,44 ( 2,02

    28,26 ( 0,82*
	  1,3 ( 0,05

1,06 ( 0,21
	0,92 ( 0,07
0,86 ( 0,13

	Коровы (n = 5)
	
	
	

	опыт
контроль
	  85,07 ( 0,63

  106,11 ( 1,84*
	 1,67 ( 0,02

    2,46 ( 0,12*
	0,39 ( 0,05

  0,41 ( 0,006


Примечание: * – Р ( 0,05-0,01

В литературе отсутствуют сведения относительно того, является ли повышенный уровень свечения, инициированный перекисью водорода, видовой особенностью крупного рогатого скота или его следует расценивать как ответную реакцию на воздействие микроколичеств пестицидов, обнаруживаемых в сыворотке крови. С накоплением токсикантов в организме животных происходит снижение хемилюминесценции. Экспериментальная затравка крыс циткором подтверждает отмеченную тенденцию, причем у лабораторных животных в условиях опыта уже в течение 10 дней происходит уменьшение светосуммы на 34,7% по сравнению с контролем, а у коров разница в интенсивности хемилюминесценции не превышает 19,8%.

Снижение интенсивности хемилюминесценции при интоксикации синтетическими пиретроидами коррелирует с накоплением токсикантов в организме животных и, очевидно, происходит за счет выхода в общее кровяное русло через поврежденные клеточные мембраны низкомолекулярных соединений, обладающих, как показали исследования, проведенные Э.Ф. Малюгиным и др. [3], тушащим эффектом.

Заключение. Результаты проведенных исследований свидетельствуют о том, что перекисная хемилюминесценция сыворотки крови является неспецифическим тестом оценки форм, стадий и фаз развития интоксикаций и заболеваний иных нозологических форм, а также отражает степень тяжести состояния при болезни. Изучение показателей хемилюминесценции в динамике позволит прогнозировать эффективность проводимых терапевтических мероприятий.

Литература. 1. Государственный доклад “О состоянии защиты населения и территории Российской Федерации от чрезвычайных ситуаций природного и техногенного характера в 2000 году” // Экол. вестник России.- 2001, №6.- С.33. 2. Мельников Н.Н. //Агрохимия.- 1993.- №10.- С.80-118. 3. Малюгин Э.Ф., Владимиров Ю.А., Беляков Н.А. и др. // Экспериментальные основы лечения печеночной недостаточности. М., 1975.- С.19-24. 

PEROXYDIZE CHEMILUMINISCENCE OF BLOOD SERUM IN ANIMALS AFTER INTOXICATION WITH SYNTETICAL PIRETROIDS

Gerunova L.K., Vostrikov E.Y. 

Institute of Veterinary Medicine of Omsk State Agrarian University, Omsk, Russia

Level of intensiveness of H2O2-dependent blood serum chemiluminescence in rats and cows after synthetical piretroid intoxication has been studied. It was stated that an amplitude and sum of the flash of chemiluminescence is decrease after accumulation of pesticides in an organism. The results of the investigation are of great importance for evaluation of therapeutic efficacy.       
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 ПЕРЕКИСНОЕ ОКИСЛЕНИЕ ЛИПИДОВ И ПАТОМОРФОЛОГИЯ ЛЕГКИХ ЖИВОТНЫХ ПРИ ОСТРОМ ПЕРЕГРЕВАНИИ

Бражникова М.Ф.

Воронежский государственный аграрный университет, Воронеж, Россия

Перекисное окисление липидов (ПОЛ) является физиологическим процессом и имеет общебиологическое значение (Ф.З.Меерсон, 1981). Уровень ПОЛ изменяется при развитии стресса, что приводит к деструкции мембран и повышению их проницаемости (М.И.Рецкий, 2001). Активация ПОЛ – это неспецифический компонент реакции организма на любое необычное по силе и продолжительности воздействие, т.е. характерно для стресса, одним из продуктов ПОЛ является перекись водородов, увеличение концентрации которой повреждает липиды мембран клеток (Х. Горанов, Р. Жеков, А. Цветков, М. Малевский, 1987).

В связи с тем, что система органов дыхания принимает определенное участие в процессе терморегуляции изучение изменений, происходящих в тканях легкого при остром перегревании организма в условиях эксперимента представляет определенный интерес, так как пневмонии у животных активно развиваются как при переохлаждении так и при перегревании (М.Д.Полыковский, В.А.Аликаев, 1956).

Данные литературы по этому вопросу крайне незначительны (N. Malamud et.ab., 1946; M.Goze, 1949; Н.Т. Цишиатти, А.Б Левинская, 1960). При гистоисследовании дыхательных органов эти авторы наблюдали кровоизлияние под плевру, периваскулярные отеки, а в ряде случаев и отек легких. Детального гистологического описания поражения легких авторы не приводят. Аналогичное состояние изученности перекисного окисления липидов при остром перегревании.

Целью настоящего исследования являлось изучение ПОЛ в организме животного и гистоморфологии легких при экспериментальном стрессе-тепловом ударе на крысах (20 подопытных и 20 контрольных). Животные перегревались в термокамере при температуре 46оС, от 50 до 90 минут.

При наблюдении за поведением животных в термокамере отмечалось возбуждение животных, дыхание становилось поверхностным, нерегулярным, затем появлялись судороги, наступало коматозное состояние, утрачивались рефлексы. Ректальная температура повышалась до 42-43 оС (стадия теплового удара). Кровь брали из хвоста через два часа после стресса. Изученная взаимосвязь процессов перекисного окисления липидов – конъюгированные диены, кетодиены, малоновый альдегид и состояния показателей системы антиаксидантной защиты – супероксиддис-мутазы и каталазы (В.С. Бузлама и др., 1997).

Развитие стресс-реакции на модели перегревания, сопровождался достоверной активацией свободно-радикального окисления с одновременным достоверным повышением активности антиоксидантной защиты (СОД и каталаза).

Животные убивались декапитацией, часть животных – разрушением продолговатого мозга.

При вскрытии легких были увеличены в объеме, поверхность их пестрая, за счет множественных кровоизлияний под висцеральную плевру. На разрезе из легких вытекало значительное количество пенистой жидкости. Образцы легких фиксировали в 10% нейтральном формалине, с последующей заливкой в парафин. Срезы толщиной 7 мк окрашивались гематоксилином-эозином, ШИК-реакцией.

Микроскопическое исследование полученных препаратов обнаружило существенные чисто патологические изменения как со стороны сосудистой системы, так и со стороны паренхиматозных элементов органа. В крупных бронхах наблюдаются пролиферация клеток бронхиального эпителия и вакуолизация их цитоплазмы, просветы этих бронхов свободны. Со стороны средних бронхов отмечаются явления спазма их гладкой мускулатуры, в связи с чем слизистая оболочка их собрана в глубокие складки. Одновременно наблюдаются пролиферация и десквамация клеток бронхиального эпителия. Нередко просветы бронхов содержат гомогенные массы, окрашенные эозином в розовый цвет.

В наиболее мелких бронхах, наряду с десквамацией отдельных клеток бронхиального эпителия, в ряде случаев наблюдалось полное отделение эпителиального слоя бронхов от подлежащих тканей. Бронхиолы повреждаются меньше, просветы их свободны, эпителий не изменен.

Межальвеолярные перегородки местами значительно утолщены, капилляры в них значительно расширены, переполнены кровью, местами наблюдается отек и лимфоцитарная инфильтрация перегородок, а также десквамация альвеолярного эпителия.

Наряду с этим в паренхиме легкого встречаются отдельные очаги ателектаза, чередующиеся с эмфизематозными участками.

Помимо паренхиматозных изменений в условиях острой гиперемии наблюдаются значительные нарушения гемодинамики в легких. Легочные вены и капилляры резко расширены и переполнены кровью. В переваскулярной ткани отмечался отек, иногда с примесью фибрина, а также лимфоцитарно-гистиоцитарные инфильтраты.

Артериальные сосуды чаще всего выглядят спазмированными, здесь наблюдается переваскулярный, а иногда, и субадвентициальный отек, в результате которого адвентиция полностью отслаивается от подлежащих оболочек артерий.

Выводы. 1. В период постстрессовой адаптации увеличивается активность перекисного окисления липидов, которые разрушают мембраны клеток и ткани, повышается проницаемость кровеносных сосудов с одновременным увеличением показателей антиоксидантной защиты. 2. В условиях острой гиперемии наблюдаются патогистологические изменения в легких, которые касаются как легочной паренхимы, так и сосудистой системы легких. 3. Дистрофические изменения бронхиального эпителия выражались в пролиферации и последующей десквамации его клеток, цитоплазма которых подвергалась гидропической дистрофии. 4. Наблюдаемый в этих условиях спазм мускулатуры средних и мелких бронхов, со значительным сужением их просвета можно расценивать как защитную реакцию организма направленную на предотвращение поступления горячего воздуха в респираторные отделы легкого. 5. Межальвеолярные перегородки резко утолщены, за счет расширения капилляров и переполнения капилляров, отека и лимфоцитарной инфильтрации их ткани. 6. В респираторной паренхиме легкого отмечаются как эмфизематозные участки, так и очаги ателектаза. 7. Гемодинамические расстройства выражаются в расширении и резкой гиперемии вен и капилляров, при спазме артерий, в переваскулярных отеках и инфильтрах. В артериях наблюдаются субадвентициальные отеки с отслоением адвентиции от стенки артерий.
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   Lipid Peroxidation and Lung Pathomorphology of Animals in Overheated Environment

Brazhnikova M.F.

Voronezh State Agrarian University, Voronezh, Russia

We have studied the lipids’ peroxide oxidation of white rats’ organisms in overheated environment using hystomorphological lungs monitoring. Overheated environment activates the lipids’ peroxide oxidation which destroys cells’ membrana and lungs’ tissue and lowers the fastness of the circularity and lympha vessels’ sides. All these processes lead to vast hemorrhage and intra alviolar oedema.
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Изучение липоперекисного окисления и  антиоксидантной защиты организма карпа при стрессе

Дрошнев А.Е., Борисова М.Н.

Всероссийский НИИ экспериментальной ветеринарии, Москва, Россия

Искусственное выращивание рыб в аквакультуре является перспективной и рентабельной отраслью сельского хозяйства.

При использовании интенсивных методов в рыбоводстве проводятся  работы в условиях, вызывающих у рыб развитие стресса. Весной в рыбоводных хозяйствах происходят внутрихозяйственные перевозки, рыбу пересаживают из зимовальных комплексов в выростные и нагульные пруды. В рыбопитомниках получают молодь и реализуют в другие хозяйства для товарного выращивания. Длительность перевозок может быть различной, а плотность посадки в живорыбных емкостях всегда высокая. Стресс при транспортировке, гипоксия, приводят к потере рыбопосадочного материала, а также ослабляют общую резистентность организма. При механическом воздействии рыба травмируется, теряет чешую и создается  путь для внедрения патологических агентов. 

Известно, что  для возникновения болезни недостаточно наличия в водоеме возбудителя и восприимчивой рыбы. В оптимальных  условиях содержания болезнь может и не возникнуть, так как сопротивляемость рыбы достаточно высока. Изменения, происходящие в среде обитания рыбы: увеличение плотности посадки, перепады температуры, давления, количества растворенных газов, рН, попадание в воду токсичных веществ, приводят   к стрессовым ситуациям, снижают сопротивляемость рыбы и при наличии возбудителя провоцируют возникновение болезни [1]. 

В небольших водоемах условия обитания рыбы весьма изменчивы по сравнению с морскими и океаническими бассейнами. В рыбоводных хозяйствах (прудовых, бассейновых, садковых и др.) рыба подвергается воздействию многих стрессовых факторов, способных активизировать нормально протекающий процесс перекисного окисления липидов, который может приобрести неконтролируемый характер. В нормальных условиях перекисное окисление липидов протекающее в биомембранах клеток, регулирует их проницаемость, влияет на деление и рост клеток, тем самым является одним из важнейших биохимических факторов функционирования физиологических систем организма.  Регуляцию негативного течения этого процесса выполняет постоянно функционирующая антиоксидантная система защиты, включающая ферментативные и неферментативные механизмы контроля. У теплокровных животных  неограниченное прохождение липоперекисного окисления при недостаточной антиоксидантной защите способно существенно  снизить  скорость роста, продуктивность и резистентность. Образующиеся в избытке продукты ПОЛ занимают ведущую роль в формировании, ускоренном развитии и усугублении тяжести течения различных заболеваний.  

Физиологический уровень и роль участия в патологическом процессе - ПОЛ и антиоксидантной системы у водных гидробионтов изучены недостаточно, тем самым представляют большой теоретический и  практический интерес. Поэтому познание приспособительных возможностей организма рыб и путей воздействия на них, является актуальной задачей ихтиопатологии.  

 В задачи наших исследований входило изучение действия стресс-факторов таких как транспортировка рыбы и гипоксия на процесс перекисного окисления липидов и антиоксидантной защиты организма. 

Материалы и методы. Исследования проводили весной 2004 года в аквариальной лаборатории ихтиопатологии и лаборатории фармакологии ВИЭВ им. Я.Р. Коваленко и в рыбоводных хозяйствах Московской области.

  Материалом для исследований служили пробы крови от рыб -  карп Cyprinus carpio L., в возрасте: 60 экз.- двухгодовиков, 20 экз. - трехгодовиков и 10 экз. - производителей. Для определения нормального содержания антиоксидантных ферментов и уровня перекисного окисления липидов брали кровь от клинически здоровых рыб, содержавшихся в оптимальных условиях, во время контрольных обловов. Кровь брали из хвостовой артерии. Чешую на месте взятия крови слущивали скальпелем, кожу вытирали от слизи и дезинфицировали 70%-ным спиртом. Кровь собирали через пастеровскую пипетку в стеклянные пробирки. Для предохранения цельной крови от свертывания, добавляли к ней 1%-ный раствор гепарина, и доставляли в лабораторию в герметически закрытых стеклянных пробирках,  в термосе со льдом [2]. Далее 10 экз. рыб из этого же водоема помещали во флягу и транспортировали в лабораторию в течение 2-3 часов. По прибытии в аквариальную у рыб по вышеописанной методике брали кровь. Пробы, полученные до и после транспортировки, параллельно исследовали на процесс ПОЛ и уровень антиоксидантов в организме. Для этого определяли содержание малонового диальдегида, каталазы, пероксидазы, церулоплазмина в крови [3].

Результаты и обсуждение.  Показатели  уровня свободнорадикальных реакций у рыб из трех различных рыбхозов, перенесших стрессовую ситуацию колеблются: так малоновый диальдегид  от 0,62 до 6,05  мкМ/л, каталаза – 5,18-6,33 мМ Н2О2/л(мин,   пероксидаза – 1,9-4,7  ед.опт.пл./л( сек,  церулоплазмин- 22,3-86,0 мкМ бензохинона/л(мин. Показатели у только что выловленных рыб всегда меньше, чем у рыб подвергнутых ручным манипуляциям и транспортировке, условно мы можем считать это нормой, так как гипоксия и стресс вызывают активизацию перекисного окисления липидов и энзиматических антиоксидантов организма. При росте содержания малонового диальдегида в крови, являющегося вторичным продуктом свободно – радикального окисления липидов, отмечается уменьшение количеств ферментов защиты.

Нами отмечена самая высокая активность ферментов антиокислительной защиты каталаза – 6,98 мМ Н2О2 /л(мин, пероксидаза – 4,7 ед.опт. пл./л(сек,  церулоплазмин – 86,0  мкМ  бензохинона/л(мин и наименьшее значение вторичного продукта перекисного окисления липидов малонового диальдегида - 0,62 мкМ/л у производителей в преднерестовый период. Можно предположить, что высокая активность ферментов является одним из механизмов защиты организма рыбы и ее потомства, и выступает как составляющий фактор общей резистентности. Колебание значений показателей у рыб двух- и трехгодовалого возраста из трех хозяйств может быть связано с различными условиями зимовки. Дальнейшие исследования в летний и осенний период могут помочь установить закономерности изменений показателей, что позволит составить схему возможного целенаправленного воздействия лекарственными препаратами на процесс регуляции в организме рыб.

Литература. 1. Ведемеер Г.А. и др. Стресс и болезни рыб.- М.: Легкая и пищевая промышленность,1981. 2. Лабораторные исследования в ветеринарии / Под ред. В.Я. Антонова и П.Н. Блинова. – М., «Колос»  1974. 3. Бузлама В.С. и др. Методическое пособие по изучению процессов перекисного окисления липидов и состояние антиоксидантной системы защиты организма у животных.- Воронеж, 1997.- 36с.

Stress determent peroxidation and oxidation in carp organism (Cyprinus carpio L.)
Droshnev A. Borissova M. 

Russian Scientifically Research Institute of Experimental Veterinary Medicine,
 Moscow, Russia

Were determined that there is some restrictions between concentration of free-radical ions in carps organisms, wish were given from three different ponds. From our point of  view,  stress factors as: hypoxia, handling and transportation usually cause increasing of concentrations  malondialdehide, catalase, peroxidase, ceruloplasmine
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ВЗАИМОСВЯЗЬ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ С НЕКОТОРЫМИ ГЕМАТОЛОГИЧЕСКИМИ И БИОХИМИ-ЧЕСКИМИ ПОКАЗАТЕЛЯМИ КРОВИ ЯРОК РАЗНЫХ ПОРОД

Дьякова С.П.  E-mail: sniigk@stav.ru
Ставропольский научно-исследовательский институт животноводства 
и кормопроизводства, Ставрополь, Россия 

Большой интерес в формировании гомеокинеза в организме представляет свободнорадикальное или перекисное окисление липидов (ПОЛ).

Как известно, свободнорадикальное окисление (СРО) определяет до 25% всех физико-химических процессов и химических реакций в организме, выполняя регуляторную роль в отношении темпа деления клеток, скорости роста, проницаемости гистогематических барьеров, развития адаптационных реакций, синтеза стероидных гормонов, простагландинов, тромбоксанов, лейкотриенов и т.д. (Е.Б. Бурлакова и др., 1975; А.И. Журавлёв, 1982; В.Н. Бобырев и др., 1992; В.П. Пархомец, Т.В. Донченко, 1992).  Длительная некомпенсированная активация ПОЛ и накопление продуктов СРО в организме приводит к развитию свободнорадикальной патологии, являющейся одним из существенных факторов, снижающих резистентность, предрасполагающих к возникновению значительного числа заболеваний сельскохозяйственных животных (Ю.А. Владимиров, А.И. Арчаков 1972; А.И. Журавлёв, В.П. Пантюшенко 1989; И.А. Переслегина, 1993). 

Известно несколько десятков экстремальных состояний, которые значительно усиливают свободнорадикальное окисление и, в частности, ПОЛ. Это, например длительный стресс, гиподинамия, влияние высоких и низких температур, интоксикации различного генеза и т.д. В современных условиях ведения животноводства существенное отрицательное влияние на состояние здоровья животных и их продуктивность оказывает технологический стресс. К числу факторов, вызывающих технологический стресс относятся перегруппировки и перемещения, которые приводят к перевозбуждению животных, снижению резистентности и уменьшению продуктивности.

Общеизвестно, что стрессорные реакции в организме сопровождаются совокупностью общих ответных стереотипических и функциональных сдвигов, к числу которых относят также существенные гематологические и биохимические изменения в крови животных. Своевременное выявление у сельскохозяйственных животных характера взаимосвязей реакций ПОЛ и функциональных перестроек организма, является актуальной задачей, решение которой позволит контролировать процессы стрессовых дезадаптаций животных, а также служить обоснованием диагностики и терапии заболеваний. 

Целью настоящего исследования явилось изучение взаимосвязи реакций перекисного окисления липидов с некоторыми гематологическими и биохимическими показателями крови ярок различных пород.

Материал и методы. Объектом для изучения служили ярки 9-месячного возраста семи пород (манычский меринос, советский меринос, ставропольская, северокавказская, грозненская тонкорунная, кавказская и помесные – тексель х манычский меринос), разводимых в ведущих племенных заводах Ставропольского края. Исследования проводились через три месяца после завоза овец в КПЗ «Путь Ленина» Туркменского района.

Лабораторные исследования (гематологические и биохимические), анализ и статистическую обработку результатов проводили в лаборатории незаразных болезней ГНУ СНИИЖК. 

Количество эритроцитов, гемоглобина, общего белка и его фракций определяли унифицированными методами. Об интенсивности перекисного окисления липидов судили по концентрации малонового диальдегида в сыворотке крови (В.Б. Гаврилов и др., 1987).

Результаты исследований. Проведённые исследований показали, что гематологические показатели ярок всех исследуемых пород находились в пределах физиологической нормы для этой возрастной группы животных. При этом существенной разницы по содержанию эритроцитов и гемоглобина в крови у них не отмечено.

Анализ показателей белкового метаболизма свидетельствовал о высокой интенсивности обменных процессов. Так установлено, что содержание общего белка находилось в пределах физиологической нормы или несколько выше её. У  ярок кавказской породы больше по сравнению с ярками породы манычский меринос, ставропольской местной, северокавказской и грозненской тонкорунной (р<0,05), а помесные ярки - тексель(манычский меринос - содержали общего белка достоверно больше по сравнению со всеми исследуемыми породами овец.

В количестве отдельных белковых фракций отмечались отклонения от нормы. Так содержание альбуминов и альфа глобулинов у ярок всех пород оказалось ниже нормы. При этом ярки северокавказской породы имели самое низкое содержание альбуминов (24,1(1,5 г/л; р<0,05). Количество бета глобулинов колебалось в пределах нижних границ физиологической нормы (у ярок пород манычский меринос, грозненская тонкорунная северокавказская и кавказская: 5,03(1,3; 5,47(0,9; 4,5(1,7 и 5,01(0,5 г/л  соответственно).

Существенных межпородных различий по количеству альфа и бета глобулинов не установлено, за исключением помесных ярок (тексель(манычский меринос), которые содержали существенно больше бета глобулинов, по сравнению с ярками других пород (7,1(0,4 г/л). 

У всех ярок исследованных пород содержание гамма глобулиновой фракции белка находилось в пределах верхних границ физиологической нормы, при этом ярки ставропольской местной и породы советский меринос существенно отличались от животных других пород - этот показатель у них был достоверно ниже (25,3(1,2 и 26,4(3,3 г/л; р<0,05).

Поскольку ПОЛ в организме имеет стационарный уровень, интенсивность этого процесса определяли по накоплению в крови побочного продукта ПОЛ – малонового диальдегида.

На основании проведённых исследований были получены следующие данные: колебания МДА находились в пределах от 3,13-3,2 ммоль/л (у ярок  кавказской породы и манычский меринос) до 5,16-5,9 ммоль/л (у помесных ярок и северокавказской породы). 

Анализ прямой коррелятивной связи варьирующих гемма-тологических (эритроциты и гемоглобин) и биохимических (общий белок, альбумины, α, β, γ-глобулины) признаков с интенсивностью ПОЛ показал, что все изученные параметры крови находились в различной степени корреляции с уровнем малонового диальдегида в крови.

Исследования показали, что уровень МДА у ярок манычской и кавказской пород не оказывал влияния на интенсивность белкового обмена веществ и гематологические  показатели крови.  Об  этом  свидетельствует   несущественная (r=0,05-0,1) или слабая (r=0,2-0,5) корреляция ПОЛ и анализируемых параметров. Учитывая, что уровень МДА у ярок этих пород был из числа самых низких, а показатели белкового обмена веществ находились в пределах допустимых значений, можно с достаточной долей уверенности утверждать, что животные указанных пород полностью адаптировались к новым условиям жизни.

Исходя из того, что у ярок северокавказской породы установлено самое высокое содержание МДА в крови (5,9 ммоль/л), самое низкое содержание альбуминов (24,1 г/л) и бета глобулинов (4,5 г/л) и отмечена заметная корреляция ПОЛ с этими параметрами, можно сделать заключение о том, что процессы катаболизма в организме указанных животных преобладают над процессами анаболизма.

Процессы ПОЛ у ярок ставропольской породы из разных хозяйств развивались по-разному. Уровень МДА в крови животных, завезённых из племзавода «Советское руно» был выше по сравнению с местными ярками (4,2 и 3,3 ммоль/л соответственно), разной оказалась и корреляционная зависимость ПОЛ с гематологическими показателями и параметрами белкового обмена веществ. У ярок ставропольской местной породы установлена заметная отрицательная корреляция ПОЛ с гематологическими показателями и выраженная положительная связь уровня МДА и гамма глобулиновой фракции белка. В то же время в крови животных, завезённых из племзавода «Советское руно» выявлена прямо противоположная зависимость ПОЛ с гематологическими показателями и выявлена заметная положительная корреляция по альбумину. Это свидетельствует о более благоприятном процессе адаптации у местных животных по сравнению с завезёнными.

Ещё более существенные корреляционные зависимости выявлены у ярок -тексель х манычский меринос, грозненской тонкорунной и породой советский меринос. У помесных ярок, на фоне высокого уровня ПОЛ (5,16 ммоль/л) установлена обратная корреляция  по гемоглобину, общему белку и гамма глобулиновой фракции белка. У советских мериносов, практически на таком же фоне (МДА=5,0 ммоль/л) выявлена заметная (r = -0,6(0,7) и  выраженная (r = - 0,9) обратная корреляция между ПОЛ и параметрами белкового обмена (за исключением (-глобулинов, по которым корреляция была положительной). Заметные корреляционные связи установлены и по грозненской породе ярок (r = 0,8-0,7 – по гемоглобину и альбуминам и r = - 0,9 – по (-глобулинам). Всё вышеизложенное свидетельствует об отсутствии равновесия между окислительными и восстановительными процессами в организме указанных пород овец.

Таким образом, на основании результатов проведённых исследований можно сделать заключение, что через три месяца после перемещения животных в новую для них среду обитания, полностью адаптировались к новым условиям жизни ярки двух пород: кавказской и манычский меринос. Овцы других исследованных пород всё ещё находились в условиях стрессовой дезадаптации. Это в равной степени относится как к завезённым животным, так и местным, для которых введение в стадо новых особей явилось не меньшим стрессом, чем перемещение последних в новые условия жизни. Подтверждением тому служат отклонения от физиологической нормы таких жизненно важных показателей белкового обмена веществ, как содержание альбуминов, альфа и бета глобулинов. В пользу вышеприведённого заключения свидетельствует также наличие существенных корреляционных связей ПОЛ и исследованных гематологических и биохимических параметров крови животных.  
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THE INTERCONNECTION BETWEEN PEROXIDE OXIDATION OF LIPIDS AND HEMATOLOGICAL AND BIOLOGICAL BLOOD INDEXES OF THE EWES OF DIFFERENT BREEDS

 Dayakova S.P.
Stavropol Research Institute of Livestock Breeding and Food Production, 
Stavropol, Russia

On the grounds of the study of the interconnection between peroxide oxidation of lipids and hematological and biological blood indexes it has been determined that only two ewe breeds had been adopted to the new living conditions, viz. the Caucasian and Manuch merino, in three months after removing these animals into these conditions. The sheep of other breeds were still in the conditions of the stress disadaption.
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взаимосвязь интенсивности процессов свободнорадикального окисления и показателей иммунного статуса у телят

Жаркой Б.Л.

Научно-производственное предприятие «Агрофарм», Воронеж, Россия

В современной клинической иммунологии малоизученным является роль окислительного метаболизма в становлении иммунологической резистентности у молодняка сельскохозяйственных животных, зависимости характера и интенсивности проявления иммунного ответа от ряда биохимических процессов лимитирующих становление иммунитета. Предположительно одним из механизмов, оказывающих свое влияние на формирование иммунного статуса является состояния системы свободнорадикальное окисление липидов – антиоксидантная защиты (ПОЛ-АОЗ), которая играет роль универсального неспецифического патогенетического звена развития различных заболеваний и преморбидных состояний. 

Целью данного исследования была оценка коррелятивных взаимосвязей некоторых показателей иммунного статуса, интенсивности процессов перекисного окисления липидов и состояния антиоксидантной системы  у молодняка крупного рогатого скота.

Материалы и методы. Было подобрано по принципу парных аналогов 10 клинически здоровых телят 3-х месячного возраста, содержащихся в идентичных условиях кормления и содержания. Для оценки интенсивности течения процессов перекисного окисления липидов и состояния системы антиоксидантной защиты организма определяли содержание в крови малонового диальдегида (МДА) (Стальная И.Д., Гаришвили Т.Г., 1977); общую антиокислительную активность (АОА) плазмы крови хемилюминесцентным методом (Шестаков В.А., Шерстнев М.П., 1977); активность каталазы в крови (Королюк М.А. с соавт., 1988). 
Иммунологическую реактивность неспецифического гуморального и клеточного звеньев определяли общепринятыми методами (Е.С. Воронин, А.М. Петров с соавт., 2002). Лимфоциты выделяли в градиенте плотности фикол-верографин, дифференциацию клеток проводили по реакции розеткообразования с эритроцитами барана. Комплементарную активность сыворотки определяли по методу Вагнера, лизоцимную активность турбодиметрическим методом по Д.Г. Дорофейчук (1968), фагоцитарную активность макрофагов по В.С. Гостеву.  
Корреляционную зависимость показателей обсчитывали общепринятыми методами биологической статистики с помощью пакета прикладных программ «Statistika 5,0». 

Результаты исследования. Как показали проведенные исследования между изученными показателями иммунного статуса, концентрацией продуктов ПОЛ и активностью антиоксидантной системы существует корреляционная взаимосвязь различной степени выраженности (табл.).

Таблица 

Корреляционная зависимость показателей иммунного статуса 
и системы ПОЛ-АОЗ
	Показатель
	МДА
	Каталаза
	АОА

	Фагоцитарная активность, %
	    0,22
	0,31
	0,16

	Лизоцим, мкг/мл
	    0,48
	   - 0,12
	0,41

	Комплементарная активность, %
	  - 0,62*
	0,32
	 0,65*

	Лейкоциты, 109/л
	    0,19
	   - 0,27
	   - 0,09

	Т-лимфоциты
	  - 0,34
	0,12
	0,31

	В-лимфоциты
	  - 0,76*
	   - 0,46
	   - 0,17


   * - Р<0,05

Так, между общей антиокислительной активностью плазмы и активностью комплемента существует выраженная прямая корреляционная зависимость. При этом обратная зависимость установлена между концентрацией малонового диальдегида, отражающей интенсивность процессов свободнорадикального окисления и комплементарной активностью сыворотки крови и способностью В-лимфоцитов агглютинировать с эритроцитами барана.  

Зависимость показателей клеточного иммунитета от интенсивности процесса пероксидации, возможно, связано с подверженностью рецепторов В- и Т-лимфоцитов, находящихся на поверхности биологической мембраны к окислительной деструкции. В свою очередь функционирование антиоксидантной системы крови препятствует негативным изменениям в клеточном звене иммунитета.

На основании анализа проведенных исследований, а также косвенных данных, имеющихся в отечественной и зарубежной литературе, одной основных из причин, приводящих к супрессии факторов неспецифической иммунологической резистентности организма, является накопление в организме высокоактивных продуктов свободнорадикального окисления липидов, практически всегда сопровождающее развитие стрессового состояния. На это указывает существование достаточно сильной коррелятивной взаимосвязи между уровнем продуктов ПОЛ и показателями неспецифического гуморального иммунитета. 

Снижение уровня гуморальных факторов неспецифической резистентности может быть объяснено, по меньшей мере, двумя причинами. 

Так в условиях способствующих накоплению перекисных продуктов происходят нарушения в системе мононуклеарных фагоцитов-макрофагов, которые являются продуцентами гуморальных факторов иммунитета, связанное с угнетением их функций в результате нарушения структуры клеточных мембран фагоцитов (Buttriss J.L., Diplock A., 1989). 

Другой, на наш взгляд, не менее существенной причиной снижения активности факторов неспецифической резистентности является модифицирующее действие вторичных продуктов ПОЛ (альдегиды, кетоны, эпоксиды и др.), образующихся в результате распада гидроперекисей, на молекулярную структуру циркулирующих в организме неспецифических гуморальных факторов иммунитета, имеющих белковую природу и механизм биологического действия которых связан в той или иной степени с их ферментативной активностью (Журавлева Н.В., Родосская Н.К.,1988). 

Аргументами в пользу этого может служить то, что модифи-цирующее действие продуктов ПОЛ типа малонового диальдегида на белковую молекулу связано с окислением входящих в ее структуру SH-групп до сульфонов, а также с образованием межмолекулярных «сшивок» при взаимодействии с концевыми (-NH2-группами полипептидной цепи с образованием оснований Шиффа (Fukuda F. et al.1991). Результатом такого действия продуктов ПОЛ на белковую молекулу является снижение ее каталитической активности. Подтверждением этому могут служить результаты исследований, в которых показано, что при УФ-облучении как раствора свободного белка, так и крови, приводящем к активации процессов ПОЛ и накоплению его продуктов, происходит снижение их ферментативной активности, связанное с изменением макромолекулярной структуры (Наквасина М.А.,1994). 

Важным подтверждением, высказанного нами предположения являются результаты исследований по изучению молекулярных механизмов фотоинактивации комплемента (Гусинская В.В.,1995), в которых установлено, что одной из основных составляющих инактивирующего действия УФ-облучения на систему комплемента, помимо прямого действия УФ-света на молекулу белка, является активация процессов ПОЛ, накопление его высокореакционных продуктов, при взаимодействии которых с белковой молекулой нарушается ее структура и целостность системы дисульфидных связей между субъединицами, приводящие к дезорганизации активных центров. 
Косвенным подтверждением, высказанного предположения о механизме стрессовой супрессии гуморальных факторов иммунитета, являются многочисленные данные о восстановлении или предотвращении снижения уровня большинства показателей неспецифической иммунологической резистентности при применении животным различных антиоксидантных препаратов, предотвращающих избыточное накопление в организме животных продуктов ПОЛ в условиях активизации в силу различных обстоятельств процессов свободнорадикального окисления липидов (Бурлачук В.Т., Жигульская Е.С., 1989; Turner R.J., Finch J.M.,1990 и др.). 

Так как степень накопления продуктов ПОЛ в организме существенным образом зависит от состояния различных звеньев системы АОЗ, вполне понятна тесная взаимосвязь показателей неспецифической иммунологической сопротивляемости с показателями, характеризующими не только интенсивность течения процессов ПОЛ, но и состояние системы АОЗ организма. 
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Is established, that between parameters immunity system, concentration of products the peroxyd oxydation of lipids and activity oxydant system exists correlation dependence.  
According to received the data exist direct correlation dependence between common antioxidizing activity and activity complements in blood. The return correlation dependence is present between concentration MDA and ability B-l. The increase of concentration MDA in blood testifies to intensity of processes peroxyd oxidation of lipids, hence there is a return correlation dependence between activity of process a POL and functional activity B-l. Probably such changes testify to susceptibility receptor T and B-l, taking place on a surface of a biological membrane oxidizing destruction. In turn functioning of antioxydant system of blood interferes with negative changes in cell a part of immunity.
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В настоящее время в области иммунологии одной из концептуальных проблем является изучение биохимических процессов контролирующих состояние иммунной системы и патогенетических механизмов развития феномена иммунологической недостаточности. На сегодняшний момент известны многие этиологические факторы, лежащие в основе возникновения вторичных иммунодефицитов. В частности, иммуносупрессивный эффект наблюдается при действии кортикостероидов и прогестерона в высоких концентрациях вследствие инволюции органов тимико-лимфатической системы, при эндоинтоксикация, нефропатологии, бластоматозных поражениях, воздействии иммунотоксических лекарственных препаратов, различных иммунотропных факторов инфекционной и неинфекционной природы. 

В последние годы все большее внимание исследователей привлекают процессы свободнорадикального окисления, обеспечивающие в норме функцию обновления и структурной модификации клеточных мембран, синтеза комплекса комплементарных белков, проявление биоцидной функции активированных фагоцитов и т.д.

Однако избыточность этих процессов, вызываемая активными формами кислорода (АФК) может являться одним из неспецифических патогенетических звеньев развития ряда заболеваний и пограничных состояний, изменяющим структурную целостность и проницаемость клеточных мембран, вызывающим окислительную деструкцию белковых, липидных и углеводных компонентов клеток. Это приводит к нарушениям на разных структурно-функциональных уровнях (Neuzil J. et al., 1993; stadtman E.R., Levine R.L., 2000). Одним из возможных механизмов, лимитирующих иммунный ответ также может являться интенсификация процесса свободнорадикального окисления (Рецкий М.И. и др., 2003).

Целью исследования было изучение влияние избыточной продукции активных форм кислорода на функциональную активность факторов клеточного и гуморального звена иммунитета in vitro. 

Материал и методы. Объектом исследования служила стабилизированная гепарином кровь клинически здоровых телят-доноров 3-месячного возраста. Генерацию гидроксильного радикала (ОН() – наиболее агрессивной АФК проводили с использованием реакции Фентона (Владимиров Ю.А., Арчаков А.И., 1972). Для этого цельную кровь инкубировали при 37(С в течение 120 минут с системой Фентона (Н2О2 + FeSO4). При постоянной концентрации Fe2+ (1(10–4 М), перекись водорода добавляли к крови в концентрациях в 10, 20 и 50 раз превосходящих физиологическую концентрацию перекисных соединений, составляющую около 0,8.10-6 М/г липидов (Храпова Н.Г., 1981). В качестве контроля использовали гепаринизированную кровь опытных животных, которую инкубировали без перекиси водорода и ионов Fe2+. О состоянии процессов пероксидного окисления судили по изменению уровня конъюгированных диенов, кетодиенов и малонового диальдегида (Бузлама В.С. и др., 1997). О величине антиокислительной активности плазмы судили по степени снижения светосуммы ((S) хемилюминесценции (Шестаков В.А., Шерстнев М.П., 1977). Исследование рутинных иммунологических и морфологических показателей крови проводили общепринятыми методами (Предтеченский В.Г.,1964; Кондрахин И.П. с соавт., 1983; Воронин Е.С., Петров А.М., с соавт. 2002).    

Результаты исследования. Установлено, что инкубация крови в присутствии гидроксильного радикала сопровождается активацией процессов свободнорадикального окисления, что подтверждается статистически достоверным повышением концентрации малонового диальдегида (на 18-24%), диеновых коньюгатов (на 20-48)% и снижением антиокислительной активности крови (табл.1). Причем, интенсивность течения процессов ПОЛ при различной концентрации ОН(, обусловленной разными концентрациями перекиси водорода в системе, существенно не изменяется, в то время как снижение антиокислительной активности практически до нулевых значений, где использовалась доза Н2О2, превышающая в 20 и 50 раз физиологическую свидетельствует об окислительной деструкции компонентов крови, в том числе эндогенных биоантиоксидантов и истощении ферментативного звена антиоксидантной системы. 

При морфологическом исследовании установлено, что длительная инкубация крови в системе Фентона существенно не сказалась на содержании эритроцитов и лейкоцитов,  однако в тест-системе с 50-кратной дозы перекиси водорода гемолизу подвергалось около 7-8% эритроцитов.

Таблица 1

Интенсивность процессов ПОЛ в крови при инициации образования 
свободных радикалов реакцией Фентона

	Показатель
	Контроль
	Концентрация Н2О2

	
	
	1(8 .10-5 М
	2(8 .10-5 М
	5(8 .10-5 М

	МДА, мкМ/л
	 1,41±0,051
	    1,67±0,048*
	 1,75±0,036*
	1,75±0,059*

	ДК, опт.ед /мл(102
	101,7±2,14
	  121,2±4,19*
	148,4±6,47*
	137,2±9,56*

	КД, опт.ед /мл(102
	  47,5±1,46
	    50,1±2,07
	  78,5±4,74*
	95,5±5,57*

	АОА, ΔS 
	  42,7±1,24
	 22,7±0,91*
	  5,81±1,90*
	 -1,12±1,24*


* - Р<0,05 по сравнению с контролем 

Во всех опытных пробах наблюдалось выраженное окрашивание ядерного хроматина и цитозоля нейтрофилов, связанного, вероятно, с нарушением проницаемости мембран, в группах, где в пробы добавлялась перекись водорода в 20- и 50-кратной физиологической концентрации. Наблюдался  пойкилоцитоз и появление деструктированных «клеток-теней». 

Таким образом, наиболее корректной для дальнейших исследований является рабочая концентрация перекиси водорода, превышающая физиологическую в 10 раз. Перекись водорода в этой концентрации стимулирует процессы свободнорадикального окисления, но не оказывает заметного токсического действия на клеточные элементы крови. 

При определении влияния повышенного образования АФК на изменение некоторых показателей гуморального и клеточного звеньев иммунитета (табл.2) установлено, что избыточная активация свободнорадикальных процессов снижает комплементарную активность сыворотки крови, что, вероятно, обусловлено окислительной деструкцией β-глобулинов активными формами кислорода. При этом даже высокие концентрации ОН( существенно не изменяют лизоцимную активность сыворотки и фагоцитарную активность нейтрофилов. 

Таблица 2

Влияние АФК на иммунологические показатели крови in vitro
	Показатель
	Контроль
	Концентрация Н2О2

	
	
	10(0,8.10-6 М
	20(0,8.10-6 М
	50(0,8.10-6 М

	Лизоцимная 
активность, мкг/мл
	1,47(0,31
	1,60(0,33*
	1,55(0,37
	1,39(0,53

	Комплементарная активность, %
	27,4(3,17
	19,9(3,18*
	15,2(3,64*
	11,2(3,24*

	Фагоцитарная 
активность, %
	66,2(3,54
	64,4(3,41
	61,2(2,64
	60,9(3,11

	Лейкоциты, 109/л
	10,5(1,17
	10,6(0,91
	10,1(0,63
	9,7(0,57

	Т-лимфоциты
	37,7(3,88
	26,3±2,67*
	18,8±3,38*
	15,5±3,86*

	В-лимфоциты
	18,6±3,58
	10,2±1,52*
	7,2±1,31*
	0,0


* - Р<0,05 по сравнению с контролем

При увеличении в биофазе активных форм кислорода происходило снижение количества т- и в-лимфоцитов. Вероятно, это не связано с цитолизом, так как повышение генерации АФК при повышении концентрации пероксида водорода во всех опытных пробах не влияло на общее количество лейкоцитов в крови, а обусловлено окислительной модификацией белковых и липидных компонентов рецепторых участков мембраны Т- и В-лимфоцитов, участвующих в процессе клеточного взаимодействия.

Характерным является также и то, что при концентрации пероксида водорода в 50 раз превосходящей физиологическую, В-лимфоциты практически полностью утрачивали способность к агглютинации. 

Таким образом, вполне вероятно, что избыточная активация свободнорадикальных процессов в результате повышенного образования в биофазе активных форм кислорода сопровождается нарушением рецепторных взаимодействий и деструктивными изменениями в системе как клеточного, так и гуморального иммунитета. Не исключено, что подобные эффекты активных форм кислорода in vivo являются одной из причин развития клеточного и гуморального иммунодефицита в условиях, сопровождающихся активацией образования АФК, усиления процессов свободнорадикального  окисления или снижения функциональной активности антиоксидантной системы.  
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INFLUENCE PEROXID OXIDATION OF LIPIDS ON FUNCTIONAL ACTIVITY OF IMMUNITY SYSTEM
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The influence of superfluous activation of processes peroxid oxidation of lipids on functional activity  immunity system  in vitro investigated. Is established, that the superfluous activation of peroxid oxydation processes is accompanied by decrease changes in system not specific immunology answer and essentially has an effect on the immunity answer. Such changes, are more probable than all are caused oxidizing destruction of peptid components of blood.

УДК 577.127.4:577.125.33:616-001.8-036.11-092.9
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Известно, что одним из перспективных классов биологически активных соединений в плане поиска новых высокоэффективных антиоксидантов являются природные полифенольные соединения [1-3,6].

Ранее исследована антиоксидантная активность экстракта солянки холмовой, березовых почек, содержащих в основном,  полифенольные соединения (рутин, кверцетин, трицин, изорамнетин) и установлен выраженный антиоксидантный и гепатопротекторный эффект [6-8].

Целью настоящего исследования являлось сравнительное изучение индивидуальных соединений рутин, кверцетин и суммарного препарата на основе топинамбура на динамику перекисного окисления липидов при острой гипоксии лабораторных крыс.

Материал и методы. Модель острой гипоксии лабораторных животных воспроизводили путем механического удушья продолжительностью 15 минут, предварительно интубировав трахею для последующей реанимации опытных крыс. Водные растворы рутина, кверцетина и топинамбура вводили перорально в течение 10 дней один раз в сутки по 0,2 мл суспензии. Доза вещества составляла 5 мг/кг массы животного. Опыты проведены на белых беспородных крысах массой 180-200 гр., разбитых на 3 группы: интактная, контрольная и опытная.

Об уровне перекисных процессов судили по изменению содержания малонового диальдегида (МДА) и изменению активности каталазы в плазме крови [4,5]. Полученные результаты подвергнуты статистической обработке с использованием t-критерия Стьюдента.

Результаты исследований. Эксперименты проведены на трех группах животных, в каждой из которых было 6 крыс. В группе интактных крыс содержание МДА составляло 5,368(0,18 мкмоль/л, а в группе крыс, подвергнутых гипоксии, этот показатель увеличился до 6,58(0,18 мкмоль/л (р<0,05), что указывает на усиление перекисных процессов. Активность каталазы имела значение 0,48(0,05 мкат/л, а в опытной группе возросла незначительно до 0,55(0,05 мкат/л. При превентивном введении рутина, кверцетина и топинамбура динамика этих параметров несколько отличалась. Так, рутин  практически не оказал влияния на уровень МДА, который составил 7,72(1,68 мкмоль/л (р(0,05), а кверцетин уменьшил содержание МДА до 4,16(2,06 мкмоль/л (р(0,05). Более выраженная антиоксидантная активность кверцетина может быть объяснена двумя факторами: при одинаковой дозе препаратов меньшая молярная масса кверцетина повышает концентрацию вещества, а также наличие большего числа ОН-групп в структуре кверцетина, что способствует повышению ингибирующего эффекта в свободнорадикальных процессах. В случае топинамбура уровень МДА составляет 7,488(0,08 мкмоль/л, что указывает на его инертность в перекисных процессах.

Превентивное введение указанных препаратов не оказало существенного влияния на активность каталазы: в случае рутина 0,46(0,04мкат/л (р(0,05), кверцетина 0,46(0,01 мкат/л (р(0,05), и топинамбура 0,56(0,10 мкат/л (р(0,05).

Выводы. 1. Превентивное введение рутина и кверцетина в дозе 5 мг/кг снижает уровень перекисных процессов при острой гипоксии животных. 2. Кверцетин проявляет более выраженную активность по сравнению с рутином. 3. Топинамбур не оказывает ингибирующего эффекта в реакциях перекисного окисления, что указывает на нецелесообразность его применения в качестве антиоксиданта.

Литература. 1. Барабой В.А. Биологическое действие растительных фенольных соединений, Киев, 1976, 271с. 2. Рогинский В.А. Фенольные антиоксиданты: Реакционная способность и эффективность, М.,1988, 247с. 3. Минаев В.Т. Флавоноиды в онтогенезе растений и их практическое использование, Новосибирск, 1978. 4. Методическое пособие по изучению перекисного окисления липидов и системы антиоксидантной защиты организма у животных (под ред. Бузлама В.С. и др.), Воронеж, 1997, с.14-16.  5. Королюк М.А., Иванова Л.И., Майорова И.Г., Токарева В.Е.// Лаб.дело, 1988, №7, с.16-18.  6. Адекенов С.М., Токпаев А.Х., Кульмагамбетова Э.А., Сейтембетов Т.С., Прибыткова Л.Н.// Предпатент РК № 5696.  7. Мурзагулов К.К., Сейтембетов Т.С., Зухрабов М.Г. Изучение некоторых аспектов патогенеза и  лечение анемии молодняка животных, Астана, 2003, 170 с. 8. Бикбулатова А.Б., Ахмедьярова Э.А., Сейтембетова А.Ж., Сейтембетов Т.С.// Вестник сельскохоз. науки Казахстана, 2004, №4, с.74-76.

INFLUENCE OF SOME FLAVONOIDS ON LIPIDS PEROXIDATION LEVEL UNDER ACUTE HYPOXIA OF ANIMALS
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The antioxidant activity of rutin, quercetin and American artichoke in a dose of 5 mg/kg was investigated under experimental hypoxia. Criterion were values of malondialdehyde and activity of blood plasma catalase. The antioxidant effect of rutin and quercetin was established. The American artichoke did not reveal similar property.
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ОКИСЛИТЕЛЬНЫй СТРЕСС И АНТИОКСИДАНТНЫЙ СТАТУС ПРИ экспериментальноМ аллоксановоМ диабетЕ
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Сахарный диабет остается одной из серьезных проблем, масштабы которой продолжают увеличиваться. В настоящее время это заболевание занимает третье место среди непосредственных причин смерти после сердечно-сосудистых и онкологических заболеваний [1].

В экспериментальной диабетологии довольно часто используется модель аллоксанового диабета. Механизм диабетогенного действия аллоксана основан на том, что молекулы глюкозы и аллоксана сходны по химическому строению, что позволяет аллоксану свободно проникать в клетки, инициируя в них цепи свободнорадикальных реакций с развитием дегенератавно-некротических изменений (-клеток и их апоптозу. Одной из причин селективной токсичности аллоксана для (-клеток  является их низкая ферментативная защита от инициации процессов ПОЛ на фоне общего  повышения уровня глюкозы в крови [2]. 

Целью настоящего исследования явилось изучение показателей, характеризующих интенсивность пероксидного окисления липидов и активность ферментов антиоксидантной защиты в крови у крыс при развитии ИЗСД, вызванного введением аллоксана.

Материал и методы. Модель аллоксанового диабета воспроизводилась на белых крысах линии «Wistar» подобранных по принципу парных аналогов и массой тела 200-250 г. с использованием аллоксана производства компании «Sigma».

В первой серии экспериментов у животных опытной группы (n=12) и контрольной (n=12) групп после 12-часового голодания определяли уровень глюкозы в крови, после чего опытным крысам вводили однократно подкожно водный раствор аллоксана из расчета 130мг/кг массы тела. Контрольным животным подкожно вводили равное по объему количество воды для иньекций. Через 2,3,4,5,6,7,8,9 и 14 дней после введения аллоксана в крови определяли содержания глюкозы глюкозооксидазным методом с использованием набора реактивов, а в моче - диагностических полосок фирмы «Lachema». 

Вторая серия экспериментов проведена на 54 крысах самцах (30 опытных и 24 контрольных животных). Условия проведения эксперимента были такими же как и в первой серии опытов. В этой серии опытов у крыс в крови определяли уровень конъюгированных диенов (ДК) и кетодиенов (КД), малонового диальдегида (МДА) и соединений типа оснований Шиффа (ОШ) [3], активность глутатионпероксидазы (ГПО), глутатионредуктазы (ГР) и каталазы (КАТ) [4]. Исследование крови проводили на 3,6 и 9 дни эксперимента. Во время проведения второй серии экспериментов у животных опытной и контрольной  также определяли уровень глюкозы в крови. 

Результаты и обсуждение. Проведенными исследованиями установлено, что уже через 24 часа после подкожного введения раствора аллоксана в дозе 130,0 мг/кг у 95,7% животных опытной группы развивается симптомокомплекс сахарного диабета (гипергликемия, глюкозурия, снижение массы тела, полиурия, полидипсия и др.), но этом гибели крыс в опытной группе не установлено. 

Максимальный уровень гипергликемии, достоверно превышающий уровень глюкозы в крови у контрольных животных почти в 2,5-3 раза отмечали на 3-4 дни после введения аллоксана, что совпадает по срокам с разрушением 70-80% (-клеток островков Лангерганса. На 9-й день после введения аллоксана концентрация глюкозы в крови опытных животных снижалась и не отличалась от уровня глюкозы в крови контрольных крыс (рис.1). Причиной этого является способность (-клеток поджелудочной железы крыс и мышей восстанавливать свою численность и структурно-функциональное состояние при аллоксановом диабете [5]. 

На фоне развития гипергликемического состояния происходило снижение массы тела животных уже на вторые сутки после введения аллоксана более чем на 8,5%, что связано с нарушением водно-минерального обмена и пре-обладанием  катаболических  реакций над анаболическими при диабетическом состоянии [6]. 

В ходе второй серии опытов установлено, что развитие аллоксанового диабета сопровождается активацией процессов свободно-радикального окисления липидов (рис.2). Концентрация первичных продуктов пероксидного окисления липидов – диеновых коньюгатов в крови опытных крыс на 3,6 и 9 день была выше, чем у крыс контрольной группы на 23,3; 25,0% и 14,8% соответственно. 

Концентрация кетодиенов, в крови  опытных животных на 3 и 6 дни повышалась на 20-30%, а к 9-му дню восстанавливалась до исходного уровня контрольных животных. 

Уровень малонового диальдегида в крови опытных животных достоверно повышалась на 30,0%, 35,7% и 21,5% на 3,6 и 9 день после введения аллоксана соответственно. 
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	Содержание в крови соединений типа оснований Шиффа достоверно повышалось  у больных животных только на 9-й день после введения аллоксана с 0,02 до 0,04 отн.ед.опт.пл./мл крови.

Следует отметить, что наиболее выраженная активация процессов пероксидного окисления липидов, установленная на 3-6 сутки после введения аллоксана совпадала с пиком развития гипергликемии и глюкозурии.

	Рис.1. Динамика уровня глюкозы (мМ/л) в крови крыс при аллоксановом диабете.
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	Рис.2. Изменение содержания конъюгированных диенов (КД) и малонового диальдегида (МДА) в крови у крыс при аллоксановом диабете


В дальнейшем  интенсивность  процессов свободнорадикального окисления липидов несколько снижалась, о чем свидетельствует снижение концентрации сопряженных диенов  и  МДА. 

Развитие диабетического состояния, вызванного введением аллоксана, сопровождалось изменениями в состоянии ферментативного звена антиоксидантной системы (рис.3). Так на 3 сутки после введения аллоксана активность ГПО в крови у опытных крыс несколько возрастала, на 6-е сутки снижалась почти на 20 %. Через 9 суток после введения аллоксана активность ГПО практически восстанавливалась и достоверно не отличалась от активности у здоровых животных. 

Активность глутатионредуктазы на 3, 6 и 9 сутки после введения аллоксана статистически достоверно повышалась и составляла соответственно 110, 121 и 118 % от уровня контрольных животных.

Активность  каталазы  также  повышалась  по  сравнению с  контролем на 3 и 6 сутки соответственно на 18,5% и 23,1%, а на 9-е сутки снижалась до уровня здоровых животных. 
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	Установленные изменения в системе ПОЛ-АОЗ могут быть связаны с тем, что аллоксан, попадая в клетку, превращается в диалуровую кислоту при аутоокислении которой, образуются активные формы кислорода, в частности,  перекись водорода, которые инициируют реакции свободнорадикального окисления липидов [7]. 
       Наиболее  заметное повы-

	Рис.3. Изменение активности антиоксидантных ферментов при развитии аллоксанового диабета (в % к контролю)
	


шение интенсивности процессов пероксидации приходится на 3-6 сутки эксперимента. В дальнейшем интенсивность накопления первичных и вторичных продуктов ПОЛ в крови снижалась. Увеличение уровня в крови соединений  типа  оснований Шиффа в более поздние сроки после введения аллоксана связано, вероятно, с взаимодействием промежуточных продуктов ПОЛ с (-NН2-концевыми остатками аминокислот,  белков и аминогруппами фосфолипидов [8]. Развитие оксидативного стресса, инициируемое введением аллоксана, на фоне повышения концентрации глюкозы в крови сопровождается изменением активности ферментов антиоксидантной защиты организма. 
Снижение активности ГПО, вероятно, связано с тем, что  активные формы кислорода, инициируя цепь свободнорадикальных реакций, снижают уровень восстановленного глутатиона в крови, который служит донором водорода при восстановления гидроперекисей глутатионпероксидазой. Повышение уровня окисленного глутатиона индуцируют рост активности глутатионредуктазы для пополнения пула восстановленного глутатиона и восстановления физиологического баланса в глутатионовой антиоксидантной системы. Повышение же активности каталазы является следствием увеличеного образования перекиси водорода при введении аллоксана [10] и инактивация Н2О2 каталазой наиболее значимым в удаления активных форм кислорода в (-клетках поджелудочной железы [11]. Эти процессы наиболее ярко выражены на 3-6 сутки после введения аллоксана, что совпадает с пиком развития гипергликемии и глюкозурии. На 9-е сутки после введения аллоксана активность антиоксидантных ферментов практически нормализуется, что также совпадает по времени с нормализацией уровня глюкозы в крови опытных крыс.

Таким образом, установленные изменения в интенсивности процессов пероксидного окисления липидов и состоянии ферментативного звена антиоксидантной системы обусловлены специфической динамикой развития аллоксанового диабета у крыс. Нарушения баланса в системе ПОЛ-АОЗ организма совпадающие по времени с наиболее выраженной гипергликемией свидетельствуют о развитии окислительного стресса, значимости этих метаболических процессов в формировании общего патогенетического комплекса при сахарном диабете и являются одним из звеньев патогенеза диабетических состояний.
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Oxidative stress and antioxidant status at experimental alloxan diabetes
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The development alloxan-induced diabetes mellitus is accompanied by increase of concentration in blood of primary, secondary and final products of lipid peroxidation and changes in system of antioxidative enzymes. The concurrence of a degree of changes in system lipid peroxidation - antioxidant protection with a level hyperglicemia in dynamics alloxan-induced diabetes mellitus is established.
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ЕСТЕСТВЕННЫЙ ИНГИБИРУЮЩИЙ ФАКТОР И ЕГО СВЯЗЬ С ИММУНОЛОГИЧЕСКОЙ РЕЗИСТЕНТНОСТЬЮ, ПРОЦЕССАМИ ПОЛ И АОЗ
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Основной задачей современного животноводства является увеличение производства высококачественных экологически чистых – мяса, молока и др. продуктов. Однако практика последних десятилетий ведения продуктивного животноводства во всех странах мира показывает, что несмотря на нарастающую интенсивность применения биологических и химиотерапевтических средств, остается стабильно высокой заболеваемость маточного поголовья и молодняка. В связи с этим возникла необходимость разработки новых подходов к пониманию причин и механизмов возникновения патологии животных для обоснования более эффективной стратегии ветеринарной защиты их здоровья и сохранения высокой продуктивности.

В связи с этим представляет интерес изучение естественного ингибирующего фактора (ЕИФ), занимающего совершенно особое положение в системе регулирующих и супрессорных механизмов.

Явление ингибирования активности циркулирующих в крови макромолекулярных антител было обнаружено Н.В. Журавлевой и М.В. Земсковым в 1969 г. В 1977 г. оно было зарегистрировано как открытие. 

Исследованиями Н.В. Журавлевой и Н.К. Родосской (1986, 1988, 2003) показано, что природа ЕИФ представляет собой функцию небелковых тиолов с активной SH-группой, а именно – цистеина, продукция и активность которого регулируется гидрокортизоном и ограничивается альбумином в силу закономерностей тиол-дисульфидного обмена. 

Супрессивное действие ЕИФ на образование антител в организме неспецифично, временно и обратимо и прямо коррелирует с выраженностью ингибирующей активности сыворотки крови (Родосская Н.К. 1986). 

Н.В. Журавлевой и Н.К. Родосской (1988) установлено, что при индукции ЕИФ повторными кровопусканиями (в дозе 0,5-0,7% к массе тела) у кроликов происходит снижение комплементарной активности сыворотки крови, количества пропердина и фагоцитарной активности нейтрофилов.

Таким образом, есть все основания полагать, что ЕИФ создает в организме определенную степень риска возникновение иммунодефицитного состояния. Известно модифицирующее действие токсических продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ) на белковые молекулы, связанное с окислением входящих в их структуру SH-групп (Рецкий М.И. и соавт., 2002).

В связи с указанным, несомненный интерес представляет выяснение положения ЕИФ в системе регулирующих и супрессорных механизмов. Поэтому целью нашего исследования является изучение взаимосвязи между ЕИФ и показателями иммунологической резистентности с одной стороны и ЕИФ и состоянием процессов перекисного окисления липидов и системы антиоксидантной защиты (АОЗ) с другой стороны.

Материал и методы. Исследования проводились на 30 коровах симментальской породы, принадлежащих ФГУП ПЗ «Кировский». Кровь у животных исследовали за 2 месяца, за 1 месяц, а также за несколько дней до отела. ЕИФ определяли в сыворотке крови с помощью постановки реакции ингибирования активности антител (РИА). Степень ингибирования оценивали с помощью индекса ингибирования (ИИ) (Журавлева Н.В., 1970). Для оценки естественной резистентности определяли бактерицидную (БАСК), комплементарную (КАСК) и лизоцимную (ЛАСК) активность сыворотки крови; фагоцитарную активность лейкоцитов (ФАЛ), фагоцитарный индекс (ФИ) и фагоцитарное число (ФЧ). Лимфоциты из крови выделяли при помощи метода, основанного на принципе различной скорости седиментации их в градиенте плотности. Т-лимфоциты идентифицировали методом спонтанного розеткообразования с эритроцитами барана (Е-РОК). В-лимфоциты идентифицировали по выявлению рецепторов к третьему компоненту комплемента (ЕАС-РОК). Содержание иммуноглобулинов G, M и А-классов в сыворотке крови устанавливали методом простой радиальной иммунодиффузии. Для оценки интенсивности течения процессов ПОЛ и состояния АОЗ организма в крови определяли содержание диеновых конъюгатов (ДК), малонового диальдегида (МДА), активность каталазы (КАТ), глутатионпероксидазы (ГПО), глутатионредуктазы (ГР), в сыворотке определяли содержание витамина А и каротина.

Для выяснения взаимосвязи ЕИФ с состоянием процессов ПОЛ и системы АОЗ, а также ЕИФ и показателей иммунологической резистентности нами проведен корреляционный анализ результатов исследования этих показателей, полученных нами на одних и тех же животных.

Результаты и обсуждение. Нами обнаружена средняя обратная вза-имосвязь между величиной ИИ и содержанием ДК (r = - 0,5) и МДА (r = - 0,42). По всей видимости, она обусловлена инактивацией SH-групп естественного ингибирующего фактора, продуктами ПОЛ – гидроперикисями и альдегидами. 

В связи с этим понятно наличие тесной (r =+0,63) положительной взаимосвязи между величиной ИИ и содержанием витамина А, являющегося эндогенным антиоксидантом. А также наличие средней (r =+0,41) положительной взаимосвязи между величиной ИИ и каталазой, участвующей в обезвреживании реактогенных форм кислорода.

ГПО является одним из компонентов антиперикисного комплекса, включающего глутатион и глутатионредуктазу. Последняя осуществляет восстановление окисленного глутатиона, образующегося в процессе формирования глутатионзависимой антиперикисной системы (Петрович Ю.А., Гуткин Д.В., 1981). Поэтому наличие средней обратной взаимосвязи между величиной ИИ и ГПО (r = - 0,39), а также отсутствие корреляции между ИИ и ГР может служить косвенным подтверждением того, что в качестве небелкового тиола в состав ЕИФ входит цистеин, а не глутатион. Нами была обнаружена средняя обратная взаимосвязь между величиной ИИ и следующими показателями естественной резистентности: КАСК (r = - 0,46), ФАЛ (r = - 0,31), ФИ (r = - 0,41), ФЧ (r = - 0,42). В тоже время выявлена положительная связь средней степени (r = +0,31) между величиной ИИ и БАСК. По всей видимости, это явление носит компенсаторно-приспособитель-ный характер. Организм старается восстановить нарушенный иммунный гомеостаз за счет других, возможно еще не изученных механизмов саморегуляции.

Согласно классической теории Г.Селье (1960) разнообразные действующие на организм повреждающие факторы могут выступать в качестве стрессоров. Стресс рассматривается как неспецифическая реакция оргнаизма, проявляющаяся активацией ведущего эндокринного механизма – гипоталамо-гипофизарно-надпочечниковой системы. 
В зависимости от характера, интенсивности стрессового фактора описаны различные реакции иммунной системы при стрессе. Известно, что Т-лимфоциты более чувствительны к иммуносупрессивному действию глюкокортикоидов, чем В-лимфоциты (Шапорова Н.Л., Трофимов В.И., 2000). Некоторые авторы при стрессе отмечают снижение (Редькин Ю.В., Соколова Т.Ф., 1983) или исчезновение (Кузьмин С.Н., Першин Б.Б., 1988) из крови отдельных классов иммуноглобулинов, в том числе Ig М. В исследованиях Н.В. Журавлевой и Н.К. Родосской (1988, 2003) показано эффекторное действие стресс-гормона гидрокортизона, реализующееся в индуцировании им ингибирующей активности сыворотки крови. В связи с этим становится понятной наличие средней обратной взаимосвязи между величиной ИИ и Т-лимфоцитами (r = - 0,32), а также между величиной ИИ и содержанием Ig М (r = - 0,34).

Таким образом, можно утверждать, что функционирование в организме ЕИФ создает определенную степень риска в отношении возникновения иммунодефицитного состояния.
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The products peroxide of oxidation of lipids can inactivate natural inhibiting factor (NIF). At operation in an organism NIF there is a definite level of risk concerning originating an immunodeficiency.
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профилактика окислительного стресса у животных в ранний период постнатальной адаптации путем  применения селекора
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Одной из основных причин возникновения патологий у новорожденных животных, ведущих к снижению иммунной резистентности и развитию заболеваний молодняка при переходе к внеутробному развитию, является нарушение процесса становления и последующего согласованного взаимодействия физиологических систем, обеспечивающих поддержание адекватного метаболического статуса в организме в критические периоды его развития, к числу которых относится ранний постнатальный онтогенез [1]. При этом очень важная роль в данный период принадлежит физиологической системе антиоксидантной защиты, функциональная недостаточность которой  на ранней стадии адаптации новорожденного к новым условиям существования может привести к возникновению дисбаланса в течении процессов образования и утилизации активированных кислородных метаболитов (АКМ) и существенному нарушению адекватного протекания эволюционно детерминированных защитных и приспособительных реакций, что в дальнейшем может вызвать более серьезное нарушение метаболизма [2]. Подобного рода отклонения в организме могут сопровождаться сдвигом существующего в нормальных условиях жизнедеятельности про- и антиоксидантного равновесия, которое является важнейшим механизмом окислительного гомеостаза, в сторону окислительного стресса [3]. 
Сдвиги в системе “оксидант-антиоксидант” в сторону усиления генерации АКМ и, как следствие, развитие свободнорадикальных патологий могут возникать при недостатке в организме биологически активных веществ и микроэлементов в критические периоды развития. В этом отношении важно в начальный период развития новорожденных животных своевременно компенсировать недостаток тех или иных биологически активных веществ и микроэлементов, необходимых для полноценного функционирования антиоксидантной системы (АОС) [4,5]. Известно, что основная роль в поддержании равновесия в процессах образования и утилизации активированных кислородных метаболитов в организме новорожденных принадлежит ферментативному звену антиоксидантной системы защиты, и в частности ее глутатионовому компоненту [6,7]. 

Целью настоящей работы явилось изучение возрастной динамики ферментативного звена системы антиоксидантной защиты, а также показателей перокисдного окисления липидов и эндогенной интоксикации при применении телятам в начальный период внеутробного развития органического селенсодержащего препарата «Селекор» (диметилпиразолилселенид).  

Материал и методы. Объектом исследования служили клинически здоровые животные симментальской породы, разделенные на пять возрастных групп по 10 голов в каждой: новорожденные телята до выпойки первой порции молозива (0,5-1,5 часа после рождения), телята в возрасте 1, 3-4, 10-15 и 30-35 дней, которым сразу же после рождения вводили однократно внутримышечно препарат «Селекор» в дозе 25 мкг на голову. Контролем служили интактные телята тех же возрастных групп, которым препарат не применялся. Условия содержания, кормления и ухода за животными были одинаковыми. 

В стабилизированной гепарином венозной крови определяли активность селенсодержащей глутатионпероксидазы (КФ 1.11.1.9), глутатионредуктазы (КФ 1.6.4.2) и каталазы (КФ 1.11.1.6) методами, изложенными [8]. Интенсивность перокисдного окисления липидов (ПОЛ) оценивали по содержанию малонового диальдегида (МДА) [8]. В качестве показателя эндогенной интоксикации использовали определение уровня молекул средней массы (МСМ) в плазме крови [9].  Результаты исследования статистически обрабатывали с использованием пакета прикладной программы Statistica 6.0 на персональном компьютере с процессором Pentium 4.

Результаты и обсуждение. Результаты исследования показали, что однократное применение препарата «Селекор» новорожденным телятам повышало активность ферментов глутатионового звена антиоксидантной системы (табл.1). Как видно из представленных данных, активность глутатионзависимых ферментов у животных контрольной и опытной групп повышается с возрастом, что может быть обусловлено как изменившимися условиями существования, так и особенностями метаболизма новорожденного и носит, по всей вероятности, закономерный адаптационный характер [10]. 
При этом следует отметить более выраженный темп нарастания активности селензависимой ГПО (ГПО 1) и ГР у опытных животных к 10-ти дневному возрасту, которая достоверно отличалась от таковой у животных контрольной группы (р<0,05).
                                                                                                Таблица 1

Динамика активности антиоксидантных ферментов в крови телят после однократного внутримышечного введения «Селекора» 

	Возраст

телят
	Показатели ферментативного звена АОС

	
	Глутатионпероксидаза

мкМ G-SH/л(мин(103
	Глутатионредуктаза

мкМ GS-SG/л(мин
	Каталаза

мкМ H2O2 /л(мин

	0,5-1,5

часа
	4,4 ( 0,43

4,6(0,50
	301,5 ( 13,5

296,9 ( 16,7
	45,3 ( 1,81

43,7 ( 1,05

	1 сутки
	4,6 ( 0,51

4,3 ( 0,63
	310,2 ( 11,7

299,7 ( 10,5
	47,1 ( 1,76

43,4 ( 1,25

	3-4

суток
	4,9 ( 0,58

5,2 ( 0,45
	366,3 ( 18,1

323,0 ( 19,6
	44,5 ( 1,46

45,6 ( 1,07

	10-15

суток
	 8,3 ( 0,72*

5,9 ( 0,48
	  455,4 ( 18,4*

335,3 ( 17,5
	42,1 ( 2,23

42,6 ( 1,79

	30-35

суток
	9,1 ( 0,46

8,7 ( 0,63
	293,1 (12,1

257,0 ( 15,6
	36,3 ( 1,31

38,7 ( 1,78


Примечание. * – Р<0,05 по сравнению с животными контрольной группы. 
                       Числитель – опыт, знаменатель – контроль.    

Существенно низкую активность ГПО 1 у животных первых трех суток жизни при достаточно высокой активности ГР по-видимому можно объяснить недостатком селена в организме [11], в то время как восстановленные эквиваленты, необходимые для поддержания оптимального уровня восстановленного глутатиона – обязательного участника глутатионзависимых ферментативных реакций, в достаточной мере образуются у новорожденного в результате активно функционирующего пентозофосфатного шунта [12]. 
На фоне нарастания активности глутатионзависимых ферментов происходит возрастное снижение интенсивности свободнорадикальных процессов и накопления продуктов пероксидации в организме, в частности МДА. Установлено, что сразу после рождения (через 0,5-1,5 часа) уровень МДА в крови телят существенно не превышает его содержания у взрослых животных, а наиболее высокая концентрация МДА обнаруживается только к концу первых суток жизни (1,32(0,083 мкМ/л и 1,34(0,07 мкМ/л соответственно у животных опытной и контрольной групп). По мере адаптации телят к новым условиям существования содержание МДА в крови снижалось и к 10-15-ти дневному возрасту соответствовало в опытной группе 1,03(0,054 мкМ/л и 1,19(0,079 мкМ/л – в контрольной, а в месячном возрасте стабилизировалось на практически одинаковом уровне в опытной и контрольной группа (0,89(0,054 мкМ/л и 0,93(0,049 мкМ/л  соответственно), о чем свидетельствует отсутствие статистической достоверности различий. Наибольшая разница в содержании МДА  была отмечена в группе животных 10-15-ти дневного возраста, причем данный показатель был достоверно ниже в опытной группе (р<0,05). 
Наблюдаемое снижение интенсивности свободнорадикального окисления к 10-15 суткам внеутробного развития достаточно хорошо коррелирует с повышенной активностью в данный возрастной период ГПО 1 и ГР (табл.1), деятельность которых направлена на ограничение процесса ПОЛ посредством разрушения образующихся органических гидроперекисей и перекиси водорода и, таким образом, снижение скорости образования МДА.

Применение «Селекора» не оказало существенного влияния на активность каталазы, субстратом которой в отличие от ГПО 1 является только пероксид водорода [13]. Данные факты могут являться косвенным подтверждением предположения о возможном опосредованном механизме действия активного вещества препарата на стадии разрушения органических гидроперекисей посредством глутатионовых ферментов. 
По содержанию МСМ в крови телят опытной и контрольной групп существенных отличий обнаружено не было. Установлено возрастное снижение показателей, причем опытная группа характеризуется тенденцией к более низким их значениям (табл.2). 

                                                                                                        Таблица 2

Влияние «Селекора» на уровень МСМ в плазме крови телят 
	 МСМ,

усл.ед.
	Возраст телят

	
	0,5-1,5 часа
	1 сутки
	3-4 суток
	10-15 суток
	30-35 суток

	(=254 нм
	0,335(0,024

0,355(0,021
	0,259(0,027

0,271(0,035
	0,234(0,028

0,249(0,027
	0,180(0,011

0,193(0,015
	0,112(0,008

0,118(0,010

	(=280 нм
	0,323(0,020

0,327(0,027
	0,238(0,023

0,259(0,030
	0,219(0,024

0,237(0,020
	0,173(0,019

0,187(0,014
	0,093(0,010

0,110(0,012


Примечание. Числитель – опыт, знаменатель – контроль группы.    

Нельзя не отметить и тот факт, что массовые заболевания телят приходятся на первые 10 дней постнатального развития. При этом ряд исследователей указывают на непосредственную взаимосвязь между возникновением и степенью тяжести заболевания и снижением потенциала системы антиоксидантной защиты, что негативно сказывается на жизнеспособности и продуктивности молодняка [14,15].

Поэтому поддержание антиоксидантного потенциала организма новорожденных телят в наиболее критические периоды жизни (первые две недели постнатального развития) путем применения некоторых биологически активных веществ и микроэлементов, в частности органических форм селена, может благоприятным образом отразиться на устойчивости к возникновению и развитию заболевания.  

Введение препарата «Селекор» новорожденным телятам способствует стабилизации процессов свободнорадикального окисления на физиологически оптимальном уровне и сохранению баланса в образовании и утилизации активированных кислородных метаболитов посредством поддержания потенциала глутатионового компонента ферментативного звена системы антиоксидантной защиты в первую декаду постнатального онтогенеза.

Таким образом, на основании литературных данных и полученных нами результатов показанием к применению органического селенсодержащего препарата «Селекор» у новорожденных телят в целях профилактики окислительного стресса может являться его выраженная способность к коррекции дисбаланса в течении про- и антиоксидантных процессов путем поддержания активности ферментативного звена антиоксидантной системы и окислительного гомеостаза в целом в период ранней постнатальной адаптации. 
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PROPHYLACTIC MEASURE AGAINST OXIDATIVE STRESS IN ANIMALS IN THE EARLY POSTNATAL ADAPTATION BY USING «SELECOR»
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It was studied the dinamic activity of glutathionperoxidase, glutathionreductase and catalase enzymes, and the contents of malondialdehyde in the  blood of calves from birth to the 30 days age by using “selecor”. In the early postnatal ontogenesis the activity enzymes of glutathione cycle increased. The mentioned changes reach maximum at the age of 10-15 days. The products contens of hydroperoxide lipids - malondialdehyde in the period of 1 to 30 days decreased. The data obtained enable for the application “selecor” in the correction of antioxidative processes and prophylactic of oxidative stress in the calves.
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ВЛИЯНИЕ НЕКОТОРЫХ АНТИОКСИДАНТОВ НА АКТИВНОСТЬ СПЕРМАТОЗОИДОВ ПРИ КРИОКОНСЕРВАЦИИ  БЫЧЬЕЙ СПЕРМЫ

Кистанова E., Карчева В. e-mail:elena@cablebg.net 
Институт животноводных наук, Костинброд, Болгария

Исследования проблем влияния кислородного стресса и роли антиоксидантов при обезвреживании токсического действия свободных радикалов очень актуальны при решении задач, связанных с сохранением спермы сельскохозяйственных животных. 

Известно, что спермальная мембрана богата ненасыщенными жирными кислотами и потому особенно чувствительна к пероксидным повреждениям, которые проявляются в нарушениях мембранной структуры и в потери двигательной активности сперматозоидов (Alvarez et al.,1987; Griveau J. et al.,1995) Повышенный уровень липопероксидного окисления при наличии кислородных радикалов является одной из основных причин уменьшения оплодотворительной способности сперматозоидов (Aitken R., 1994; Aurich E. et al.,1997). В тоже время, кислородные радикалы  участвуют в гиперактивации сперматозоидов и их присутствие обязательно для капацитации (Aitken R. et al., 1998). Для баланса между положительным и отрицательным влиянием свободных радикалов сперматозоиды синтезируют ферменты антиоксидантной защиты: каталазу, глутадионпероксидазу, супероксиддисмутазу (Griveau J. et al.,1995). 

Традиционные способы сохранения спермы, особенно ее замораживание и размораживание,  увеличивают уровень свободных кислородных радикалов и уменьшают активность ферментов антиоксидантной защиты (Griveau J. et al.,1995; Gutteridge J., Halliwell B., 2000). Гипотеза, основанная на том, что жизнеспособность мужских гамет может быть сохранена через активацию антиоксидантной защиты сперматозоидов, породила многочисленные исследования о влияние добавок природных антиоксидантов к сперме с целью улучшения функций сперматозоидов (Aurich E. et al.,1997; Beconi M. et al.,1991;1993).

Одним из важных защитных агентов против липопероксидного окисления является витамин Е (LieblerD.,1993). Представляет интерес взаимосвязь между токоферолом и селеном. На организменном уровне доказано, что селен снижает потребность в витамине Е. Токоферол в свою очередь, предохраняет Se от окисления. Se вместе с витамином Е на клеточном уровне оказывают влияние на активность антиоксидантного фермента – глутатионпероксидазы (Kantala M. et al., 1988).

Исходя из вышеизложенного, целью настоящего исследования было изучение влияния  витамина Е и селена на жизнеспособность сперматозоидов криоконсервированной бычьей спермы.

Материал и методы. Для первой серии лабораторных опытов использовалась свежая сперма быков с нормальными биологическими показателями, полученными при первичной оценке. Исследовано 19 эякулятов.  Каждый эякулят разделялся на две части: одна разбавлялась разбавителем ГХ-А в соотношении 1:3 и служила в качестве контроля. Ко второй части добавлялся этот же разбавитель но с добавкой витамина Е в количестве 0,5мг/мл разбавителя. После 4-х часовой эквилибрации при температуре 30(С, сперма замораживалась по технологии Nagase-Niwa (Nagase H., Niwa T.,1964). Размораживалась сперма при 39 °С в 2,8% растворе цитрата натрия. Подвижность сперматозоидов оценивалась под световым микроскопом непосредственно после размораживания и после 300- минутного инкубирования на водяной бане при 39°С. Морфологические исследования акросомы проводились по методу Watson and Martin (1972), а протеолитическая активность акросомы определялась цитохимически по методу Perar (1987).

Во второй серии опытов  использовалось 45 доз замороженной по технологии Nagasa-Niwa спермы быков-производителей, сохраняемой в племенной станции. Размораживалась сперма  при 39°С в 2,8% растворе цитрата натрия. В опытных пробирках к раствору цитрата натрия добавлялись селен в количестве 0,01 мг/мл и 0,02 мг/мл и витамин Е в количестве 0,5 мг/мл. Подвижность сперматозоидов оценивалась после размораживания и через 300 минут после инкубирования на водяной бане при 39°С. В обеих сериях опытов использовался маслянный раствор витамина Е (tocopherol aceticum)  производства Чехии. Все данные обработаны статистически по методу Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Оценка подвижности сперматозоидов после размораживания спермы показала, что в образцах, содержащих в разбавителе витамин Е перед замораживанием, она выше, чем в контроле (43,1(1,2% против 37,5(0,8%, Р<0,05). Наиболее очевидна эта разница после инкубирования образцов. При замораживании без витамина Е сохраняется только 8,7(1,1% подвижных сперматозоидов, а с витамином Е – 15,3(1,2% сперматозоидов активно подвижны до конца 5 часа (P<0,01).  В отношении сохранности акросомы и ее активности, не были получены достоверные различия между опытными и контрольными образцами, хотя тенденция более высокого показателя протеолитической активности при наличии в среде витамина Е имела место (63,2(1,8% проявивших активность акросом в контроле против 66,8(1,4% в опытных образцах, Р>0,05).

Добавка селена к раствору цитрата натрия при размораживании спермы увеличивает подвижность и живучесть сперматозоидов. В среде, содержащей 0,01 мг/мл селена подвижность мужских гамет на 6,2% выше, чем в контроле (37,0(0,8% против 30,8(0,6%, Р<0,05). Через 5 часов инкубирования эта разница увеличивается до 8,8% (15,0(1,5% против 6,2(1,1%, Р<0,05). 
Добавка селена в концентрации  0,02 мг/мл приводит к более заметному повышению подвижности (на 8,3%) в начальный момент размораживания, но после инкубирования процент подвижных сперматозоидов ниже, чем при концентрации 0,01 мг/мл селена, хотя и достоверно выше по сравнению с контрольными образцами (11,5(1,2% против 6,2(1,1%, Р<0,01).

Добавка витамина Е при размораживании бычьей спермы в концентрации 0,5 мг/мл также приводит к повышении активности половых гамет, но этот эффект проявляется слабее, чем при добавлении селена. Так в начальный момент процент подвижности увеличивается на 4,6, а после инкубирования разница между контрольными и опытными образцами только 3,4%. Интересен и тот факт, что процент выживших и активно подвижных сперматозоидов после 5 часов инкубировании выше при добавке витамина Е к разбавителю перед замораживанием, чем при добавлении к цитрату натрия при размораживании (15,3(1,2% против 12,1(0,8%, Р>0,05).

 Эти данные согласуются с результатами Квичко И.Л. (1999), который также отмечает более высокую живучесть сперматозоидов собак после оттаивания, если жирорастворимый антиоксидант был добавлен к среде перед замораживанием. Положительное влияние витамина Е может быть объяснено спецификой его влияния на метаболические процессы сперматозоидов. Во время проявления акросомной реакции и капацитации образуется большое число свободных радикалов, накопление которых  в дальнейшем уменьшают подвижность сперматозоидов (De Lamirande E. et al.,1993). По всей видимости, антиоксидантных свойства витамина Е балансируют этот процесс. Механизм действия селена при размораживании спермы до конца неясен. Известно, что глубокое замораживание повышает чувствительность клеточной мембраны к липопероксидному окислению (Beconi M. et al.1993). Вероятно, наличие селена и витамина Е в среде при размораживании оказывает протектирующее действие против липидной пероксидации, благодаря чему сохраняется высокий уровень клеточного метаболизма и  большая часть сперматозоидов остается жизнеспособными и активно подвижными (Beconi M. et al.,1991).

Полученные результаты позволяют сделать следующие выводы. Добавление масляного раствора витамина Е в концентрации 0,5мг/мл к разбавителям бычьей спермы защищает сперматозоиды от повреждения при криоконсервации. Более сильно этот эффект проявляется при добавлении витамина Е перед замораживанием, чем при оттаивании. Положительное влияние на подвижность и живучесть сперматозоидов оказывает селен в концентрации 0,01 мг/мл, добавленный к среде при размораживании бычьей спермы.

Литература. 1. Квичко И. Л.// Биологические особенности и криоустойчивость спермы собак: Автореф. дисс… канд. вет. наук, 1999. 2. Aitken R.,ClarksonJ., Fishel S.// Biol.reprod.,1998, 40, p.183-197. 3. Alvarez J., Blasco L., Storey B.//J.Androl.,1987, 23, p. 338-348. 4. Aurich E.,Shonder U.,Hoppe H. et al.//Theriogenology, 1997, 48, p. 185-192. 5. Beconi M., Alfrachino M.,Schang L. et al.//Biochem. Int., 1991, 3, p. 545-553. 6. Beconi M., Francia C., Mora N. et al. // Theriogenology, 1993, 30, p. 535-545. 7. De Lamirande E., Eiley D.,Gagnon c.// Int. J. Androl., 1993, 16, p. 258-266. 8. Griveau J., Dumon E., Renard P.//J. Reprod. Fert., 1995, 103, p.17-26. 9. Kantalla M., Saaranen M., Vanha-Pertulla T.//J. Reprod. Fert., 1988, 83, p.785-794. 10. Liebler D.//Crit. Rev. Toxicol.,1993, 23, p.147-169. 11. Nagase H., Niwa T.// Congr. Anim. Reprod., Toronto, 1964, 4, p.410-415.

EFFECT OF SOME ANTIOXIDANTS ON THE MOTILITY AND VIABILITY OF BULL SPERMATOZOA DURING CRIOCONSERVATION

Kistanova Е., Karcheva V., e-mail: Elena@cablebg.net
Institute of Animal Science, Kostinbrod, Bulgaria

In present work was tested the hypothesis that selenium and vitamin E influence motility and vitality of spermatozoa by preventing oxidative damage to the plasma membrane. Fresh bull semen was freezed according to the technology of Nagase-Niwa. The semen was thawed at 39°C in the 2,8% solution of tri-sodium citrate. Vitamin E was added before freezing and during thawing in concentration 0,5mg/ml. 
Selenium in concentrations 0,01mg/ml and 0,02 mg/ml was tested after thawing. The motility of spermatozoa was studied after thawing and this observation was repeated after incubation for 300 min at 39°C. The presence of selenium and vitamin E in the diluent probably exerted a protective effect against lipid peroxidation, thereby preserving spermatozoa metabolic activity and cellular viability.
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СОСТОЯНИЕ СВОБОДНОРАДИКАЛЬНЫХ ПРОЦЕССОВ И СИСТЕМЫ ИММУНИТЕТА ПРИ КОМБИНИРОВАННОМ ВОЗДЕЙСТВИИ Т-2 ТОКСИНА И ГАММА-ОБЛУЧЕНИЯ У ЖИВОТНЫХ

Кораблев Е.Ю., Никонов С.В., Конюхов Г.В., Тремасов М.Я.

E-mail: vnivi@mi.ru

Всероссийский научно-исследовательский ветеринарный институт,
Казань, Россия

Иммунная система организма является наиболее радиочувствительной. Ионизирующая радиация, как при внешнем, так и внутреннем облучении повреждает защитные силы организма. Патологические изменения гуморальных и клеточных факторов естественной резистентности наиболее четко проявляются на пороге сублетальных доз облучения. Качественные и количественные изменения иммунных показателей тканей и органов четко регистрируются с первых минут после лучевого воздействия, а восстановление их происходит медленно – через 1,5-2 и более месяцев.

Известно, что в механизме радиационного воздействия важное значение придают развитию свободнорадикальных цепных реакций перекисного окисления липидов (Барабой В.А. и соавт., 1993), в механизме токсического действия Т-2 токсина - изменению функционального состояния клеточных мембран, в частности морфофункциональным сдвигам в их липидных образованиях (Тремасов М.Я. и др., 1997). Процессы перекисного окисления липидов при комбинированном воздействии этих факторов остаются малоизученными.

Целью работы явилось изучение состояния перекисного окисления липидов и системы иммунитета у белых крыс при комбинированном поражении Т-2 токсином и радиацией.

Материал и методы. В работе использовали 120 белых крыс-самцов с исходной массой 180-200г. Общее внешнее однократное облучение животных осуществляли на гамма-установке «Пума», источник γ-излучения Cs137, при мощности дозы 0,26·10-6 Кл/(кг·с), неравномерность  поля  облучения  не  превысила 10%.

Т-2 токсин в виде 5%-ного водно-спиртового раствора, синтезированный с.н.с. Сергейчевым А.И., не отличался по физико-химическим параметрам и токсическим свойствам от существующих стандартных образцов, в качестве продуцента микотоксина использовали гриб Fusarium sporotrichiella, штамм 15м, предоставленный А.Н. Котиком. Микотоксин вводили крысам в течение 5 дней, металлическим зондом в желудок. Животные биологического контроля получали соответствующее количество водно-спиртового раствора.

Для моделирования комбинированного поражения крысам в течение 5 дней ежедневно задавали внутрь Т-2 токсин в дозе 1/5 LD50 и затем подвергали гамма-облучению в дозе 5,0 Гр. Контролем служили крысы, только облученные и только получавшие микотоксин в тех же  дозах.

Животных опытной и контрольной групп выводили из эксперимента под легким эфирным наркозом путем декапитации через 3, 7, 14, 21, 31 сут после начала опыта. 

Об интенсивности процессов ПОЛ судили по накоплению вторичных продуктов - малонового диальдегида (МДА), реакция которого с 2-тиобарбитуровой кислотой (ТБК) положена в основу метода изучения ПОЛ в биологических системах (Гончаренко Т.С., Латинова А.М., 1985). 

Влияние комбинированного поражения на иммунный статус животных определяли по состоянию клеточного иммунитета (Т- и В-лимфоциты) по Д.К.Новикову (1984). Клиническое состояние, количество лейкоцитов, эритроцитов, выживаемость и продолжительность жизни павших животных оценивали по общепринятым методикам.

Результаты исследования. Исследованиями установлено, что раздельные воздействия Т-2 микотоксина в течение 5 дней в дозе 1/5 LD50  и гамма-облучения в дозе 5,0 Гр не вызывало летального исхода у животных контрольной группы. При комбинированном действии Т-2 микотоксина в дозе 1/5 ЛД50 и гамма-облучении в дозе 5,0 Гр наблюдалась гибель всех опытных животных. В среднем продолжительность жизни павших крыс составила (8,0±2,0сут). 

Комбинированное поражение животных микотоксином и гамма-облучением приводило к развитию патологического процесса, который сопровождался резким возрастанием (95-100%) количества малонового диальдегида на первые сутки после воздействия, при снижении общего количества лейкоцитов на 55-60%. Повышенное содержание МДА (от 13 до 70%) наблюдалось в течение всего срока наблюдения (30 сут), за исключением периода спада величины показателя на 3 и 7 сут. 

Содержание Т- и В-лимфоцитов у крыс опытной группы на все сроки исследований было на более низком уровне, чем у животных контрольных групп. Максимальное снижение количества Т-клеток в периферической крови крыс до уровня 8-10% отмечалось на 5 сутки Количество В-клеток снизилось до - 2-3% на 5-7 сутки В группах контроля эти показатели претерпевали незначительные изменения. 

Принимая во внимание, что все подопытные белые крысы пали и, учитывая степень выявленных изменений и их динамику, патологический процесс при воздействии на животных сублетальных доз микотоксина Т-2 и гамма-облученния можно классифицировать как болезнь крайне тяжелой степени. 
В механизме синергического действия при комбинированном поражении животных Т-2 токсином и ионизирующем облучением существенную роль следует, вероятно, отвести процессу перекисного окисления липидов и системе иммунитета, об этом однозначно свидетельствуют данные наших экспериментов, которые открывают перспективу для более детального их изучения. 
Полученные результаты, безусловно следует учитывать при прогнозировании степени тяжести комбинированного поражения и выборе средств защиты от таких воздействий.

Выводы. Комбинированное воздействие Т-2 токсином и гамма-облучением характеризуется выраженными нарушениями процессов ПОЛ и изменениями иммунокомпетентных клеток по сравнению с самостоятельным воздействием Т-2 токсина и гамма-облучения.  

Литература. 1. Тремасов М.Я., Сергейчев А.И., Халикова К.Ф., Конюхов Г.В. // 3 съезд по радиац. иссл. радиобиол., радиоэкол., радиац. безопас. Тез. докл. т. 2.- Пущино.- 1997.- С.299. 2.  Гончаренко М.С., Латинова А.М.// Лабораторное дело.- 1985.- № 1.- С. 60-61. 3. Новиков Д.К. Справочник по клинической иммунологии и аллергологии.- Минск: Беларусь.- 1987.- 223с. 4. Барабой В.А., Ялкут С.И., Зорин В.В. // Радиобиологический съезд, Киев, 25 сент., 1993: Тез. докл., т.2.- Пущино,1993.- С.80-81.

THE STATE OF FREE-RADICAL PROCESSES AND IMMUNITY SYSTEM UNDER COMBINED INFLUENCE OF T-2 TOXIN AND γ-IRRADIATION IN ANIMALS

Korablev E. Yu., Niconov S.V., Konyuchov G.V., Tremasov M.J.

Russian Research Veterinary Institute, Kazan

It has established that combined influence of T-2 toxin and γ-irradiation is characterized by marked breaches of lipids peroxide oxidation processes and by changes of immunocompetent cells in comparison with separate influence of T-2 toxin and γ-irradiation.
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НОРМАЛИЗАЦИЯ ИММУНОБИОХИМИЧЕСКОГО ГОМЕОСТАЗА КОРОВ В ПРЕДРОДОВОМ И ПОСЛЕРОДОВОМ ПЕРИОДАХ

Косорлукова З.Я., Зоткин Г.В., Горчаков В.В., Деньгуб И.В.,
Разуваев С.А. e-mail: nivi@sinn.ru
Научно-исследовательский ветеринарный институт 
Нечерноземной зоны РФ, Нижний Новгород, Россия

Интенсивная эксплуатация высокопродуктивных коров и многочисленные стрессы, как правило, сопровождаются функциональными расстройствами системы органов размножения и их высокой заболеваемостью во время беременности, родов и в послеродовом периоде. По данным ряда авторов, акушерская патология принимает массовый характер и сопровождается снижением воспроизводительной функции. Родовые и послеродовые осложнения у коров снижают их оплодотворяемость, увеличивают продолжительность бесплодия, уменьшают выход приплода [1].

В развитии акушерской патологии существенную роль играет состояние иммунобиохимического гомеостаза. Установлено, что в основе этиопатогенеза массовой акушерской патологии у коров лежит состояние стрессовой дезадаптации, сопровождающееся гиперактивностью процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ), снижением активности системы антиоксидантной защиты (АОЗ) и иммунологической резистентности. 

Одной из причин, приводящих к супрессии факторов неспецифической иммунологической резистентности организма, является накопление высокоактивных продуктов ПОЛ [2]. 
Период запуска и отел, являясь мощными стрессовыми факторами для организма стельных коров, сопровождаются активацией процессов ПОЛ и снижением активности системы АОЗ. Уровень токсических продуктов ПОЛ в предродовом периоде характеризуются высокими показателями, а активность системы АОЗ, как в ферментативном, так и в неферментативном звене - низкими. После отела коров показатели продуктов ПОЛ возрастают еще более резко, а показатели системы АОЗ снижаются. 

Цель наших исследований - разработка экологически безопасного способа нормализации иммунобиохимического гомеостаза у коров в предродовом и послеродовом периодах.

Материал и методы. Осуществимость способа определяли в научно-производственном опыте на коровах черно-пестрой породы молочной продуктивностью 3500-3800 кг в условиях одного из хозяйств Нижегородской области с высокой (более 90%) заболеваемостью репродуктивных органов после отела.

Для изучения влияния различных сочетаний биологически активных средств с антиоксидантной активностью (0,5% раствора селенита натрия, тетравита и янтарной кислоты) и параметров их применения на процессы ПОЛ и состояние  иммунобиохимического гомеостаза по принципу аналогов формировали три группы сухостойных коров. 
Коровам первой группы (32 гол.) за 20-25 дней до отела применяли однократную внутримышечную инъекцию 0,5% раствора селенита натрия в дозе 10 мл, внутримышечные инъекции тетравита в дозе 10 мл двукратно с интервалом 10 дней до и после отела и в течение 20-25 дней до и после отела внутрь янтарную кислоту в дозе 1,0 г. 
Коровам второй группы (27 гол.) за 20-25 дней до отела применяли однократную внутримышечную инъекцию 0,5% раствора селенита натрия в дозе 10 мл, внутримышечные инъекции тетравита в дозе 10 мл двукратно с интервалом 10 дней до и после отела. 
Коровам третьей группы (10 гол.) препараты не применяли, они служили контролем.

Перед проведением опыта и на 2-3 день после отела от 10 коров каждой группы брали пробы крови для оценки состояния иммунобиохимического гомеостаза по показателям гемоглобина, эритроцитов, общего белка сыворотки крови и белковых фракций общепринятыми методами, глюкозы - орто-толуидиновым методом, общих липидов - по методу Криницкого в модификации Волгина (1969), продуктов ПОЛ - диеновых конъюгатов и кетодиенов - по методу Плацера (1976), малонового диальдегида - в реакции с тиобарбитуровой кислотой, лизоцимной активности сыворотки крови - по методу В.Г. Дорофейчук, бактерицидной активности сыворотки крови - по методу О.В. Смирновой и Т.А. Кузьминой, фагоцитарной активности нейтрофилов крови - по методу В.С. Гостева, активности каталазы - в реакции с молибдатом аммония, витамина А (ретинола) - в реакции с треххлористой сурьмой, витамина Е (токоферола) - по методу Биери в модификации Р.Ш. Киселевич, С.И. Скварко (1972).

Результаты исследований. Полученные данные (табл. 1 и 2) свидетельствуют, что сочетанное применение антиоксидантов обеспечивало нормализацию иммунобиохимического гомеостаза (при этом сочетанное применение селенита натрия и тетравита - до уровня нижней границы физиологической нормы, сочетанное применение селенита натрия, тетравита и янтарной кислоты - до уровня средней границы физиологической нормы) вследствие снижения уровней продуктов ПОЛ и активации системы АОЗ.

Акушерская патология была зарегистрирована у всех коров контрольной группы, у 14 коров второй и у 7 - первой группы. 

Таким образом, нормализация иммунобиохимического гомеостаза коров в предродовом и послеродовом периодах создает необходимую основу для эффективной лечебно-профилактической защиты коров и получения высокорезистентного приплода.

Литература. 1. Нежданов А.Г., Дащукаева К.Г. // Ветеринария. - 1999. - № 7. - С.6-11. 2. Рецкий М.И. и др. // Актуальные проблемы болезней молодняка в современных условиях: материалы Междунар. науч.-практ. конф.- Воронеж, 2002.- С. 33-36.

Таблица 1

Влияние сочетаний различных антиоксидантов на показатели
продуктов ПОЛ и  системы АОЗ у коров

	Показатели
	Группы животных

	
	Селенит натрия + тетравит + 
янтарная кислота 
(n = 33)
	Селенит натрия + тетравит 
(n = 27)
	Без препаратов
(n = 10)

	Диеновые конъюгаты, 
ед. А /мл
	0,28±0,03 0,15±0,01
	 -46,6
	0,31±0,02 0,34±0,01
	 +9,7
	0,27±0,03 0,38±0,04
	 +40,7

	Кетодиены, 
ед. А /мл
	 0,058±0,002   
 0,046±0,001
	 -20,7
	 0,056±0,001 
 0,060±0,002
	 +7,0
	0,055±0,001 0,089±0,002
	 +61,8

	Малоновый диальдегид, мкмоль/л
	2,80± 0,02 2,23±0,02
	 -20,4
	2,79± 0,05 2,85±0,02
	 +2,2
	2,83± 0,02 3,62±0,03
	 +27,9

	Каталаза, мкат/л
	59,8±0,2 63,7±0,3
	 +6,5
	60,0±0,3 62,2±0,2
	 +3,7
	59,5±0,5 42,0±0,4
	 -29,4

	Витамин А, мкмоль/л
	1,87±0,2 2,1±0,1
	 +12,3
	1,80±0,2 1,89±0,1
	 +5,0
	1,82±0,2 1,21±0,1
	 -33,5

	Витамин Е, мкмоль/л
	22,1±0,2 24,5±0,2
	 +10,7
	21,7±0,2 22,0±0,1
	 +1,4
	22,6±0,2 16,7±0,1
	 -26,0


Примечание: Числитель - показатели за 20-25 дней до отела (до опыта)

                       Знаменатель -  показатели  на 2-3 день после отела

IMMUNOBIOCHEMICAL  HOMEOSTASIS NORMALIZATION IN COWS IN PRECALVING AND POSTCALVING PERIODS

Kosorlukova  Z.Ja. , Zotkin G.V., Gortchakov V.V.

Veterinary Scientific Institute of Non-Chernozem Zone of Russia, 
Nizhny Novgorod, Russia

The effect of antioxidants on immunobiochemical indices in  cows in precalving and postcalving periods has been studied. It  has been found that  sodium selenite in conjunction with  tetravit  normalizes immunobiochemical indices on  the lower  limit of the physiologic norm  , the addition of  succinic acid  to this  combination  enhances these indices to the medium  limit.

Таблица 2

Влияние сочетаний различных антиоксидантов на состояние 
иммунобиохимического гомеостаза коров

	Показатели
	Группы животных

	
	Селенит натрия + тетравит + 
янтарная кислота
(n = 33)
	Селенит натрия + тетравит 
(n = 27)
	Без препаратов

(n = 10)

	Гемоглобин, г/л
	96,0±2,0 109,0±1,1
	+13,5
	96,9±2,5 108,0±2,0
	 +11,5
	97,0±2,0 100,0±1,2
	+3,1

	Эритроциты,1012/л
	5,2±0,1 6,0±0,1
	+15,4
	5,5±0,2 6,1±0,2
	 +10,9
	5,3±0,3 5,4±0,2
	+1,9

	Общий белок, г/л
	73,5±1,4 78,7±1,2
	+7,1
	72,8±1,99 76,0±1,5
	+4,4
	73,7±1,5 72,0±1,2
	-2,3

	(-глобулины, %
	24,3±1,2 32,2±1,3
	+32,5
	24,7±1,5 27,9±1,3
	 +12,7
	25,0±1,2 23,2±1,1
	-7,2

	Глюкоза, ммоль/л
	2,15±0,1 2,50±0,2
	+16,3
	2,18±0,2 2,50±0,2
	 +14,7
	2,17±0,1 1,68±0,1
	-22,6

	Общие липиды, г/л
	5,85±0,5 4,80±0,5
	-18,0
	5,70±0,7 4,90±0,5
	-14,0
	5,67±0,6 5,85±0,5
	+3,2

	Лизоцимная  активность, %
	5,0±0,5 6,9±0,6
	+38,0
	4,9±0,3 6,0±0,6
	 +22,5
	5,3±0,5 3,1±0,3
	-41,5

	Бактерицидная активность, %
	66,5±1,6 82,2±0,8
	+23,6
	66,1±1,7 80,0±1,5
	 +21,0
	65,8±1,6 62,0±1,5
	-5,8

	Фагоцитарная активность нейтрофилов, %
	44,0±1,2 51,2±1,5
	+16,4
	44,7±1,7 49,0±1,5
	+9,6
	45,0±1,5 40,2±1,4
	-10,7


Примечание: Числитель - показатели за 20-25 дней до отела (до опыта)

                       Знаменатель -  показатели  на 2-3 день после отела
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Состояние свободнорадикального окисления липидов у собак разных пород и возраста

Костромитинов Н.А., Суменкова Е.А. E-mail: kostromitinow@yandex.ru

Всероссийский НИИ экспериментальной ветеринарии, Москва, Россия

Одним из рычагов, управляющим деятельностью клетки, является ее окислительно-восстановительный статус. Его состояние быстро и обратимо меняется при действии малых окисляющих молекул, к которым относятся активные метаболиты кислорода.

Активные метаболиты кислорода образуются во всех типах клеток и как побочные продукты общего метаболизма, и как продукты деятельности специализированного ферментативного комплекса NADPH-оксидаза. активные метаболиты кислорода возникают при постепенном (одноэлектронном) восстановлении молекулярного кислорода до воды. К ним относятся: перекись водорода Н2О2 и ее непосредственный предшественник супероксидный анион О2( и гидроксильный радикал ОН( [1,2]. В последние годы значительно усилился интерес к биологическим эффектам активных метаболитов кислорода в связи с их участием в обменных процессах клетки [1,З].

Не вызывает сомнений, что наличие свободных радикалов в организме имеет определенное физиологически полезное значение [1,2]. На последнем XXXII интернациональном конгрессе физиологи-ческих наук (Санкт-Петербург, 1997) была проведена специальная секция "Оксиданты как регуляторы биологических функций". 

Образование О2( и других активных кислородных форм обеспечивает цитотоксическое действие фагоцитов, является механизмом регуляции процесса деления клеток, обеспечивает предупреждение злокачественной трансформации клеток, модуляцию "программируемой" гибели клеток – апоптоза, ротацию липидного и белкового компонента биомембраны, синтеза ряда биологически активных веществ. 
Уровень О2(, Н2О2 контролирует у эукариотов экспрессию антиоксидантных генов. Образуемые в реакциях перекисного окисления арахидоновой кислоты изомерные простагландинам продукты - изопростаны являются не только надежным маркером процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ), но и обладают мощным биологическим действием [4]. 
Установлено, что при экстремальных воздействиях в организме активируются окислительно-восстановительные процессы, ведущие к образованию липо - и гидроперекисей, дальнейшее разложение которых способствует образованию эндогенного кислорода, необходимого для жизнедеятельности [3]. 

Активные формы кислорода участвуют в индуцировании многих белков, в процессах их дифференцировки. В связи с чем в последние годы все чаще используют термин - прооксидантно-антиок-сидантное равновесие организма (prooxidant-antioxidant (anti-/oxi-dative, oxidative/antioxidative, oxidant-antioxidant balance). 
Активные формы кислорода играют важную роль в защитных - неспецифических иммунных механизмах организма: они выделяются в ходе активации при инфекционных и иных воспалительных процессов фагоцитирующих клеток (нейтрофилы, макрофаги, моноциты, эозинофилы) [5]. Однако свободнорадикальтное окисление липидов может сопровождаться накоплением избыточного количества метаболитов реактивного кислорода, которые негативно влияют на организм животного. 
Накопление свободных радикалов в организме регулируется системой антиоксидантной защиты. В данную систему входит антиоксидативный ферментный комплекс, включающий внутриклеточные ферменты, которые являются своеобразными “ловушками” метаболитов кислорода. 
В частности, внутриклеточный фермент – супероксиддисмутаза, глутатионпероксидаза, каталаза, которые устраняют избыток супероксидного аниона и перекись водорода перед тем как они вступят в реакцию с металл-катализаторами. Данный ферментативный комплекс относится к первой ступени антиоксидантной защиты организма животных, который поддерживает внутри клетки довольно низкое давление (рО2), достаточного для тканевого дыхания и энергообеспечения клетки [6]. 

В связи с особой важностью изучения процесса свободнорадикального окисления нами была предпринята попытка установления физиологической нормы некоторых показателей перекисного окисления липидов и антиоксидантной системы защиты у животных.

Материалы и методы. В исследованиях использовали кровь и сыворотку крови от 28 собак разных пород. Работа проводилась на базе питомников города Москвы. В пробах крови определяли содержание малонового диальдегида (МДА), активность пероксидазы, каталазы [7], а также общее количество фосфолипидов (ФЛ) [8].

 В период взятия крови все животные были физиологически здоровыми, охотно поедали корм, пили воду. Температура тела, пульс и дыхание в пределах физиологических границ здоровых собак.

Результаты исследования. Установлено, что содержание МДА в крови собак колеблется в пределах 0,62-3,79 мкМ/л, ферментативная активность пероксидазы была в пределах 19,83-65,8 ед. опт. пл./л(сек, активность каталазы - 19,6-75,6 мкг/л(мин, содержание фосфолипидов – 20,4-48,45 мм/л (табл.).  

У 7 мес. овчарки показатели МДА в крови (0,62-1,5 мкМ/л) ниже, чем у годовалой (2,4-3,79 мкМ/л). В то время как активность пероксидазы и каталазы выше у овчарки 7 мес. возраста (23,5-40,7 ед. опт. пл./л(сек и 60,5-74,8 мкм/л(мин), чем у годовалой (19,83-25,6 ед. опт. пл./л(сек и 48,26-65,6 мкм/л(мин). 

Таблица 

Показатели перекисного окисления липидов и антиоксидантной 
системы защита крови собак разных пород

	Возраст
	Порода
	Показатели

	
	
	МДА,
мкМ/л
	Пероксидаза, ед.оп.пл./л(сек
	Каталаза, мкм/л(мин
	ФЛ, 
мм/л

	7 мес.

11мес.

1 год

1,5-2 года

2,5-3 года

5 лет

6 лет
	овчарка 
	0,62-1,5

0,68-1,5

2,4-3,79

2,1-2,25

0,85-1,28

0,7-1,32

0,9-1,58
	23,5 -40,7

22,1-45,3

19,83-25,6

20,2-23,6

22,51-23,96

27,42-32,69

26,88-30,5
	60,5-74,8

68,6-70,2

48,26-65,6

22,6-44,3

33,18-36,67

23,04-28,2

25,7-30,4
	45,4-48,45

27,4-30,1

22,6-38,45

25,84-34,5

25,9-37,2

34,6-40,1

40,4-42,12

	8 мес.
	болонка
	1,5-2,3
	50,1-56,05
	56,4-56,84
	40,7-41,52

	2 года
	боксер
	3,6-3,8
	65,6-65,8
	63,03-63,5
	30,5-32,9

	1 год
	колли
	2,5-2,74
	55,74-56,9
	68,94-69,2
	34,5-39,34

	3,9 года

5 лет
	пудель
	2,05-2,08

2,34-2,42
	40,2-40,4

22,4-22,6
	32,5-32,7

32,5-32,6
	20,4-24,2

22,72-25,8

	1,2 года

8,5 лет
	спаниель
	1,5-3,05

0,92-1,6
	29,2-30,2

22,3-22,6
	25,6-30,7

19,6-19,8
	23,8-25,4

26,56-30,1

	6 лет
	далматин 
	2,2-4,9
	24,12-35,2
	73,8-75,6
	36,3-42,4

	4 года
	такса 
	0,64-1,2
	29,48-30,5
	68,9-70,2
	25,6-38,3

	13 лет
	фокс-терьер
	1,2-1,3
	33,23-35,6
	68,6-69,5
	27,4-30,1


Уровень фосфолипидов снижается в зависимости от возраста. Так, у 7 мес. овчарки он составляет 45,4-48,45 мм/л, у годовалой 22,6-38,45 мм/л.

Относительно стабильные показатели перекисного окисления липидов и антиоксидантной системы защиты у овчарок 2-3 лет. Так, у овчарок 2-летнего возраста уровень ТБК-активных продуктов составляет 2,1-2,25 мкМ/л крови, активность пероксидазы - 20,2-23,6 ед. опт. пл./л(сек и каталазы - 22,6-44,3 мкм/л(мин. У 3-летней овчарки данные показатели соответственно 0,85-1,28 мкМ/л, 22,51-23,96 ед. опт. пл./л(сек и 33,18-36,67 мкм/л(мин. 

На 5-6 год жизни уровень содержания в крови малонового диальдегида, активность пероксидазы и каталазы увеличивается и соответственно составляет 0,9-1,58 мкМ/л крови, 26,88-30,5 ед. опт. пл./л(сек и 25,7-30,4 мкм/л(мин. 

Установлены и различия в показателях перекисного окисления липидов и системы антиоксидантной защиты у собак в зависимости от породы.

Так, уровень ТБК-активных продуктов у 7 мес. овчарки и у болонки 8 мес. отличаются 0,62-1,5 и 1,5-2,3 мкМ/л крови. Активность пероксидазы у 7 мес. овчарки составляет 23,5-40,7 ед. опт. пл./л(сек и у 8 мес. болонки 50,1-56,05 ед. опт. пл./л(сек. Активность каталазы в крови у 7 мес. овчарки составляет 60,5-74,8 мкм/л(мин и у 8мес. болонки 56,4-56,84 мкМ/л(мин.

В годовалом возрасте у овчарки уровень малонового диальдегида составляет 2,4-3,79, у колли – 2,5-2,74, у спаниеля – 1,5-3,05 мкМ/л крови. Активность пероксидазы варьирует в зависимости от породы следующим образом: у овчарки – 19,83-25,6, у колли – 55,74-56,9, у спаниеля – 29,2-30,2 ед. опт. пл./л(сек. Активность  каталазы у овчарок составляет 19,83-25,6, у колли – 55,74-56,9, у спаниеля – 29,2-30,2 мкм/л(мин.

Результаты исследования показали, что уровень малонового диальдегида, активность пероксидазы, каталазы и содержание фосфолипидов в крови меняются в зависимости от породы и возраста животных. Чем старше собака, тем процесс перекисного окисления липидов становится более интенсивнее. Так, у 6-летнего далматина показатель ТБК-активных продуктов составляет 2,2-4,9 мкМ/л крови, у более мелкой породы таксы он равен 0,64-1,2 мкМ/л крови.

Таким образом, нашими исследованиями установлено, что показатели перекисного окисления липидов варьируют в зависимости, как от возраста собак, так и от породы. Полученные данные следует учитывать при оценке общей характеристике состояния животных.
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The free-radical lipid peroxidation status of dogs of different breed and age 

Kostromitinov N.A., Sumenkova E.A.

Russian Scientifically Research Institute of Experimental Veterinary Medicine,
 Moscow, Russia

The control factor of a cell vital activity is its redox status dependent on an oxidant-antioxidant balance. During the research work it was determined that there are some differences dependent on the dog`s age and breed in peroxidation lipid data. These findings may be used for drawing conclusions of a general animals status.
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Микроэлементная коррекция активности металлоферментов антиоксидантной защиты при гипопластической анемии телят 

Кравцив Р.И., Стадник А.М., Жуковский И.К.
Львовская национальная академия ветеринарной медицины, 
Львов, Украина

Нехватка кормов, низкое качество и несбалансированность кормления животных в настоящее время приводит к нарушениям основных звеньев обмена веществ, ослабления имунной реактивности организма телят, снижения продуктивности животных, отход молодняка.На основе несбалансированного кормления за основными макро- и микроэлементами и нехватки их в почве нарушаются окислительно-восстановительные процессы в организме животных, что приводит к гипоксии организма и накоплению в тканях и крови продуктов перекисного окисления липидов (ПОЛ)(в частности малонового диальдегида). При этом нарушается активность ферментов антиоксидантной  защиты (АОЗ) [8].  

Гипопластическая анемия телят (ГА) развивается в результате различных этиологических факторов: дефицита железа, микроэлементов (МЭ) (Fe, Cu, Zn, Mn, Co), витаминов, неполноцен​ного, в частности белкового питания, иммунных нарушений, изменений эндокринных и адаптационных механизмов, что приводит к развитию гипоксии, нарушения антиоксидантной регуляции и многочисленных осложнений [4,7,9]. 

Функциональные и морфологические изменения при гипопластической анемии телят (ГА) связаны с нарушением метаболизма и системы антиоксидантной защиты. АОЗ обеспечивается металлоферментами и низкомолекулярными веществами (витаминами, МЭ, глутатионом, НАД(Ф)Н2 и др.). Патогенез ГА нераздельно связан с активностью антиоксидантних металлоферментов с содержанием гемового железа - каталазы, пероксидазы, цитохромоксидазы (ЦХО) и медь-, цинк-, марганец- и селенсодержащих–супероксид-дисмутазы (СОД), церулоплазмина, глутатионпероксидазы (ГПО) [2,3,6,7].
Функцио​нирование системы АОЗ регулируется каскадом металлоферментов и низкомолекулярными веществами (витаминами, МЭ, глутатионом, НАД(Ф)Н2 и др.) [2,7]. СОД - основной фермент первого звена АОЗ, катализирует дисмутацию и обезвреживание двух молекул супероксидного радикала О(2 с образованием менее активной перекиси водорода. Последний разлагает​ся каталазой и группой пероксидаз до воды за участием НАД(Ф)Н2 и аскорбата. Второе звено связано с обменом ферментов глутатионпероксидазы и глутатионредуктазы. ГПО, как и каталаза разлагает Н2О2 и расщепляет гидроперекиси липидов. Третье звено АОЗ - церулоплазмин-трансферин (Цп-Тр), регулирует в организме уровень несвязанных ионов Fе2+, которые являются сильными инициаторами свободнорадикального окисления. Посредством церулоплазмина ионы Fе2+ превращаются в ионы Fе3+, встраиваются в трансферрин и транспортируются к тканям и гемопоэтическим органам [1,3]. 

Важная роль каталазы и пероксидазы при анемии связана с активным их учас​тием в поддержке антиоксидантно-прооксидантного равновесия путем обезвреживания перекиси водорода. Рядом исследований продемонстрировано, что между обменом отдельных МЭ и витаминов существует тесная физиологичная взаимосвязь [8]. Следовательно, сочетанье использования в лечении ГА комплекса витаминов и МЭ является физиологически обоснованным. 

Причины ГА у телят еще далеко не изучены. Поэтому разработка методов и эффективных средств в лечении гипопластичной (алиментарно-дефицитной) анемии (ГА) на основе исследования патогенеза активности металлоферментов позволит устранить комплекс этиологических факторов, обосновать патогенетическую терапию, провести МЭ и витаминную коррекцию окислительно-восстанови-тельных нарушений, которые обусловили развитие патологии. Поэтому исследование и анализ активности металлоферментов АОЗ даст нам возможность выяснить сущность этой патологии, поможет разработать, обосновать этиотропную и патогенетическую терапию и профилактику разных осложнений, вызванных ГА.
Материал и методы. Исследование проводилось в  ЧАФ “Днестр” Николаевского района и ЧП “Агропрогресс Буского района” Львовской области. Объектом наших исследований были здоровые и больные на гипопластичную (алиментарно-дефицитную) анемию телята с 20 дневного до 2 месячного возраста. Было проведено исследование на 40 теленках черно-рябой породы, из них 30 телят с ГА. Кровь у всех животных брали с яремной вены до кормления. Сыворотку крови получали путем центрифугирования и сохраняли в холодильнике. Диагноз на ГА ставили на основе клинических, гематологических и биохимических исследований. Лечение больных животных проводилось макро- и микроэлементами в форме хелатных соединений с метионином на протяжении одного месяца. Хелатные соединения МЭ с метионином синтезированы нами [5]. МЭ коррекцию осуществляли путем включения в рационы больных ГА животных  дефицитных МЭ, принимающих участие в гемопоэзе и входящих в состав изучаемых металлоферментов крови телят: Fe, Cu, Zn, Mn, Co. Эти МЭ задавали в форме хелатных соединений (метионатов) в количестве: МеtFe - 0,3 мг/кг ж.в., МеtCu- 0,15 мг/кг ж.в., МеtZn-0,25 мг/кг ж.в., МеtMn-0,2 мг/кг ж.в., МеtCo-0,06 мг/кг ж.в. Дополнительно больным животным вводили подкожно витаминный препарат “Тривит” - в дозе 1,5 мл каждых 6-7 дней. Клиническое, гематологическое и биохимическое исследование животных контрольной и опытных групп проводили до и после 30 дней вышеуказанного лечения. С целью мониторинга за метаболизмом у больных телят и после их лечения проводили следующие гематологические и биохимические исследования: определение содержания гемоглобина (Hb) – гемигло-бинцианидным методом (Меньшиков В. В., 1987); количество эритроцитов – путем подсчета их в камере Горяева и  посредством кондуктометричного гемоцитометра ГЦМК-3; гематокритную величину – путем центрифугирования в градуируемых капиллярах Панченкова, общий белок в сыворотке крови – биуретовой реакцией (Делекторская Л.Н. и др.., 1971); иммуноглобулины – с сульфатом цинка (А. McEwan et al., 1970). В сыворотке крови определяли – железо с батофенантролином (Ченуша В. П., 1978); интенсивность процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ) оценивали по  содержанию в сыворотке крови конечных их продуктов - малонового диальдегида (МДА) реакцией с тиобарбитуровой кислотой (Uchiyama M. Michara M., 1978, в модификации Андреевой Л. И. и др., 1988). Активность железосодержащих ферментов: каталазы (Королюк М.А. и др., 1988) и пероксидазы (Попов Т., Нейковска Л., 1971), активность ГПО - по скоростьи окисления восстановленного глутатиона при наличии гидроперекиси третбутила (Моин В.М., 1986); СОД - по степени торможения ферментом реакции окисления кварцетина методом  Костюк В.А. и соавт. 1990; ЦХО определяли по W.Straus(1954) в модификации В.А.Кетлинского, Е.Н. Михайловой (1968). Результаты исследований обрабатывали биометрически за методикой В.А. Ойвина (1960) с использованием ПЭВМ IВМ.

Результаты исследования. При клиническом исследовании больных телят с симптомами ГА отмечали слабость, тяжелое дыхание, одышку, взъерошенность шерсти, слабую реакцию на окружающую среду. Признаки ГА проявлялись специфическими синдромами анемической гипоксии. У больных животных наблюдали бледность слизистых оболочек, стучащий и диффузный сердечный толчок, вялость аппетита.

При исследовании крови после лечения (табл.) выявлено повышение гемоглобина(110,13(5,64 г/л), эритроцитов(6,40(0,81 Т/л), гематокрита (34,6(2,03 %), железа(23,75(0,50 мкмоль/л), сравнительно с больными ГА телятами. У больных телят концентрация МДА повышается, что указывает на более выраженную активность процессов ПОЛ. После лечения концентрация малонового диальдегида уменьшилась  до 4,52(0,67мкмоль/л.
Сниженное количество гаптоглобина в больных телят связана с низкой осмотичной резистентностью эритроцитов и выходом свобод-ного гемоглобина, который впоследствии образует комплекс с гапто-глобином (Hb-Hp), предотвращающий потерю Hb почками. После проведения лечения отмечено увеличение гаптоглобина в опытной группе –до 0,75(0,10 г/л. Активность СОД при этом проявляется по-разному: у  больных телят с невысоким уровнем гемоглобина отмечено ее снижение, а у телят с более высоким уровнем Hb активность СОД повышена, что объясняется  ее адаптивной ролью в регуляции свободных радикалов на физиологическом и безопасном для метаболизма клетки уровне. Повышение активности ГПО связано с разложением гидроперекисей липидов [2,7]. У больных животных опытной группы выявлено снижение активности каталазы, пероксидазы, ЦХО и ГПО. Снижение активности ЦХО связано с нарушением окисления на уровне цитохромов.
Таблица

Гематологические и биохимические показатели здоровых и больных ГА телят до и после лечения
	Показатели 
	Контроль
	Опыт

	
	
	до лечения
	после 
лечения

	Гемоглобин, г/л
	101,70(1,91
	79,34(1,88
	110,13(5,64

	Эритроциты, Т/л
	6,07(0,2
	4,09(0,31
	6,40(0,11

	Гематокрит, %
	33,7(0,66
	24,8(2,44
	34,6(2,03

	Общий белок, г/л
	66,64(1,53
	54,51(2,72
	63,17(4,82

	Иммуноглобулины , г/л
	18,01(0,51
	13,15(0,66
	19,08(0,62

	Железо, мкМ/л
	22,80(0,87
	11,32(0,51
	23,75(0,50

	Гаптоглобин, г/л
	0,60(0,04
	0,38(0,06
	0,75(0,01

	МДА, мкМ/л
	5,07(0,23
	7,54(0,84
	4,52(0,67

	Каталаза, мкат/л
	468,86(3,39
	311,35(8,54
	479,85(3,88

	Пероксидаза, М.Е.т
	252,52(3,83
	175,54(3,51
	262,98(3,58

	СОД, ед.ак/мл(мин
	201,8(4,5
	320,4(9,97

129,9(10,12
	268,4(7,32

245,5(11,08

	ЦХО, мМ/л(час
	9,56(0,24
	5,15(0,24
	9,12(0,77

	ГПО, мкМ GSH/мин(г Нb
	157,36(5,27
	101,86(3,27
	144,36(4,96


Резюмируя вышеизложенное, следует отметить,  что комплексная этиотропная и патогенетическая терапия ГА хелатными соединениями МЭ с метионином, витаминами A, D, E и сбалансированным кормлением способствует усилению еритропоэза, повышению активности каталазы, пероксидазы, ГПО, ЦХО и СОД.
Активность СОД крови после лечения приближается к величинам показателей здоровых животных. Проведенное лечение повышает АОЗ, что проявляется снижением содержания МДА, ограничением патологического процесса, устраняет основные клинические симптомы гипопластической анемии. 
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Microelement correction of activity of correction metalloenzymes antioxidant protection of the calves suffering from hypoplastic anemia (GA).

Kravzyv R.J., Stadnyk A.M., Zhukovskyj I.K.
Lviv National Academy of Veterinary Medicine named afted S.Z. Gzhytskyj, 
Lvov, Ukraine

Complex pathogenetic therapy GA by chelating compounds with methionine, by vitaminous medication and balanced diet is instrumental in strengthening erithropoiesis, to the rise of catalase, peroxidase, glutathione peroxidase, cytochrome-oxidase activity,SOD. The applied medical treatment promotes antioxidant protection, that shows up the decline of the MDA contents, by limitation of progress of pathological process, removes the basic clinical symptoms of hypoplastic anaemia. 
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ПЕРЕКИСНОЕ окислениЕ липидов у коров с различной Молочной продуктивностью в период сухостоя и после родов

Кушнир И.Ю.

Воронежский государственный аграрный университет, Воронеж, Россия

Создание высокопродуктивного животноводства является огромным достижением науки и практики двадцатого столетия. При этом высокая продуктивность животных сопряжена с высокой интенсивностью течения обменных процессов в их организме и напряженной функциональной деятельностью всех органов и систем (Шахов А.Г. с соавт., 2001). И особенно ярко выступают изменения в период беременности, родов и по их завершению.

В настоящее время общепризнанным является тот факт, что решающая роль в регуляции структурно-функциональных свойств биомембран, являющихся определяющими в переходе клетки и организма в целом из одного метаболического состояния в другое принадлежит процессам перекисного окисления липидов и системе антиоксидантной защиты. Процессы перекисного окисления липидов играют важнейшую роль в регуляции активности мембраносвязанных ферментов; процессов проницаемости и активного транспорта веществ; рецепции, синтезе и метаболизме эндогенных регуляторов физиологических функций (простагландинов, стероидных гормонов, катехоламинов и т.д.), обусловливающих практически все проявления жизнедеятельности (Владимиров Ю.А., Арчаков А.И., 1972; Бурлакова Е.Б. с соавт., 1982; Меерсон Ф.З., Пшенникова М.Г., 1988;  Loverro G. et. al., 1982). Именно поэтому процессы свободнорадикального окисления и состояние систем, регулирующих их протекание, имеют существенное значение не только для нормальной физиологии и биохимии как клетки, так и организма, но и могут выступать как ключевое универсальное звено патогенеза различных заболеваний (Dekker G., Zecman G., 1992; Рецкий М.И., 1996, 1997;  Steven E. et al., 1998; Колчина А.Ф., 1996, 2000; Naziroglu M., Gur S., 2000 и др.). В этой связи, весьма актуальной проблемой ветеринарной науки является изучение взаимосвязи процессов перекисного окисления липидов, липидного обмена и состояния отдельных звеньев антиоксидантной системы в течение различных репродуктивных периодов у коров с разной молочной продуктивностью.

Основной целью и задачей работы являлось изучение процессов перекисного окисления липидов и состояния системы антиоксидантной защиты у коров при разном уровне их молочной продуктивности в отдельные физиологические периоды репродукции.

Материал и методы. Научные исследования выполнены коровах красно-пестрой породы со среднегодовой молочной продуктивностью от 3120 кг до 10254 кг, из которых были сформированы две группы животных: с молочной продуктивностью от 6000 до 10254 кг и от 3120 до 4200 кг. 

Кровь для исследований брали из яремной вены за два, один месяц, две недели, одна недели до родов и спустя одну, две, три, четыре и более недель после родов. За подопытными животными было установлено постоянное наблюдение. Учитывали общее состояние, характер течения родов, послеродовых  инволюционных процессов в половых органах и сроки их завершения. 

Для оценки интенсивности течения процессов перекисного окисления липидов и состояния системы антиоксидантной защиты организма в крови и сыворотке крови определяли содержание малонового диальдегида; активность каталазы; активность глутатионредуктазы; ферроксидазную активность; содержание витамина Е и каротина; общих липидов; триглицеридов и холестерола. 

Результаты исследований. Проведенные нами исследования показали что, содержание малонового диальдегида в крови коров на протяжении всех периодов исследования до родов имеет одинаковую тенденцию к увеличению с приближением срока предполагаемого отела. Однако между группами животных с продуктивностью выше 6000 кг и менее 4200 кг есть различия. Характерной чертой является более интенсивное течение процессов пероксидации липидов у коров с более высокой продуктивностью и концентрация малонового диальдегида на протяжении всего периода исследований до родов была выше в этой группе на 9,5-12,5% (р(0,02).

При изучении показателей антиоксидантной системы защиты установлено, что содержание витамина Е и ферроксидазная активность церулоплазмина в первой группе в течение всех периодов были выше, чем во второй соответственно на 9,6-20,5% и 17,9-29,1% (р(0,05-0,001); каротина – на 8,7-29,4%; активность каталазы – на 11,1-19,1% (р(0,025-0,001); активность глутатионредуктазы – на 5,2-5,6%. Однако, в целом в обеих группах прослеживалась тенденция к снижению активности в антиокислительной системе, что также свидетельствует об усилении процессов свободнорадикального окисления липидов при развитии физиологического стресса в организме, которым и является родовой акт.

Липидный обмен в период сухостоя интенсифицируется в обеих группах, но уровень характеризующих его показателей был более высоким в первой группе. Так, содержание общих липидов в их крови было выше, чем в крови коров второй группы на 9,8-20,9%; триглицеридов – на 4,1-15,0%; холестерола – на 24,4-27,7%. При этом наблюдалась тенденция к снижению всех показателей с приближением срока родов. Таким образом, снижение концентрации общих липидов, триглицеридов и холестерола в крови коров в предродовой период еще раз подчеркивает усиление процессов липидного обмена, связанного с повышением синтеза стероидных гормонов, являющихся индукторами родового акта и подготовкой молочной железы к лактации.

После родов наблюдалась следующая картина. Содержание малонового диальдегида в крови как в первые дни после родов, так и к концу послеродового периода было выше у коров первой группы на 10,6-16,5% (р(0,05-0,001); а у коров второй группы были более высокими: содержание витамина Е – на 18,9-38,2% (р(0,05-0,001); активность каталазы – на 14,1-30,0% (р(0,05-0,001); активность глутатионредуктазы – на 3,4-6,0%. При этом, в целом, сразу после родов эти показатели снижаются и начинают возрастать лишь спустя две недели.

В то же время, ферроксидазная активность церулоплазмина в первую неделю после родов возрастает в обеих группах, но наиболее ярко в первой – выше, чем во второй на 18,9% (Р(0,01). В последующие две недели происходит некоторый спад его активности, и она находится на более высоком уровне в крови коров второй группы (выше на 3,5-6,3%). Такие колебания в активности церулоплазмина, надо полагать, связаны с его использованием в ферментативном звене антиоксидантоной системы, происходящих за счет высокой молочной продуктивности и именно этот период связывают с более низкой резистентностью и возможностью возникновения риска послеродовой акушерской патологии. Подобная тенденция была выявлена и в содержании каротина, что еще раз подтверждает, что родовой стресс способствует подавлению функционального состояния антиоксидантной системы у высокопродуктивных животных, а ее потенциал восстанавливается лишь к третьей-четвертой неделям после родов.

Процессы, происходящие после родов в липидном обмене, соответствуют вышеуказанному. Так, содержание триглицеридов в обеих группах снижается, при этом, оставаясь выше в первой группе коров, чем во второй на 25,9%. Однако, уже со второй недели после родов отмечается подъем уровня триглицеридов у всех опытных животных и в период второй-третьей недель их концентрация выше на 10,0-13,5% в крови коров второй группы. Это может свидетельствовать о большей потребности в триглицеридах крови для синтеза молочного жира у высокопродуктивных животных.

Содержание холестерола, напротив, увеличивается в крови с первой недели после родов, но при этом выявлена та же особенность, что в период второй-третьей недель после родов его уровень в крови коров второй группы превышает таковой первой – на 15,4-18,5% и остается таким к концу послеродового периода. Концентрация же общих липидов через неделю после родов снижается в обеих группах, оставаясь на более высоком уровне в первой группе (выше на 23,4%), чем во второй. В дальнейшем, со второй недели после родов их уровень повышается, оставаясь выше в той же первой группе – на 11,6-20,2%.

Таким образом, можно заключить, что процессы перекисного окисления липидов тесно связаны с активностью антиоксидантной системы защиты организма, а также липидным обменом. При этом активизация пероксидации липидов индуцирует включение механизмов антиоксидантной защиты, действие которых направлено на подавление избыточного образования токсических продуктов ПОЛ и предупреждению их повреждающего действия на различные биологические структуры и, в первую очередь, липидную и белковую компоненты мембран.

Животные с более высокой продуктивностью сильнее реагируют на физиологический стресс, что приводит к повышенному образованию у них продуктов перекисного окисления липидов. За счет этого у них медленнее происходит восстановление антиокислительного потенциала, замедляются инволюционные процессы в репродуктивных органах, что в конечном итоге способствует ослаблению резистентности организма и повышенному риску развития акушерской патологии.
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Lipid peroxidation at the cows with various dairy efficiency in the period before and after LABOR
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The processes of lipid peroxidation are closely connected to activity of antioxidant system of organism protection, and also by an lipid exchange. The amplification of mechanisms of antioxidant protection, which action is directed on suppression of superfluous formation of toxic products and prevention of their damaging action on various biological structures and, first of all, lipid and protein components of membranes. The animals with higher efficiency react to more strongly physiological stress, that results in the raised formation at them  products of lipid peroxidation. At the expense of it they have more slowly restoration of antioxidizing potential, are slowed down involution processes in reproductive bodies, that at the end promotes easing of stability of organism and raised risk of development of obstetrics pathology
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АКТИВНОСТЬ НЕКОТОРЫХ  ФЕРМЕНТОВ АНТИОКСИДАНТНОЙ СИСТЕМЫ КЛЕТКИ ПРИ НАРУШЕНИИ ОБМЕНА ВЕЩЕСТВ
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Один из этиологических факторов, действующий как пусковой механизм  возникновения болезней дезадаптации животных в условиях хозяйств Нечерноземной зоны РФ - это недостаток в рационах животных жизненно важных макро- и микроэлементов, приводящее к нарушению обмена веществ.  При этом в  организме накапливаются мембранотропные повреждающие агенты, в частности продукты перекисного окисления липидов, которые непосредственно обуславливают нарушение целостного липидного биослоя клеток.

Мы знаем, что в нормальных условиях процесс перекисного окисления липидов находится под контролем ферментативных и неферментативных систем клетки, представляющую собой  в совокупности антиоксидантную систему. 

 Ферментную антиоксидантную систему клетки, в зависимости от того, на какую стадию перекисного окисления липидов направлено их действие, подразделяют на три группы: ферменты, предотвращающие образование радикалов гидроксила, разрушающие гидроперекиси липидов и систему окисления и связывания ионов железа. При этом имеет научный интерес как ведут себя некоторые  ферменты этих  групп, участвуя в  поддержании гомеостаза.

Цель нашего исследования - как влияет усугубление патологического процесса на клеточную систему защиты от перекисного окисления.

При этом задачей исследований явилось - определение  активности защитного фермента каталазы, уровня фермента из системы окисления и связывания ионов железа, церрулоплазмина. 

Были подобраны коровы черно-пестрой породы  с клиническими признаками патологии обмена веществ, но без симптомов поражения костной системы ( 1-я группа )  и 2 -я - с теми же клиническими признаками в сочетании с признаками поражения костно-опорного аппарата.

 Клиническое исследование коров обеих групп проводили по общепринятой в ветеринарной практике схеме, крови - по унифицированным методам, используемым также в ветеринарии. Активность каталазы определяли по Королюк М.А., Ивановой Л.И. и др.,1988; церулоплазмин - модифицированным методом Ревина.

Результаты клинических исследований указывают о более функциональной напряженности в системах сердечно-сосудистой, дыхательной у коров 2-ой группы, но они не отличались достоверностью.  

По результатам биохимических исследований  крови была установлена интенсивность обмена веществ: у коров обеих групп она средняя (у нижней границы физиологической нормы), что согласуется с их клиническим состоянием и указывает о недостаточной физиологической активности организма животных.

Проведенные исследования по изучению некоторых показателей характеризующих состояние антиоксидантной системы указывают:  у животных на воздействие неблагоприятных факторов возникает патологическая реактивность, характеризующаяся усилением ряда функций имеющих защитно-физиологическое значение, в частности увеличение активности каталазы и уровня церрулоплазмина. Так  у коров 1 -ой группы наблюдается повышенная активность каталазы на 77,3%  и недостоверное увеличение содержания церулоплазмина по сравнению с показателями другой группы. По мере усугубления процесса патологическая реактивность уже характеризуется понижением некоторых приспособительных реакций. Так, у коров второй группы активность каталазы падает по сравнению с 1-ой группой почти на 60%, а уровень церрулоплазмина снижается, но это снижение не достоверно.

Выводы. В условиях патологии по мере усугубления процесса наблюдается понижение приспособительных реакций в системе защитных ферментов, предотвращающих образование радикалов гидроксила, а ферментная система, связывающая  ионы железа  остается функционально активной. Для предотвращения патологии обмена веществ и терапии у коров необходимо оптимизировать внешнюю среду, проведением групповой профилактической терапии, в частности использование минеральных веществ.
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The development of the pathological process as a result of mineral substance defficiency affects the immune system so that protecting fermments can not function, but the system connecting iron ions remains active.
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В последние годы в нашей стране проведены фундаментальные исследования, посвященные экологическим аспектам патологии. Показано отрицательное влияние экологического неблагополучия окружающей среды на продуктивное здоровье животных, заболеваемость, нарушение обменных процессов, иммунологический статус, нейрогуморальные системы, генетические структуры организма [4,7].

Проблема экологического неблагополучия особенно остро стоит в Уральском регионе. В частности Свердловская область имеет один из самых высоких в России уровень территориальной концентрации промышленного производства. Выброс загрязняющих веществ в атмосферу от 2268 тыс. промышленных предприятий составляет 1283,3 тыс. тонн, что создает особый экологический фон, существенно отражающийся на здоровье сельскохозяйственных животных и качестве животноводческой продукции.

С учетом данных условий актуален вопрос проведения биогеоценотического мониторинга. Зная спектр и уровни техногенного загрязнения конкретного района можно успешнее решать экологические проблемы животноводства и ветеринарии. 

Важное практическое значение в диагностике патологии животных приобретают исследования в области изучения процессов перекисного окисления липидов. 

Одной из важнейших сторон метаболизма, играющих существенную роль в обеспечении процессов жизнедеятельности, как в норме, так и при адаптации организма к изменяющимся условиям внешней и внутренней среды являются процессы свободнорадикального окисления липидов. Избыточное накопление продуктов пероксидации в организме служит одним из важнейших факторов действия многих патогенных агентов, в том числе и химических веществ [1,2,6]. 

Целью работы явилось изучение процессов активности свободнорадикального окисления у животных при разной техногенной нагрузке с применением хемилюминесцентного метода. 

Материалы и методы. Исследования выполнены в 4 хозяйствах Свердловской области с разной техногенной нагрузкой. В опыте были коровы черно-пестрой породы 7-8 летнего возраста с разным физиологическим состоянием - первая половина стельности и период сухостоя (за 30 дней до отела). Для оценки техногенной нагрузки в органах и тканях крупного рогатого скота определяли содержание тяжелых металлов на атомно-абсорбционном спектрофотометре AAS-30. Для оценки клинического статуса крупного рогатого скота проводили диспансеризацию (2100 голов) по методике И.Г. Шарабрина (1975).

Кровь для биохимических исследований брали из яремной вены в утреннее время до кормления. Об интенсивности процессов перекисного окисления липидов судили по содержанию в крови их первичных продуктов – диеновых конъюгатов (ДК) по Л.В. Орлову (1980), конечных – малонового диальдегида (МДА) с помощью теста 2-тиабарбитуровой кислоты по Л.М. Двинской (1980). Интенсивность индуцированной хемилюминесценции определяли на люминометре 1420.2., перекисную резистентность эритроцитов (ПРЭ) - по А.А. Покровскому (1964), осмотическую (ОРЭ) – в модификации Л.И. Идельсона (1974).

С целью коррекции аномального содержания токсических веществ в организме крупного рогатого скота применяли бифеж в дозе 60,0 г/гол и кормовая добавка «Уральская» в дозе 300,0 мл/гол. Научно-производственные опыты проведены на 3 группах стельных коров (по 12 голов в каждой) за два месяца до отела. Кровь для биохимического исследования хемилюминесцентным методом отбирали через 30 дней от начала скармливания энтеросорбентов.

Результаты исследований. На основании проведенных токсикологических исследований за период с 1997-2004 г биологического материала от 1020 животных из 21 района области установлено, что спектр и уровень кумуляции тяжелых металлов в организме животных зависит от степени экологического неблагополучия района. 

Так, в организме коров, находящихся на территориях с повышенной техногенной нагрузкой содержание свинца в мышечной ткани превышает ПДК в 8 раз, кадмия - в 10 и цинка – в 2,8 раза; в печени – свинца в 4, кадмия в 2,9, меди в 15 и цинка в 2 раза; в почках – свинца и кадмия в 3-4 раза.

В сельскохозяйственных предприятиях относительного экологического благополучия области уровень тяжелых металлов в органах и тканях животных не превышает предельно-допустимые количества. 

Приоритетными токсикантами для Свердловской области являются свинец, кадмий, железо, никель, цинк, медь. Наиболее загрязненными оказались районы, где расположены промышленные комплексы цветной и черной металлургии, энергетической и химической промышленности. Отдельные территории можно охарактеризовать как антропогенные биогеохимические провинции с высоким уровнем тяжелых металлов в органах и тканях животных.

Такой фон существенно отражается на возникновении и развитии различной патологии и неизбежно накладывает на нее свой искажающий отпечаток. 

В зоне техногенного загрязнения выбраковка животных в 2-3 раза выше, чем в зоне относительного экологического благополучия. Здесь же отмечен высокий уровень перинатальных потерь (5,8% у коров, 10,12% у нетелей) и мертворожденных телят (3,6%).

При клиническом обследовании коров у 35,4-53% животных выявлены функциональные нарушения деятельности сердечно-сосудистой системы, у 15,0-35,2% - патология печени, у 51,6% – нефрозо-нефриты, у 30% - остеодистрофия.

В то время как в зоне относительного экологического благополучия патология печени регистрируется реже в 2,5 раза, сердечно-сосудистой системы и почек в 8 раз, остеодистрофия в 2-3 раза.

Важное диагностическое значение для разработки тестов ксенобиотической нагрузки на организм животных приобретает изучение показателей интенсивности течения процессов перекисного окисления липидов.

Известно, что различные химические загрязнители при поступлении в организм могут способствовать нарушению процессов свободонорадикального окисления, т.к. цитотоксичность тяжелых металлов обусловлена тремя взаимосвязанными механизмами: усилением перекисного окисления липидов, угнетением митохондриального дыхания и нарушением кальциевого гомеостаза клетки [5].

Проведенные нами исследования показали, что у лактирующих коров первой половины стельности при повышенной техногенной нагрузке наблюдается достоверное повышение уровня малонового диальдегида и диеновых конъюгатов. Этому сопутствует снижение резистентности эритроцитов и повышение интенсивности хемилюминесцентного свечения плазмы крови (табл. 1). 

Таблица 1

Содержание продуктов ПОЛ в крови коров периода лактациииз разных зон Свердловской области

	Показатели
	Зоны

	
	Техногенная
	Относительного 
экологического благополучия

	Хемилюминесценция (отн. ед.)
	
	

	Светосумма
	8294±125,36
	5042±88,32*

	Амплитуда
	69,75±5,96
	40,40±2,32*

	ДК, мкМ/мл
	0,8±0,21
	0,63±0,11

	МДА, мкМ/л
	2,95±0,15
	1,45±0,05*

	ОРЭ, % гемолиза
	58,74±5,32
	44,8±3,02*

	ПРЭ, % гемолиза
	13,18±0,17
	8,00±0,13*


*- P<0,05-0,001
При чрезмерном накоплении продуктов ПОЛ в организме развивается синдром липидной пероксидации, который включает такие патологические составляющие, как повреждение мембранных липидов, липопротеидов и белков, инактивацию ферментов, нарушение клеточного деления и фагоцитоза, что приводит к изменениям структурно-функциональнеой организации мембран, формированию патологических состояний – воспалению, дистрофии, функциональным нарушениям [3,8]. 

В условиях техногенной нагрузки интенсивное накопление недоокисленных токсических продуктов способствует развитию почечной и печеночной патологии.

Проведенными нами исследованиями установлено, что активация  свободнорадикального окисления зависит от физиологического состояния животных и наиболее выражена в предродовой и родовой периоды, так как адаптационно-компенсаторные механизмы материнского и плодового организма находятся в состоянии максимального напряжения. Так у коров в период сухостоя, количество диеновых конъюгатов и малонового диальдегида увеличивается на 27-35% соответственно, снижается осмотическая и перекисная резистентность эритроцитов. Существенные различия получены в определении интенсивности хемилюминесцентного свечения крови. У коров за месяц до отела интенсивность хемилюминесцентного свечения взрастает до 12347 отн.ед.

На основании полученных данных возникла необходимость изыскания средств корригирующих аномальное содержание токсических веществ в организме. В научно-производственных опытах в рацион сухостойных коров были введены энтеросорбенты: бифеж и кормовая добавка «Уральская». 

Бифеж представляет собой целлюлозно-неорганическую компо-зицию, получаемую путем осаждения ферроцианида железа калия на целлюлозном носителе. Кормовая добавка «Уральская» - препарат природного происхождения, получаемый из торфа. В состав добавки входят гуминовые кислоты, фульвокислоты, аминокислоты, ферменты, антиоксиданты, макро- и микроэлементы.

В качестве контроля за интенсивностью ПОЛ использовали метод хемилюминесцентного свечения крови, который отличается от других методов высокой чувствительностью и возможностью определения короткоживущих радикалов. 
Результаты, представленные в таблице 2 показывают, что уже через 30 дней после применения сорбентов идет снижение интенсивности хемилюминесцентного свечения крови.

Таблица 2

Интенсивность хемилюминесцентного свечения плазмы крови

у сухостойных коров

	Показатели 
хемилюминесценции, отн. ед.
	Энтеросорбенты

	
	Бифеж
	К.д.
«Уральская»
	Контроль

	Светосумма
	7046,0±155,2*
	6789,0±123,3*
	12347±254,9

	Амплитуда
	52,5±4,0*
	51,8±3,2*
	89,20±6,9


*- P<0,05-0,001

Так, после применения бифежа и к/д «Уральская» светосумма и амплитуда хемилюминесценции уменьшается на 40,0 – 45,0 % по сравнению с контролем. Положительный эффект энтеросорбентов связан с их уникальными абсорбционными, ионообменными, каталитическими и антиоксидантными свойствами. 

Выводы. 1. Повышенное содержание тяжелых металлов в организме животных, значительно-превышающих ПДК, интенсифицирует процессы ПОЛ, что приводит к накоплению в организме животных токсических продуктов, способствующих возникновению и развитию различной патологии. 2. Хемилюминесцентный метод можно использовать в качестве контрольного теста за уровнем токсигенной нагрузки на организм животных. 3. Применение энтеросорбентов способствует общей детоксикации организма. 
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Heightened content of heavy metals intensifies processes of the lipid peroxidation, this results to accumulation of toxic products in animals organisms and it is conductive to beginning and development of different pathology. We can use chemiluminescent method as control test for status of intensity of lipids peroxidation.
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Некоторые аспекты антиоксидантной системы защиты здоровья молодняка крупного рогатого скота зоны Прикаспия

Мамаев Н.Х., Джамалудинова И.Н., Анаев М.С., Карсаков Н.Т.

Прикаспийский зональный научно-исследовательский ветеринарный 
институт, Махачкала, Россия

В последние годы в России в  целом, в том числе и Прикаспийском регионе, значительно сократилась численность поголовья  скота. Снизилась молочная продуктивность коров, а так же выход и сохранность телят. По данным исследователей в отдельных регионах отмечается кризисное экологическое неблагополучие, что способствует возникновению биогеоценотической патологии  животных, в связи с чем увеличивается их заболеваемость и падеж (А.М.Смирнов,1997; Н.Л.Уразаев; А.П.Старчеус с соавт. 2002).

Общеизвестно, что основой интенсивного развития скотоводства является здоровье животных, высокая оплодотворяемость маточного поголовья и получение  физиологически зрелого приплода. Однако длительное систематическое воздействие экологически неблагоприятных факторов на организм приводит к патологическим сбоям в обмене веществ, иммунном статусе организма и возникновению вспышек инфекционных и инвазионных болезней общих для животных и человека (А.М.Смирнов, 1997). 
Установлено, что состояние обмена веществ является основным показателем, определяющим системно – физиологические изменения биохимического статуса, включая и патологические.  Поэтому при выращивании молодняка крупного рогатого скота необходимо учитывать закономерности роста, развития и физиологического состояния организма. 

Часто, наряду с клиническими проявлениями болезней метаболизма, при проведении специальных исследований выявляются значительные нарушения в обмене веществ, протекающие субклинически, которые постепенно могут привести к серьезным отрицательным последствиям: патологическим и функциональным расстройствам важнейших органов и систем, жизнедеятельности организма в целом, замедлению роста, и развития животных; снижению  прироста массы тела; дополнительных затрат на кормление, лечение, содержание и преждевременной выбраковке коров, чем наносится значительный ущерб хозяйствам (Н.А. Уразаев, М.Я. Сальников, 1971; Н.Л. Уразаев, 1998; Д.Б. Кальницкий, 1993; В.Т. Самохин, 1997, 2000; А.Г. Шахов, 2000 и др.). Немаловажное значение в возникновении болезней обмена веществ имеют стрессовые ситуации и неблагоприятные экологические факторы. Молодняк крупного рогатого  скота наиболее подвержен болезням алиментарного характера, что связанно с нарушением белкового, углеводного, минерального и витаминного обменов, в том числе рахит, остеодистрофия, анемия, кетозы, макро – микроэлементозы, а также желудочно-кишечные и респираторные заболевания.

Большую роль в профилактике болезней обмена веществ должна играет антиоксидантная система защиты здоровья животных т.е. поддержание биологического равновесия в организме. Важное значение при этом имеет оптимальный уровень  метаболизма белков, липидов, углеводов, макро- и микроэлементов в организме. В связи  с чем, немаловажную  роль  в системе антиоксидантной защиты организма, особенно молодняка, играет регуляция обменных процессов.

Основной целью исследований явилось выяснение причин и механизмов возникновения патологий метаболических процессов в организме молодняка крупного рогатого скота в условиях  Прикаспийского региона.

В задачу исследований входило: определение структуры рационов и питательной ценности кормов (заготовленных и пастбищных); выяснение состояния процессов метаболизма в организме растущего молодняка; научно-обоснованная  разработка средств регулирования обмена веществ и технологий защиты здоровья молодняка крупного рогатого  скота.

Материал и методы. Работа выполнена на молочной ферме колхоза им. Серго Гунибского района Кизилюртоской равнинной зоны Прикаспия, на двух группах (контроль/опыт) молодняка крупного рогатого скота (телок и  нетелей) красной степной породы 18 месяцев и старше после оплодотворения до растела, подобранных по принципу аналогов. Содержание животных стойлово – пастбищное, тип кормления сенажно - силосный. Исследования проведены на молекулярно-биохимическом, системно-физиологическом и экологическом уровнях с  использованием  методов жидкостной хроматографии, атомной абсорбции, пламенной спектрофотометрии, электрофореза и др. 

Результаты исследований. Исследования пастбищных, заготовленных кормов и организма растущего молодняка выявили, что система формирования рационов растущего молодняка малоэффективна и не способствовала для оптимального прироста массы тела, особенно в осенне-зимний период. Это связано с выявленным дисбалансом питательных и биологически активных веществ в кормах в разные периоды года. Особенно напряженным оказался рацион животных в осенне-зимне-стойловый период. Выявлен дефицит протеина до 30% и его неполноценность из-за пониженного содержания жизненно важных аминокислот (метионина, лизина, тирозина, лейцина, изолейцина, аргинина и др.)

Многочисленными исследованиями установлено, что большинство растительных кормов имеет низкое содержание ряда незаменимых аминокислот. Почти все злаки бедны лизином и триптофаном, особенно необходимым молодым животным для их роста и развития. Более благоприятный аминокислотный состав у бобовых, но и они недостаточно содержат триптофана, по сравнению с животными белками. Биологически полноценными являются белки, обеспечивающие оптимальный рост и развитие животных. Растущий молодняк крупного рогатого испытывает недостаток сахара до 26%, каротина - 38%. Выявлена несбалансированность рационов и по ряду макро- и микроэлементов, при этом дефицит натрия составлял до 89%, кальция и марганца - 58,6, фосфора - 38, меди - 15,0, цинка - 21,0, кобальта- 35,4%, при избытке калия, свинца, частично, магния.

Несбалансированность и нарушение системы формирования рационов, особенно по белковому и минеральному питанию способствовали  патологическому сбою в обмене веществ в организме молодняка. Отмечен низкий уровень гемоглобина, нарушение соотношений сывороточных белков, пониженное содержание общего белка и сахара, щелочной  резерв и концентрация церулоплазмина находились ниже физиологической нормы. 
Исследования выявили патологию и минерального обмена. Ниже физиологической нормы оказалась концентрация в крови животных железа, меди, цинка, марганца, а также натрия и фосфора при повышенном количестве свинца.

Нарушение технологии кормления (в зимнем рационе превалировали, в основном, кислые корма - силос, сенаж), содержание животных  на протяжении всего зимнего периода в условиях гиподинамии при недостатке инсоляции, витаминного голодания, сахаро-протеинового и минерального дефицита способствовали сбою в системе антиоксидантной защиты организма. Выявлены сдвиги биологического равновесия в организме растущего молодняка, отмечены нарушения процессов метаболизма, иммунобиологического равновесия, оплодотворяемости и полиморбидности, т.е. множественности сочетаемости заболеваний.

По результатам исследований кормов рациона и организма животных разработана рецептура биологически активного препарата – кацимедин – ОЗ, технология изготовления и применение в рационах телок и нетелей 18 мес. и старше, после оплодотворения до растела. Использование кацимедина-ОЗ в качестве минеральной добавки к рациону опытных животных в дозе 86 г на одно животное в течение 240 дней с целью оптимизации процессов метаболизма оказалось эффективным, в том числе произошло сокращение до 30 дней сроков оплодотворения и отела, увеличение прироста массы тела на 12%, нормализовался биохимический статус организма, в том числе уровень гемоглобина превышал контроль на 21,5%. Концентрация сахара в крови достигла физиологической нормы и превысила контроль на 29%, белка - 12%, альбуминов –14,3%. Общая сумма свободных аминокислот в сыворотке крови у опытных животных повысилась на 12%, незаменимых – 10%, заменимых – 12%, церулоплазмина – 18%, щелочной резерв – 15,4%. Произошла оптимизация и минерального обмена. Концентрация натрия увеличилась на 22%, фосфора - 25%, меди - 18%, цинка - 21%, кобальта - 26%, марганца более чем в 3 раза при одновременном снижении свинца на 28%. Заметно улучшилась биологическая ценность молока опытных первотелок. Концентрация кальция повысилась на 32,2%, калия 13,0, натрия – 7,0, железа и кобальта – 7,4, меди – 24,3, цинка – 25,8, марганца – 25%, при одновременном снижении свинца на 13,0%, в результате новорожденный теленок уже с первых дней жизни обеспечен качественным, биологически полноценным молозивом и молоком. Полученный приплод в опытной группе оказался более физиологически зрелым. Вес новорожденного теленка в опыте превышал контроль на 22%, при отбивке через 40 дней – 25%.

Выводы. Нарушение системы формирования рационов, дисбаланс питательных и биологически активных веществ способствует сбою антиоксидантной системы защиты здоровья животных, сдвигу иммунобиологического равновесия в организме растущего молодняка, возникновению болезней метаболизма, снижению оплодотворяемости и полиморбидности, т.е. множественности сочетаемости заболеваний. Разработана рецептура биологически активного препарата – кацемедин ОЗ, технология изготовления и применения его в рационах растущего молодняка; установлено  его эффективное влияние на здоровье животных и получения приплода.
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Some aspects of antioxidant protection system of health of a joung growth of the large cattle of Prikaspion zone
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The breach of system of rations’ formation promotes the confusion of antiocsidant  defence of animals’ health, the change of immunobiological balance in the organism of grouing young animals in conditions of Caspian region of Russia. With the purpose of prophylactic measures of metabolic diseases is elaborated and used in rations – preparation сatsimedin ОЗ – uith the positiv results.
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Влияние голодания на пероксидное окисление липидов и систему антиоксидантной защиты
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Несмотря на достаточную изученность вопросов, касающихся регуляции и физиологических механизмов, обеспечивающих адаптацию к полному голоданию, эта проблема остается пока не до конца изученной. Вместе с тем, в практической медицине метод лечебного голодания применяется достаточно часто при таких патологических состояниях как ожирение, аллергия и другие (5).

Физиологическую адаптацию к пищевой депривации характеризует известная стадийность изменений обмена веществ со сменой основных источников свободной энергии. При голодании происходит перестройка процессов окисления субстратов цикла Кребса и повышение эффективности окисления липидов (4).

Материал и методы. Исследование проведено на белых беспородных крысах-самцах с массой тела 180-210г в возрасте 4-6 месяцев. Длительность пищевой депривации составляла 5 суток. В гептановой и изопропанольной фазах липидного экстракта крови определяли содержание первичных продуктов ПОЛ. Спектрофотометрическое определение оптической плотности каждой фазы осуществляли при трех длинах волн: 220, 232 и 278 нм. Относительное содержание диеновых коньюгатов и кетодиенов высчитывали как Е232/Е220 и Е278/Е220 усл. ед (1,2). Уровень активных форм кислорода (АФК) и продуктов ПОЛ определяли также методом индуцированной хемилюминесценции, вычисляя при этом показатели светосуммы. Интенсивность генерации О2(  в митохондриальной или в микросомальной электронно-транс-портной цепи в печени крыс (нМ О2( /г(сек) оценивали по реакции с нитросиним тетразолием (НСТ) при 540 нм. В качестве индуктора образования О2( в митохондриальной ЭТЦ использовали НАДН, а в микросомальной-НАДФН (3). Активность супероксиддисмутазы (усл. ед. акт/мг Нb) оценивали по степени ингибирования адреналина в щелочной среде, активность каталазы (мкм Н2О2/л(мин) определяли по способности перекиси водорода образовывать с молибдатом аммония стойкий окрашенный комплекс при 410 нм.

Результаты исследований. Установлено, что к концу вторых суток голодания в крови крыс повышается на 17,6 % содержание гептан-растворимых и на 23 % изопропанолрастворимых первичных продуктов ПОЛ (Р<0,05). Это повышение совпадает с началом второй фазы адаптации организма к полному голоданию, когда снижается уровень свободной глюкозы, гликогена и организм начинает использовать в качестве субстрата окисления липиды. К концу пятых суток пищевой депривации увеличение концентрации в крови гептанрастворимых продуктов ПОЛ составило 35,3 %, а изопропанолрастворимых – 61,5 % (Р<0,001), что связано, по-видимому, с ростом присутствия в крови окисленных фосфолипидов эритроцитарных мембран.

Активация процессов ПОЛ к концу третьих суток голодания была выявлена также методом индуцированной хемилюминесценции. Так, пока-затели светосуммы через 72 часа после начала пищевой депривации были значительно выше контрольных, что может свидетельсивовать о нарушении окислительного метаболизма у опытных животных. 

Установлено, что в конце третьих суток голодания происходит усиление спонтанной продукции О2( в гомогенате печени крыс в 1,9 раза (Р< 0,05). НАДН-стимулированная генерация О2( в митохондриальной ЭТЦ увеличивалась на 2,6 раза, а НАДФН-стимулированная генерация О2-в 2,8 раз. Начало снижения активности СОД и каталазы установлено только через 48 часов голодания. На 5-е сутки пищевой депривации активность СОД и каталазы в крови крыс снижалась на 59,2 % и 45,5 % соответственно (Р<0,001). 

Таким образом, липотропный эффект пищевой депривации, приводя-щий к росту уровня субстратов ПОЛ, наряду с увеличением потребления кис-лорода голодающими животными  приводит к повышению интенсивности свободнорадикального окисления липидов. Снижение активности ферментов АОЗ на этом фоне свидетельствует об истощении резервов ферментативного звена системы АОЗ, что, вероятно, связано с накоплением продуктов ПОЛ и с растущим дефицитом в организме меди, цинка и железа.
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 The influence of starvation on lipid peroxidation and system of antioxidant protection
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The food deprivation during 5 days leads to increasing of level of lipid peroxidation products in blood of rats with simultaneous decreasing of antioxidant system enzymes. It could be connected with rising deficit of copper, zinc and iron in organism.
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Ферменты антиоксидантной защиты свиней при стрессе и его регуляции адаптогенами
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Многочисленными исследованиями показано, что процессы свободнорадикального окисления присутствуют во всех спонтанных и регулируемых химических реакциях, содержащих, с одной стороны активные формы кислорода, а с другой – их акцептор. При этом существует два вида пероксидации: спонтанная или не регулируемая и управляемая. Если для первой из них характерны высокая степень самовоспроизведения и ускорения, то для второй – зависимость от регуляторных механизмов (1,2).

В организме млекопитающих такими регуляторными механизмами являются ферменты антиоксидантной защиты. Выделяют три группы ферментов, обеспечивающих физиологическое течение процессов пероксидации в норме и особенно при стрессе. Первая из них предупреждает образование пероксидов на ранних этапах возбуждения их образования. Сюда включают обычно два фермента: супероксиддисмутазу и ферроксидазу. Другая из них, представленная каталазой и пероксидазой, обеспечивает нормальное течение процессов пероксидации на стадии разветвления цепной реакции. Последняя группа ферментов антиоксидантной защиты организма стоит особняком. В её центре находится олигопептид – глутатион. Он играет роль «челнока» между глутатионпероксидазой, обеспечивающей нейтрализацию агрессивных активных форм кислорода и глутатионредуктазой, обновляющей сам глутатион. Все эти ферменты присутствуют и выполняют свои функции в организме свиней (3,4,5).

Поэтому целью проведенных исследований явилось изучение отдельных аспектов реакции ферментов системы антиоксидантной защиты у свиней при стрессе и его регуляции адаптогенными препаратами. Для реализации поставленной цели в сравнительном плане решали следующие задачи: 1 – оценить динамику ферментов системы антиоксидантной защиты у поросят при отъеме; 2 – изучить влияние различных адаптогенов на состояние ферментов антиоксидантной защиты при отъемном стрессе.

Материал и методы. Опыты проведены на поросятах-сосунах в период отъема в возрасте 42-45 дней. Послеотъемный период наблюдений длился 10 дней. Кровь исследовали за 7 дней до отъема, через 3-10 дней после него. Подобраны 4 группы по 14 поросят одного возраста и разного пола, помесей крупной белой и ландрасоли.

Поросята первой группы служили контролем, второй – в течение пяти дней перед отъемом и трех после него получали фумаровую кислоту внутрь в смеси с кормом в дозе 100,0 мг/кг в сутки, третьей – по той же схеме фенибут в дозе 10,0 мг/кг, четвертой – за 7 дней до отъема однократно внутримышечно лигфол в дозе 0,1 мл/кг.

Результаты исследований. В таблице показано влияние стресса у поросят при отъеме на активность некоторых ферментов антиоксидантной защиты. 

Таблица 
Ферменты антиоксидантной защиты и состояние организма

поросят при отъемном стрессе

	Показатели
	За 7 дней

до отъема, %
	После отъема через, дней

	
	
	3
	10

	Супероксиддисмутаза
	100,0
	138,0
	140,9

	Каталаза
	100,0
	107,2
	116,4

	Пероксидаза
	100,0
	114,7
	105,5

	Восстановл. глутатион 
	100,0
	73,6
	96,1

	Глутатионпероксидаза
	100,0
	78,2
	92,2

	Глутатионредуктаза
	100,0
	111,9
	123,4

	Масса тела
	100,0
	83,0
	102,2


Исследованиями установлено неоднозначное влияние физиологического стресса на динамику антиоксидантного ферментативного гомеостаза. Так, активность супероксиддисмутазы существенно и устойчиво возрастает весь десятидневный период наблюдений после отъема. В то же время, если каталазы и возрастает, то очень незначительно по сравнению с супероксиддисмутазой, то уровень пероксидазы в первые дни возрастает, а затем приходит к исходному. Если учесть роль этих групп ферментов в регуляции процессов пероксидации, то можно подчеркнуть, что мобилизация первого фермента на нейтрализацию начальных продуктов обеспечивает физиологичность реакции организма и позволяет ему обходиться без включения последующих механизмов. Это же прослеживается на примере работы глутатионового челнока. Снижение уровня восстановленного глутатиона почти на треть в первые три дня после стресс-воздействия сопровождается примерно таким же падением активности глутатионпероксидазы. В то же время происходит на 11,9 % повышение активности глутатионредуктазы. Через 10 дней после отъема заметно восстановление уровня глутатиона, активности глутатионпероксидазы. Но при этом активность глутатионредуктазы не нормализуется, а еще более возрастает. Этот процесс может носить как инерционный, так и суперкомпенсаторный характер.

Интегральной оценкой общего состояния организма молодых свиней, включающего антиоксидантный гомеостаз, явилась динамика массы тела животных. Оказалось, что за 3 дня течения отъемного стресса поросята потеряли 17,0 % массы тела. Затем угнетение роста постепенно прекратилось. К 10-му дню наблюдений им уже не понадобились дополнительные пластические и энергетические ресурсы, они догнали исходное состояние и начали расти. В целом, комплекс полученных данных характеризуют отъем поросят, как физиологичный стресс на стадии аларм реакции. В это состояние активно вовлекается ферментативный комплекс системы антиоксидантной защиты организма.

Ещё школой И.И. Брехмана (1950-1980 годы) показано на примере природных адаптогенов из группы женьшеня, что в основе их регулирующего действия на течение стресс-реакции лежат узловые механизмы, обеспечивающие сохранение активности ферментов и предупреждение накопления в организме «стрессинов». При оценке влияния изученных адаптогенов: фумаровой кислоты, фенибута и лигфола показано, что с учетом их индивидуальных фармакологических свойств проявляются как особенности действия на активность ферментов антиоксидантной защиты у поросят в процессе течения отъемного стресса, так и общие черты.

Например, фумаровая кислота и фенибут оказывают вторичное, опосредованное действие на ферменты антиоксидантной защиты. Оказывая опосредованное действие через центральный (фенибут) и энергетический (фумаровая кислота) механизмы, эти адаптогенные препараты способствуют нормализации баланса: активные формы кислорода – система антиоксидантной защиты. Лигфол проявляет непосредственное действие на систему антиоксидантной защиты. С учетом ранее полученных данных (6) и результатов проведенных опытов можно говорить об одновременном двухнаправленном действии лигфола. Прежде всего, он непосредственно нейтрализует различные варианты активных форм кислорода. А через механизмы иммуноантиоксидантной защиты лигфол потенцирует повышение ферментативной активности на начальных этапах стресс-реакции и быстро нормализует их при завершении аларм реакции. Так, через 3-е суток после отъема под влиянием лигфола активность супероксиддисмутазы возросла на 47,2 %, а через 10 – составила 112,5 % к контролю. Если в контроле содержание глутатиона восстановленного упало через 3 суток на 22,4 %, то на фоне применения лигфола – только на 8,9 %. Соответствующей была реакция ферментов глутатионового челнока.

Адаптогены активно вмешивались на изменения массы тела отъемышей при стрессе. В острый период течения общего синдрома адаптации применение препаратов на 7,4 % - 11,6 % предупреждало угнетение интенсивности роста животных. Это на 10-й день после отъема обеспечивало повышение интенсивности набора массы тела на 9,0 % - 15,4 % больше по сравнению с контролем.

Выводы. 1. Ферменты антиоксидантной защиты активно реагируют на возникновение на возникновение и течение физиологической стресс-реакции у поросят при отъеме. Их активность изменяется в зависимости от места, занимаемого ими в иерархии механизмов сохранения уровня активных форм кислорода в метаболизме. 2. Адаптогенные препараты, с учетом индивидуальных фармакологических механизмов, активно влияют на динамику ферментов антиоксидантной защиты у поросят, способствуя нормализации уровня активных форм кислорода при стрессе. 3. Физиологический стресс у поросят при отъеме вызывает перераспределение пластическо - энергетических ресурсов в организме, что ведет к угнетению роста. 4. Адаптогены, нормализуя течение стресса, способствуют экономному расходованию ресурсов организма к более быстрому восстановлению генетически заданного потенциала роста.
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Ferments of antioxydant protection of pigs at stress and adaptogen regulations
Mesheryakov N.P.
research and production company «Agropharm», Voronezh, Russia

By the purpose of the carried out researches was the study of separate aspects of reaction ferments of system antioxydant protection at pigs at stress and adaptogen regulations by preparations. For realization of an object in view in the comparative plan decided the following tasks to estimate changes ferments  of antioxydant system of protection at pigs,  to study influence various adaptogens on a condition antioxydant ferments of protection at stress. By the author is established, that ferment antioxydant protection actively react to occurrence on occurrence and current of physiological stress - reaction at pigs. Their activity changes depending on a place borrowed by them in hierarchy of mechanisms of preservation of a level of the active forms of oxygen in metabolism. Adaptogen preparations, in view of individual pharmacological mechanisms, actively influence dynamics ferment antioxydant protection at pigs, promoting normalization of a level of the active forms of oxygen at stress. The physiological stress causes in pigs at отъеме redistribution power resources in organisms, that conducts to an oppression of growth. Adaptogens normalizing current of stress, promote an economical expenditure of resources organisms to faster restoration of generically given potential of growth.
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В результате аварии на Чернобыльской атомной электростанции сельскохозяйственные животные подверглись острому радиойодному облучению, а впоследствии внутреннему и внешнему радиационному воздействию в малых дозах. В настоящее время механизмы ответной реакции организма млекопитающих на лучевое воздействие в малых дозах полностью не выяснены. Установлено, что при действии радиации одним из первичных процессов повреждения как клеток, так и организма в целом является инициация свободнорадикального окисления липидов. Показано, что в тканях живых организмов свободнорадикальное окисление липидов протекает непрерывно и в норме поддерживается на относительно низком уровне, что обеспечивается системами антиоксидантов, к числу которых относят витамины А и Е [1,2]. В результате действия ионизирующей радиации активируется интенсивность свободнорадикального окисления липидов, что приводит к повреждению критических структур (ДНК, биологические мембраны), нарушению метаболических процессов. Поэтому представляла интерес  оценка показателей свободнорадикального окисления липидов и системы антиоксидантов в плазме крови овец, облученных в относительно малых дозах.  

Материал и методы. Исследования были проведены на 11 овцах, подвергнутых хроническому внешнему (-облучению в дозах 10 (в течение 10 часов непрерывно) и 50 Р (в течение 5 дней, по 10 часов в сутки). Облучение овец проводили на установке ГУЖ-24 (источник излучения 137Cs). Мощность дозы излучения составляла 1 Р/час. 

Кровь получали из яремной вены животных на 1, 5, 10, 30, 60 и 90 сутки после облучения. Показатели свободнорадикального окисления липидов (малоновый диальдегид, диеновые и триеновые конъюгаты) регистрировали методом УФ – спектрометрии [3,4]. Определение концентрации витаминов А и Е осуществляли методом микроколоночной высокоэф-фективной жидкостной хроматографии [5]. Результаты обрабатывали методом вариационной статистики и различия значений считали достоверными при р<0,05.

Результаты и обсуждение. Известно, что перекисная деградация полиненасыщенных жирных кислот приводит к ступенчатому по мере протекания стадий процесса, упрощению продуктов. Так, первичными молекулярными продуктами свободнорадикального окисления липидов являются диеновые и триеновые коньюгаты, образующиеся из радикальных интермедиатов полиненасыщенных жирных кислот за счет перегруппировки метилен-разделенных двойных связей в сопряженные структуры. Из конечных продуктов свободнорадикального окисления липидов, исследователи выделяют малоновый диальдегид, образующийся при распаде эндоперекисей липидов. Поэтому исследование этих показателей позволило оценить интенсивность свободнорадикального окисления липидов в плазме крови облученных овец. Облучение животных в дозе 10 Р приводило к  снижению концентрации малонового диальдегида в плазме крови. Минимальные значения показателя регистрировали на 5-е и 20-е сутки после воздействия. Увеличение дозы облучения до 50 Р обнаружило более выраженный характер изменений.  
Определение концентрации диеновых коньюгатов  выявило снижение её значений  с момента воздействия, и на 30-90 сутки  составило 17-11 % (р<0,05). С увеличением дозы облучения до 50 Р достоверные различия значений отмечали  во все сроки исследования. Уровень триеновых коньюгатов после облучения также снижался. Минимальные значения показателя отмечали на 10 и 60 сутки после воздействия в дозе 10 Р (соответственно 37 и 34 % от исходной (р<0,05)) и на 15, 30 и 60 сутки в дозе 50 Р (28% от исходной (р<0,05)). Следовательно, хроническое облучение овец в дозах 10 и 50 Р приводит к снижению концентрации продуктов свободнорадикального окисления липидов в плазме крови. Вероятно, низкий уровень интенсивности свободнорадикального окисления липидов обеспечивается антиоксидантами. Это предположение подтверждают данные по содержанию витаминов Е и А в плазме крови. Так, оценка концентрации витамина Е в плазме крови выявила снижение его уровня при обеих дозах облучения. В то же время содержание витамина А при вышеуказанных условиях радиационного воздействия возрастало. Следовательно, облучение овец в дозах 10 и 50 Р приводит к истощению пула природного антиоксиданта витамина Е при одновременном увеличении уровня витамина А. Вероятно, витамин Е предохраняет витамин А от окисления и способствует его накоплению в организме [6]. 

Таким образом, хроническое облучение овец в дозах 10 и 50 Р оказывало ингибирующее действие на интенсивность свободно-радикального окисления липидов и характеризовалось снижением в плазме крови концентрации малонового диальдегида, диеновых и триеновых коньюгатов, истощением пула природного антиоксиданта витамина Е при одновременном повышении уровня витамина А.
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ESTIMATION OF THE INTENSITY OF FREE-RADICAL OXIDATION OF LIPID AND CONCENTRATION OF ANTIOXIDANTS IN BLOOD PLASMA OF SHEEP IRRADIATED AT LOW DOSES

Mirzoev E.B., Kobjalko V.O., Gubina O.A., Valeichik A.I.

Russian Institute of Agricultural Radiology and Agroecology, Obninsk, Russia

Indicators were studied of free-radical oxidation of lipids and system of antioxidants in blood plasma of sheep exposed to low-level radiation. Chronic irradiation of sheep at doses of 10 and 50 R was found to inhibit the intensity of free-radical lipid oxidation and was characterized by a reduction in the concentration of malondialdehyde, diene and triene conjugants, exhaustion of the pool of natural antioxidant vitamin E with simultaneous increase in the level of vitamin A.
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Нарушения лактации у свиноматок, проявляющиеся снижением (гипогалактия) или прекращением (агалактия) секреции молока являются одной из причин высокой заболеваемости и гибели новорожденных поросят. Существенной формой проявления нарушений лактации у свиноматок является субклинический мастит, выявляемый как во время родов и впервые часы после опороса, так и при развитии метрит-мастит-агалактии. Изучению нарушений лактации, в том числе субклинического мастита при развитии послеродовых болезней посвящено большое количество исследований как отечественных, так и зарубежных авторов (1,2,3,4,5). В то же время вопросы этиологии, патогенеза, диагностики и профилактики субклинического мастита супоросных свиноматок, выявляемого непосредственно во время родов и в первые часы после опороса, остаются малоизученными. 

Исследованиями установлено, что субклинический мастит во время и в первые часы после опороса регистрируется у 49,6-65,4%, в среднем  у 57,5% свиноматок с поражением от 1 до 7 долей молочной железы. Им поражается от 10,4 до 24,4 в среднем 19,2% функционирующих долей молочной железы опоросившихся свиноматок. У свиноматок, выбракованных по по причине гипо- и агалактии в первые сутки после опороса субклинический мастит выявляется у всех животных, с поражением от 3 до 8, в среднем 5,2 долей молочной железы.

В данной работе также представлены материалы по изучению морфологических и биохимических показателей крови свиноматок в разные сроки супоросности и значение нарушений обмена веществ в развитии послеродовых патологий, выяснению влияния субклинического мастита данной лактации, на последующую, а также определению морфологических изменений в молочной железе за 5-10 дней до опороса и во время родов.

Морфологические и биохимические исследования крови свиноматок проводились в соответствии с методическими указаниями по применению унифицированных биохимических методов исследований крови, мочи и молока в ветеринарных лабораториях.- М., 1981, а показатели перекисного окисления липидов и антиоксидантной защиты животных в соответствии с методическим пособием по изучению процессов перекисного окисления липидов и антиоксидантной защиты организма животных.- Воронеж, 1997. 
В первом опыте, при исследовании крови на 40-43 день супоросности установлено, что ряд гематологических и биохимических показателей находятся на достаточно высоком физиологическом уровне. Так, содержание эритроцитов составило 5,98(0,27 1012/л, лейкоцитов – 11,2(0,45 109/л, гемоглобина – 130,1(3,23 г/л, показатель гематокрита – 40,4(1,07%, концентрация глюкозы в крови составила – 2,47(0,007мМ/л. В ее сыворотке содержание общего белка составило 85,3(0,89 г/л, мочевины – 4,37(0,18 мМ/л, общих липидов – 2,74(0,18 г/л, кальция – 10,6(0,73 мг%, фосфора – 7,69(0,15 мг%, при их соотношении равном 1,38, что указывает на наличие остеодистрофических процессов. Это подтверждается и повышенной активностью щелочной фосфатазы, составляющей 1,32(0,16 мМ/л(ч. Активность аланинаминотрансферазы значительно повышена и составляет 1,39 мМ/л(ч, что может свидетельствовать о наличии дистрофических процессов в печени. Показатели микроэлементов оказались оптимальными и составили: меди – 88,46(6,51 мкг%, цинка – 329,43(19,6 мкг%, марганца – 19,53(1,73 мкг% и железа –  22,53(1,69 мкг%. 

Содержание продуктов пероксидного окисления липидов и антиоксидантной защиты составляет: конъюгированных диенов – 0,46(0,012 ед. опт.пл./мл, кетодиенов – 0,11(0,007 ед.опт.пл/мл, основание Шиффа – 0,089(0,04 ед.опт.пл/мл, глутатионпероксидазы – 19,8(0,68 мМ G-SH/л( мин, активность каталазы – 54,5(2,54 мкМ H2O2/л(мин. Содержание витамина А находится на нижней границе нормы и составило 20,9(2,71 мкг%, а уровень витамина Е является оптимальным – 0,38(0,02 мг%.

Результаты исследований крови свиноматок на 43 день супоросности свидетельствуют о наличии у них остеодистрофических процессов, характеризующиеся низким кальциево-фосфорным соотношением, равным 1,38:1, вместо 1,8-2,1:1, повышением активности щелочной фосфатазы в 1,65 раза к максимальному ее уровню, наличием дистрофических процессов в печени, повышением интенсивности пероксидного окисления липидов, особенно у свиноматок, у которых после родов развились метрит-мастит-агалактия и эндометрит, проявляющаяся повышением на 9,1% диеновых конъюгатов, на 35,4% - кетодиенов и на 17,1% - оснований Шиффа. 

К 100-103 дню супоросности показатели гематологического статуса остались на высоком физиологическом уровне. Большинство биохимических показателей: общий белок, мочевина, глюкоза также являя-ются оптимальными. Вместе с тем, кальциево-фосфорное отношение хотя и несколько повысилось до 1,57:1, но все еще остается недостаточным. К концу беременности повысилось содержание в крови меди, цинка, железа на 30-45%, витамина А в 1,76 раза, составив 38,5 мкг%, а уровень витамина Е остался оптимальным – 0,34(0,02 мг%, тогда как уровень марганца снизился и находился на нижней границе нормы.  К концу супоросности повысилась концентрация как первичных продуктов, так и малонового диальдегида, в среднем на 17,6-18,2%, причем у заболевших его концентрация была достоверно выше на 12,6%, в том числе метрит-мастит-агалактия – на 16,8%.

Результаты исследований свидетельствуют о том, что нарушение обмена веществ и повышенная активность перекисного окисления липидов и снижение показателей антиоксидантной защиты животных являются факторами предрасполагающими к развитию субклинического мастита у супоросных свиноматок, а также развитию у них послеродовых болезней.

Во втором опыте изучена роль субклинического мастита на состояние молочной железы в последующую лактацию. Опыт проведен на 12 свиноматках крупной белой породы с массой тела 170-230 кг с ранним отъемом поросят, обусловленного гипо-  и агалактией. С этой целью исследовано 135 проб молока после раннего отъема в связи с гипогалактией, а также 144 пробы молозива от этих же свиноматок в последующую лактацию. Секрет получали из всех функционирующих долей молочной железы в течение первого часа после раннего отъема поросят и в первые 4-6 часов после наступления последующего опороса этих же свиноматок. Количество соматических клеток (СК) в секрете молочной железы определяли на приборе «Фоссоматик». 

Установлено, что у свиноматок при раннем отъеме поросят нормально функционирующих долей молочной железы было 44,4%, условно-здоровых – 17% и пораженных субклиническим маститом – 38,6%. Количество соматических клеток в секрете этих долей соответственно составило 395,4(34,2 тыс./мл, 1438,9(49,1 и 5123,4(469,9 тыс./мл. В девяти долях молочной железы 4 свиноматок секреция молока прекратилась. 

При исследовании 144 проб молозива, взятых в последующую лактацию определено, что 79,85% долей молочной железы этих же свиноматок были нормально секретирующими, что в 1,8 раза больше, чем у свиноматок при раннем отъеме, количество долей пораженным субклиническим маститом составило 10,42%, что в 3,69 раза меньше, а также стало меньше условно-здоровых долей молочной железы – 9,73%.

Из нормально функционирующих долей молочной железы во время раннего отъема поросят в последующую лактацию 91,7% остались здоровыми, 6,64% – условно здоровыми и 1,66% долей, пораженные субклиническим маститом. Из условно здоровых долей молочной железы при раннем отъеме в последующем нормально функционирующими оказались 86,9% долей,  8,69% – были условно здоровыми и 4,35% были пораженными субклиническим маститом. Из долей, пораженных субклиническим маститом во время раннего отъема, в последующую лактацию 84,6% были нормально секретирующими, 8,01% – условно здоровыми и 7,69% долей – пораженными субклиническим маститом. Из 9 несекретировавших долей молочной железы при раннем отъеме, в последующую лакта​цию функционировали все доли. При этом 6 (66,7%) доли отнесены к нормально функционирующими и 3 (33,3%) – к пораженным субклиническим маститом. Исследования показали, что субклинический мастит имеет широкое распространение у свиноматок при раннем отъеме поро​сят (38,6%) и он не оказывает существенного влияния на состояние молочной железы в последующую лактацию.

Наличие субклинического мастита у свиноматок в конце супоросности подтверждено нами при проведении гистологических исследований тканей молочной железы у свиноматок в различные сроки супоросности. Установлено, что в норме молочная железа свиноматок на 105-114 день супоросности имеет железистую структуру с наличием альвеол, функционирующих лактоцитов, с четко выраженными ядрами и цитоплазмой. Полости альвеол содержат секрет с оксифильным окраской. Кроме функционирующих тканей имеются очаги с явлениями дистрофии и десквамацией железистого эпителия, с накоплением в полости альвеол лейкоцитов и ядер слущенного эпителия, то есть с наличием изменений свойственных субклиническому маститу. Эти изменения тканей молочной железы носят очаговый характер и прогрессируют к концу  супоросности.     

Результаты гистологических исследований свидетельствуют о наличии субклинического мастита в долях молочной железы свиноматок в конце супоросности и при опоросе, что является одной из непосредственных причин нарушений лактации у свиноматок. 

Литература. 1. Ringarp N. //Upsalana.- 1960.- 167p. 2. Михайлов Н. Н. // Ветеринария.- 1965.- №1.- С.78-79.  3. Мисайлов В. Д. // Республ. науч.- произв. конф. по профилактике бесплодия и болезней молочной железы с.-х. животных.- Казань, 1984.- С.49-50. 4. Сотников А. В.// Автореф. дисс. … канд. вет. наук.- Воронеж, 1985.- 25с. 5. Шумский Н. И. Автореф. дисс. … док. вет. наук.- Воронеж, 2002.- 50с.
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Развитие свободнорадикального (перекисного) окисления в тканях животных нарушает структуру мембран, снижает общую резистентность организма, создавая предпатологическое состояние. Снижение иммуноре-зистентности приводит к развитию инфекционных заболеваний. Средства диагностики и профилактики разработаны. Однако профилактика и терапия оказывается направленной на следствия, а не на первопричину заболевания.  Применение только специфических средств – вакцин и сывороток – чаще всего либо на время прекращает инфекционный процесс либо переводит его в хроническую форму, не затрагивая первопричины (1(. 

Основной причиной свободнорадикальных патологий в промыш-ленном птицеводстве является скармливание комбикормов с повышенными перекисными числами жира (2(. Однако, влияние данных свободнорадикальных патологий на специфический иммунитет и их роль в возникновении и развитии инфекций изучены недостаточно.

Целью наших исследований являлось изучение влияния скарм-ливания высокоокисленных жиров на иммуногенез и патогенез инфекционной бурсальной болезни птиц (модель) в экспериментальных условиях вивария института.

Материалы и методы. В опыте по изучению влияния переокисленных жиров корма на иммуногенез инфекционной бурсальной болезни в условиях вивария института было сформировано 2 группы цыплят-бройлеров в возрасте 3 суток по 25 голов в группе. Цыплята первой группы в течение 50 дней получали комбикорма с добавлением высокоокисленного рыбьего жира (перекисное число – 0,35-0,46 % йода). Цыплята второй группы получали комбикорм с нормальным жиром (перекисное число – 0,1- 0,15 % йода). Цыплят обеих групп в возрасте 15 суток проиммунизировали инактивированной эмульгированной вакциной против ИББ согласно Наставлению по применению. Через 21 день после иммунизации провели интраназальное заражение цыплят обеих групп референтным штаммом вируса инфекционной бурсальной болезни 50/70М в дозе 100 ЛД50/см3. В течение всего опыта велось ежедневное наблюдение за клиническим состоянием цыплят. Кровь для серологических, гематологических и биохимических исследований брали из подкрыльцовой вены в следующие возрастные сроки: 15 (фон), 25, 35 и 45 дней.

В опыте по изучению влияния переокисленных жиров корма на патогенез инфекционной бурсальной болезни было сформировано 2 группы цыплят в возрасте 5 суток по 10 голов в каждой группе. Первая группа цыплят получала комбикорм с повышенным перекисным числом жира. Вторая группа кормилась нормальным комбикормом. 
Цыплят обеих групп в возрасте 30 суток заразили референтным штаммом 52/70М вируса инфекционной бурсальной болезни в дозе 100 ЛД50/см3  интраназально. За цыплятами вели ежедневное наблюдение с учетом клинического состояния.

Результаты и обсуждение. Отмечено достоверное повышение концентрации малонового диальдегида (МДА) – одного из конечных продуктов перекисного окисления липидов в крови цыплят первой группы через 10 дней после иммунизации. При этом, во второй группе цыплят концентрация МДА оставалась на том же уровне (табл.1). 

Таблица 1

Концентрация МДА в сыворотке крови цыплят, мкмоль/л

	Группа
	Возраст цыплят, сутки

	
	15(фон)
	25
	35
	45

	1
	8,41 ( 0,598
	17,18 ( 0,427*
	12,74( 0,674*
	12,48( 0,457*

	2
	6,58 ( 0,543
	6,75 ( 0,135
	6,5 ( 0,654
	5,47 ( 0,219


    ( - Р(0,05 

Этот факт свидетельствует о потенцирующем влиянии иммунизации на развитие свободнорадикальной патологии, вызванной высокоокисленными жирами. Хотя, при исследовании концентрации МДА в более поздние сроки после иммунизации она снижалась в обеих группах, однако, оставалась на более высоком уровне в первой группе. 

Среднегеометрические титры антител к вирусу ИББ в РДП через 20 суток после иммунизации инактивированной вакциной были в 2 раза выше во второй группе, что свидетельствует о негативном влиянии свободно-радикального окисления на формирование поствакцинального иммунитета (табл.2).

Таблица 2

Среднегеометрические титры антител к вирусу ИББ в РДП

	Группа
	Возраст цыплят, сутки

	
	15(фон)
	35
	45

	1
	0
	1,6 log2
	1,6 log2

	2
	0
	3,0 log2
	2,8 log2


Через 10 дней после заражения цыплят обеих групп повышение титров не отмечено. Характерные клинические признаки ИББ наблюдались у 4 цыплят из 10 зараженных в первой группе. При этом один цыпленок погиб. Патологоанатомическое вскрытие павшего цыпленка и вынужденно убитых цыплят подтвердило диагноз ИББ. Последнее, также свидетельствует о слабой напряженности иммунитета в первой группе, получавшей высокоокисленные животные жиры. 

В опыте по изучению патогенеза  на третий день после заражения были отмечены характерные клинические признаки ИББ у 9 особей первой группы и 5 особей второй группы. На четвертый день 6 особей в первой группе пали. Во второй группе пал 1 цыпленок. Остальные цыплята в обеих группах выздоровели на 10-й день после заражения. При этом, у выздоровевших цыплят первой группы были более низкие титры антител в РДП. 

Выводы. 1. Иммунизация инактивированной вакциной против ИББ повышает концентрацию МДА в сыворотке крови птиц. 2. Скармливание высокоокисленных жиров птице вызывает снижение уровня поствакцинальных антител к вирусу ИББ, и, как следствие, снижает иммуногенность вакцины против ИББ. 3. Скармливание высокоокисленных жиров птице вызывает снижение резистентности птицы к экспериментальному заражению птицы вирусом ИББ.

Литература. 1. Журавлев А.И. // Актуальные проблемы ветери-нарной и зоотехнической науки в интенсификации животноводства: Мат. конф.- М.- 1990.- С.11-12. 2. Шемет Р.С. Методические рекомендации по диагностике и профилактике токсической дистрофии птиц.- М.: ГУВ МСХ СССР, 1984.- 8 с.
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In article is stated results of investigation of influence of foods with high content of per oxidized lipids on immunogenesis and pathogenesis infectious bursal disease in experimental condition.
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Среди множества проблем ветеринарного акушерства наиболее актуальной  продолжает оставаться проблема патологии беременности, родов и послеродового периода у высокопродуктивных коров (А.Г.Нежданов, 1985-1999; В.П.Иноземцев, 1999; А.Ф.Колчина, 2000; И.Г. Конопельцев, 2004 и др.), во многом связанная с расстройством метаболических процессов в организме животных.

Научные исследования последних десятилетий свидетельствуют о том, что в обеспечении нормального функционирования различных физиологических систем и в патогенезе многих заболеваний ведущая роль принадлежит интенсивности течения процессов свободнорадикального окисления липидов (А.И. Журавлев, 1982; Ю.Н. Кожевников, 1985; М.И. Рецкий, 1997; А.Ф. Колчина, 2000 и др.), с которыми непосредственно связаны окислительное фосфорилирование, регуляция проницаемости биомембран, синтез простагландинов и стероидов, функционирование многих ферментных систем (О.С. Белоновская, 1993; Ю.П. Вдовиченко, 1991).

Поддержание процессов пероксидации липидов (ПОЛ) на стационарно физиологическом уровне, осуществляется системой антиоксидантной защиты (АОЗ), обеспечивающей утилизацию избыточных количеств продуктов перекисного окисления липидов и нормальное течение окислительных процессов.

Показано (А.Ф. Колчина, 1996-2000; М.И. Рецкий, 1996-1997; А.Г.  Нежданов и др., 2001; M. Naziroglu, S. Gur, 2000 и др.), что наиболее заметные изменения в содержании в крови продууктов ПОЛ и в состоянии отдельных звеньев АОЗ у коров выявляются в период сухостоя и после родов.

Поэтому основной задачей наших исследований было изучение процессов пероксидации липидов и состояния отдельных звеньев системы антиоксидантной защиты у коров красно-пестрой породы со среднегодовой молочной продуктивностью 6-6,5 тыс. кг на завершающем этапе беременности и в динамике послеродового периода как при нормальном, так и при патологическом их течении, а также при назначении биологически активных тканевых препаратов.

Материал и методы. Под наблюдением находились 154 коровы. Кровь для исследований брали из яремной вены за два месяца (n=14), один месяц (n=18), две недели (n=43), одна неделя (n=28) до родов и спустя одну (n=32), две (n=48), три (n=26), четыре и более (n=64) недель после родов. 
В цельной крови и сыворотке определяли содержание малонового диальдегида, активность каталазы, глутатионредуктазы, ферроксидазную активность церулоплазмина, содержание витамина Е и каротина (В.С. Бузлама с соавт., 1997). Одновременно учитывали общее клиническое состояние, характер течения родов, послеродовых  инволюционных процессов в половых органах и сроки их завершения. Исходя из этих данных, был проведен сравнительный ретроспективный анализ интенсивности течения процессов ПОЛ и состояния системы АОЗ у коров с нормальным течением родов и послеродового периода (n=83) и с акушерской патологией (задержание последа, субинволюция матки, катарально-гнойный эндометрит, n=71).

Для оценки влияния тканевого препарата «ПАН» (плацента активное начало) на процессы пероксидации липидов и состояние системы АОЗ в опыте использовано 44 коровы, из которых 30 трижды (за один месяц, пятнадцать дней до отела и в день отела) парентерально вводили препарат по 20 мл, а 14 коров служили контролем. 
Кровь для биохимических исследований получали от всех животных за один месяц (исходный фон), за пять-семь дней до предполагаемых родов, через две недели и один месяц после них.

Результаты и обсуждение. В результате проведенных исследований установлено, что с приближением срока предполагаемого отела содержание в крови интегрального показателя пероксидации липидов – малонового диальдегида постепенно увеличивается с 1,03(0,06 мкМ/л до 1,20(0,03 мкМ/л или на 16,5% (р(0,05), а это свидетельствует об усилении стрессового  состояния животных и напряжении метаболических процессов в организме коров в предродовой период. Одновременно снижается мощность как ферментативного, так и неферментативного звеньев антиоксидантной системы.

Так, концентрация витамина Е снижалась к этому сроку с 32,4(2,40 до 21,4(1,92 мкМ/л или на 33,9% (р(0,001), каротина с 4,83(0,98 до 3,98(0,91 мкМ/л или на 24,2%, активность каталазы с 35,8(0,99 до 32,4(0,58 мкМ Н2О2/л(мин(103 или на 9,5% (р(0,01), глутатионредуктазы с 429,5(13,99 до 414,2(11,22 мкМ G-SS-G/л(мин или на 3,6%, а фероксидазная активность церулоплазмина с 329,2(11,04 до 278,3(8,72 мкМ бензохинона/л(мин или на 24,2% (р(0,01). Это связано, по-видимому, с повышенным их расходом на утилизацию избыточных количеств продуктов перекисного окисления липидов.

Повышение содержания в крови вторичных продуктов пероксидации липидов наблюдается на протяжении трех недель послеродового периода, когда концентрация малонового диальдегида удерживается в пределах 1,27(0,04 - 1,21(0,03 мкМ/л. Дальнейшее их накопление, вероятно, сдерживается за счет активизации ферроксидазной активности церулоплазмина (325,6(12,01 – 302,8(15,22 мкМ бензохинона/л(мин). Однако данный процесс сопровождается пониженным содержанием в крови витамина Е (16,3( 1,20 – 17,8(2,40 мкМ/л), каротина (3,40(1,01 – 3,52(0,39 мкМ/л), активности каталазы (26,1(1,76 – 29,4(0,88 мкМ Н2О2/л(мин(103), глутатионредуктазы (394,6(10,98 – 371,2(11,05 мкМ G-SS-G/л(мин).

К периоду завершения инволюционных процессов в половых органах отмечено снижение активности процессов пероксидации липидов на 7,9% (концентрация малонового диальдегида составила 1,17(0,06 мкМ/л) и повышение функциональной мощности системы АОЗ, что сопровождалось увеличением концентрации в крови витамина Е на 28,2%, каротина на 12,2%, активности каталазы на 25,3% и глутатионредуктазы на 8,6%.

Анализ состояния системы ПОЛ-АОЗ у коров с нормальным течением послеродового периода и у животных с акушерской патологией показал, что уже за два месяца до отела у последних выявляется пониженная мощность как неферментативного, так и ферментативного звеньев системы АОЗ. Об этом свидетельствуют более низкие показатели в крови всех биоантиоксидантов: витамина Е – на 3,9-23,2% (32,4(2,40 – 25,9(2,16 против 31,9(1,68 мкМ/л), каротина – на 17,8-32,2% (4,22(0,94 – 3,76(0,08 против 4,97(0,87 мкМ/л), активности каталазы – на 5,7-10,1% (34,9(2,15 – 33,5(0,65 против 36,9(4,08 мкМ Н2О2/л(мин(103), глутатионредуктазы – на 2,3-5,5% (430,1( 18,88 – 417,3(13,13 против 440,2(10,06 мкМ G-SS-G/л(мин), церулоплазми-на – на 3,9-5,7% (305,6(15,65 – 300,2(10,41 против 317,4(12,41 мкМ бензохинона/л(мин).

Следствием сниженного функционального состояния систем, контролирующих интенсивность течения процессов ПОЛ, является более высокое содержание в крови малонового диальдегида (0,90(0,05 – 1,04(0,03 против 0,74(0,02 мкМ/л).

За неделю до родов отмечено повышение содержания в крови малонового диальдегида у всех животных на 8,6-25,7% при сохранении достоверной разницы (р(0,05) между здоровыми и больными животными. Одновременно зарегистрировано снижение функционального потенциала системы АОЗ.

Предродовая стрессовая активация процессов ПОЛ и существенные изменения в функциональном состоянии системы АОЗ захватывают и послеродовой период. Так, через неделю после родов у здоровых животных содержание в крови малонового диальдегида в сравнении с предродовым периодом повысилось на 10,8% и у заболевших – на 12,1-5,1%. При этом, показатели у последних превышали показатель здоровых животных на 6,8-26,2%.

Изменения в системе АОЗ проявлялись снижением содержания в крови витамина Е у здоровых коров на 40% и у заболевших – на 8,7-38,2%, каротина соответсвенно на 12,5% и 5,7-18,1%, активности каталазы на 11,2% и 1,7-14,1%, глутатионредуктазы на 6,5% и 4,3-13,4%. Что же касается ферроксидазной активности церулоплазмина, то у животных с акушерской патологией выявляется некоторая тенденция к ее снижению, а у коров с нормальным течением послеродового периода, наоборот, отмечено ее увеличение на 12,7% (с 284,3(11,08 до 320,3(10,56 мкМ бензохинона/л(мин, р(0,05). Это, вероятно, позволяет адекватно контролировать активность процессов ПОЛ и предупреждать развитие патологического процесса.

С завершением послеродовой инволюции половых органов в крови здоровых животных значительно возрастает мощность всех контролируемы показателей АОЗ и снижается содержание вторичных продуктов ПОЛ на 21,2% (р(0,001). 
У коров с патологией родов в этот период содержание малонового диальдегида в крови превышает таковое здоровых животных на 41,2-56,5% (1,20(0,03 – 1,33(0,08 против 0,85(0,04 мкМ/л, р(0,001). Для них характерными остаются более низкие показатели содержания и активности биоантиоксидантов: витамина Е (16,3(1,44 – 23,3(1,68 против 28,1(2,4 мкМ/л у здоровых животных), каротина (3,48(0,22 – 3,68(0,10 против 4,16(0,42 мкМ/л), активности каталазы (28,6(0,81 – 31,1(1,76 против 35,8(3,54 мкМ Н2О2/л(мин(103), глутатионредуктазы (379,1(11,46 – 383,9(13,77 против 407,5(10,97 мкМ G-SS-G/л(мин) и церулоплазмина (289,5(11,64 – 315,3(19,83 против 318,6(11,08 мкМ бензохинона/л(мин).

Таким образом, у коров завершение беременности и приближение родов сопровождается нарастанием напряженности в метаболических процессах, активизацией ПОЛ и изменениями функционального состояния системы АОЗ организма. 
Ранний послеродовой период у коров характеризуется дальнейшей активизацией пероксидации липидов и снижением мощности системы АОЗ. в конце послеродового периода отмечается стабилизация этих процессов. 

У коров с риском развития акушерской патологии уже за два месяца до родов отмечается тенденция к снижению функционального потенциала системы АОЗ и накоплению продуктов ПОЛ. Акушерская патология во время и после родов развивается на фоне высокой интенсивности свободнорадикального окисления липидов и пониженной активности в системе АОЗ.

Выявленные различия в системе ПОЛ-АОЗ у коров с нормальным и патологическим течением послеродового периода свидетельствуют о том, что в исходном звене этиологии и патогенеза болезней беременных, осложнений родов и послеродового периода лежит функциональная недостаточность системы АОЗ, сопровождающаяся накоплением токсических продуктов пероксидации липидов и метаболическими нарушениями в организме животных. 

По показателям содержания в крови беременных коров продуктов ПОЛ (малонового диальдегида) и ферроксидазной активности церулоплазмина можно судить о риске развития  акушерской патологии.

При назначении животным биологически активного препарата «ПАН» отмечена активизация антиоксидантной системы организма коров. Так, содержание в крови подопытных животных витамина Е в сравнении с контрольными животными было выше на 26,9% (30,2(2,40 против 23,8(1,88 мкМ/л), активность каталазы – на 11,3% (30,6(2,73 против 27,5( 1,84 мкМ Н2О2/л(мин(103), церулоплазмина – на 18,1% (399,6(22,90 против 338,4(24,10 мкМ бензохинона/л(мин). Эти процессы сопровождаются снижением концентрации малонового диальдегида на 6,7%.

Следовательно, применение препарата «ПАН» в период сухостоя способствует стабилизации процесса пероксидного окисления липидов за счет более активного функционирования различных звеньев системы антиоксидантной защиты организма, что в конечном итоге приводит к сокращению сроков адаптации животных после родового стресса и снижению риска возникновения послеродовой акушерской патологии.
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At the cows with risk of development obstetrics pathology two months prior to labor the tendency to decrease of functional potential of antioxidant system and accumulation of products lipid peroxidation is marked. The obstetrics pathology in time and after labor develops on a background of high intensity of free-radicals lipid oxidation and lowered activity in antioxidant system. The application of a preparation "PAN" up to labor promotes stabilization of lipid peroxidation for the account of more active functioning of various parts of antioxidant protection system, that at the end results in reduction of terms of adaptation of animals after labor stress and decrease of risk of occurrence of the postlabor pathology.
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Проблема регуляции метаболизма с целью последующей коррекции патологических изменений в организме на молекулярном уровне требует изучения биохимических путей формирования патологической картины и определения особенностей функционирования ключевых ферментных систем животногно организма. 
Известно, что формирования состояния окислительного стресса в организме (1,2) происходит в результате чрезмерно высокого уровня ПОЛ или недостаточной эффективности работы антиоксидантних  систем. Развитие синдрома окислительного стресса у сельскохозяйственных животных отмечено при различных патологических состояниях как инфекционного (3), так и неинфекционного генеза (4).

Целью исследования было изучение состояния окислительно-антиок-сидантного гомеостаза организма продуктивных животных при токсикоинфекции. 

Материал и методы. Модель эндотоксемии - острую форму сальмонеллеза -  вызвали путем интраорального введения суспензии суточной культуры Salmonella cholerae suis № 370 поросятам 45-50-дневного возраста в дозе 500 млрд. микроорганизмов на голову. Исследования проводили на 3-4 день после заражения. 

В эритроцитах определяли  активность перекисного окислення липидов по накоплению ТБК-активных метаболитов по Романовой, Стальной (1977) в нашей модификации (5),  которая позволяет проводить определение продуктов ПОЛ в микрообъемах биопроб. Маркером антирадикальной резистентности мембранных структур организма служил показатель ПРЭ (Бенисович, Идельсон, 1973). 

Состояние антирадикальной защиты в крови животных оценивали по активности супероксиддисмутазы, используя  НСТ- тест  (6) , а также по активности каталазы. Отмечались также клинические признаки заболевания у зараженных животных.

Результаты и обсуждение. Установлено, что  концентрация  конечного метаболита  перекисного окислення липидов -  малонового диальдегида (МДА) -  у больных животных  значительно повышена по сравнению с этим показателем у клинически здоровых животных (таблица). 

Таблица 

Показатели ПОЛ и антиоксидантной системы в мембранах
 эритроцитов клинически здоровых и больных  животных

	Показатели
	Контроль

n = 7
	Опыт

n = 9

	Малоновый диальдегид, нмоль/мл эритроцитов
	45,5 ( 2,5
	125,6 ( 10,5*

	Перекисная резистентность эритроцитов, %
	60,0 ( 3,5
	33,8 ( 2,2*

	Супероксиддисмутаза, усл.ед.  активности
	245,0 ( 15,5
	280,5 ( 18,0

	Каталаза, 
усл ед. активности
	1,15  ( 0,10
	1,45 ( 0,05*


*- P<0,05-0,001

Чтобы выявить, как свободнорадикальное окисление, которое активируется интоксикацией инфекционного генеза, влияет на состояние мембранных структур организма, определяли показатель перекисной резистентности эритроцитов (ПРЭ). Было выявлено, что устойчивость эритроцитарной мембраны к перекисной деструкции снижается более чем на 40 % вследствие значительного накопления токсических метаболитов ПОЛ, что свидетельствует о нарушениях ультраструктуры мембран эритроцитов животного организма и соответствует изменениям липидного и жирнокислотного состава мембран больных животных  (Бродін, 1993; Попова, 1994). 
Отметим также, что между клиническими проявлениями патологического процесса и интенсивностью процессов ПОЛ была выявлена прямая зависимость.

Как было нами установлено, при экспериментальном сальмонеллезе у поросят повышение интенсивности реакций ПОЛ происходит одновременно с нарушениями в системе его регуляции. Известно, что антиоксидантная система в организме регулирует как спонтанное, так и индуцированное  различными агентами свободнорадикальное окисление липидов.  При экспериментальном сальмонеллезе нами были установлены  значительные изменения активности ферментов, которые катализируют обезвреживание продуктов свободнорадикальных реакций, а именно: супероксиддисмутазы, катализирующей обрыв цепей кислородозависимых свободнорадикальных реакций и каталазы,  расщепляющей перекись водорода.   


Анализ результатов исследования проб крови поросят с экспериментальным сальмонеллезом показывает, что дисбаланс в системе регуляции ПОЛ выглядит следующим образом. 
С одной стороны, не был установлен факт ингибирования активности супероксиддисмутазы, что может быть обусловлено тем, что совокупность клинических, бактериологических и  иммунологических  проявлений заболевания неявна тогда, когда произошла адаптивная активация ключового фермента антиоксидантной защиты.  
С другой стороны, повышение активности антирадикальных  ферментов наблюдается на фоне резкого увеличения  содержания  конечного метаболита  перекисного окислення липидов - малонового диальдегида. Это свидетельствует о том, что мощности антирадикальной ферментной системы даже при условии активации супероксиддисмутазы, которая является т.н. “критическим” ферментом, недостаточна для обеспечения окислительно-анти-оксидантного гомеостаза. 
Известно, что в клетке существует прямая  коррелятивная связь между активностью СОД и уровнем пероксидации липидов, которая может трактоваться как адаптивный механизм, направленный на защиту клеточных структур от повреждающего действия токсичных метаболитов ПОЛ (Tyler, 1975; Шаталина, 1988). При разных формах патологии может происходить инверсия коррелятивных связей. 
Активация ПОЛ происходит в тех случаях, когда чрезмерная генерация активных форм кислорода превышает физиологические возможности антиоксидантних систем, или когда возникает первичная антиоксидантная недостаточность (дефицит витамина Е, каротиноидов, селена). Это позволяет объяснить наши результаты, которые согласуются с данными, полученными на экспериментальных животных при данной патологии (Турьянов, 1987; Оконенко, 1988 Jagi, 1990). Поскольку компенсационная активация СОД в крови инфицированных животных проходит  на фоне повышения уровня метаболитов ПОЛ более, чем в два раза, можно говорить о недостатке антиокислителей неферментной природы.

Учитывая сопряженность повышенного содержания токсичных продуктов свободнорадикальных процессов в крови и наличия состояния иммуносупрессии, перспективным представляется изучение возможности использования препаратов, нормализующих параметры липидной фазы мембран. Можно предположить, что препарат -  стабилизатор структурной организации клеточных мембран - даст возможность ускорить и  оптимизировать специфическую терапию. Возможно, что подобным препаратом может стать Антоксан - иммунокорректор с антиоксидантным действием, который разработан в Институте ветеринарной медицины (Киев) совместно с Институтом биологии животных (Львов) (7,8). 



Выводы. 1.Установлено, что уже на ранних стадиях развития сальмонеллеза у поросят клинические проявления заболевания наблюдаются на фоне значительной активации  ПОЛ в эритроцитах. 2. Существенное повышение содержания продуктов липопероксидации в крови животных при интоксикации  инфекционного генеза детерминирует нарушения мембранных структур и определяет степень тяжести клинических проявлений заболевания. 3. Изменения в  процессах липопероксидации при токсикоинфекции требуют соответствующей метаболической коррекции.
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The lipoperoxidation and antioxidant protection level in erythrocytes  of healthy piglets and piglets suffering from gastroenteritis has been determined in the present work.
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В настоящее время на долю акушерско-гинекологических заболеваний маточного поголовья крупного рогатого скота приходится до 50% общей заболеваемости. В первую очередь это связано с широким распространением субинволюции матки, эндометритов и заболеваний молочной железы у животных на специализированных фермах и межхозяйственных предприятиях. Так, по данным ряда авторов за 1998-2002 года послеродовые патологии составляют до 80% общей гинекологической патологии у коров. Общая заболеваемость маточного поголовья субинволюцией продуктивных животных  по отношению к общему поголовью составляет 40-60%, при этом встречается практически повсеместно. В настоящее время не вызывает сомнений, что неотъемлемым и неспецифическим звеном в развитии стресс-синдрома, дезадаптации и возникновения акушерско-гинекологической патологии является активация процессов перекисного (свободнорадикального) окисления липидов и нарушение функционального состояния стресс-лимитирующей системы антиоксидантной системы (НеждановА.Г., 1991; Бузлама В.С.,1995; Мисайлов В.Д. и др., 2000).

В процессе пероксидного окисления липидов образуется большое количество токсических продуктов (МДА, гексаналь, ацетон, кетоны и др.), которые приводят к лизису клеток, нарушению митоза, инактивируют ферменты. В результате избыточной активации ПОЛ повреждается структура биологических мембран и повышается их проницаемость. Все это приводит к нарушению гомеостаза клеток и, в конечном итоге, к их гибели (Рецкий М.И., 1997; Абрамченко В.В., 2001).

Материал и методы. Исследования проведены на 4-х группах коров в ФГУ ППЗ «Кировский» Воронежской области: клинически здоровые, с острой, подострой и хронической субинволюцией матки. Разделение животных по группам и анализ изменений в системе ПОЛ-АОЗ у коров проводился ретроспективно на основании акушерско-гинекологических исследований проведенных посте отела.

Биохимические исследования крови коров проводили на 7-10 й день после отела у всех групп по показателям, характеризующим интенсивность процессов перекисного окисления и состояния системы антиоксидантной зашиты организма.

Для оценки интенсивности течения процессов перекисного окисления липидов и состояния системы антиоксидантной защиты организма определяли: содержание в крови коньюгированных диенов и кетодиенов, малонового диальдегида, активность каталазы, глутатионпероксидазы и глутатионредуктазы (Бузлама В.С. и др.,1997).

 Все данные были подвергнуты математической обработке с оценкой достоверности различий при Р(0,05 с использованием прикладной программы «Statistica 6.0» на РС «Pentium 2000».

Результаты исследований. Установлено, что у коров с субинволюцией матки, независимо от характера течения, на 7-10 день после отела была повышена интенсивность пероксидации липидов, о чем свидетельствовало увеличение накопления в организме всех типов молекулярных продуктов ПОЛ (таблица). 

Таблица
Интенсивность процессов ПОЛ и состояние системы АОЗ у коров при различных формах проявления субинволюции матки

	Показатели
	Здоровые коровы
	Форма течения субинволюции матки

	
	
	Острая
	Подострая
	Хроническая

	МДА, мкМ/л
	1,00±0,277
	1,60±0,088*
	1,39±​0,084
	1,53±0,071

	ДК, ед.оп.пл./мл
	0,31±0,013
	0,34±0,019
	0,34±0,021
	1,030±0,09

	КД, ед.оп.пл. /мл
	0,108±0,008
	0,15±0,024*
	0,12±0,012*
	0,206±0,001​

	ГПО, мМ вг/л(мин
	14,1±0,40
	12,68±0,595
	10,32±0,387*
	12,03±0,667

	ГР, мкМ ог /л(мин
	234±12,6
	364,8±22,92*
	364,2±16,88*
	327,1±22,35

	КАТ, мМ Н2О2/л(мин
	33,9±1,8
	55,59±1,32*
	52,94±0,989*
	52,80±0,930

	Витамин Е, мг%
	0,79±0,205
	0,36±0,042*
	0,63±0,053
	0,76±0,046

	Витамин А, мкг%
	47,6±725
	18,1±2,43*
	37,2±5,105
	40,1±3,521

	Каротин, мкг%
	155,0±12,9
	106,9±11,1
	152,4±19,1
	153,3±19,4


Установлено, что субинволюция матки у коров сопровождается достоверной активацией процессов ПОЛ, о чем свидетельствует увеличение концентрации МДА у коров с острой субинволюцией матки на 60%, с подострой субинволюцией – на 36% и с хронической- на 53% ; увеличение ДК - на 9%, 9%, 232,5% и КД на 38,8%, 11,1%, 90,7% соответственно. 

Активация свободнорадикальных процессов  сопровождалась значительными изменениями в активности ферментативного звена антиоксидантной системы организма. Так, активность глутатион-пероксидазы при субинволюции различной степени тяжести снижалась в среднем на 10-26% на фоне выраженной активации глутатионредуктазы на 39-60% и каталазы на 54-68%. Такие изменения свидетельствуют о субстратной индукции ферментов антиоксидантной защиты, с одной стороны и начальной степени истощения ферментативного звена АОС при субинволюции с другой, о чем говорит снижение активности ГПО. В целом, различное клиническое проявление субинволюции отличалось сходными изменениями в интенсивности ПОЛ и активности ферментного звена АОС, что свидетельствует об идентичности патогенетических изменений в системе ПОЛ-АОЗ при развития различных форм проявления данной патологии. Недостаточная эффективность разложение перекисей глутатионпероксидазой в конце опыта связано, вероятно, с недостаточным уровнем восстановленного глутатиона. За счет этого у коров всех групп статистически достоверно повышена активность глутатионредуктазы для восстановления оптимального пула восстановленного глутатиона. Увеличению интенсивности ПОЛ так же способствовало снижение уровня в организме эндогенных биоантиоксидантов. Так, концентрация витамина Е в организме коров с острой субинволюцией матки была достоверно ниже, чем у здоровых животных на 35,5%. Концентрация витамина Е в крови коров с подострой и хронической субинволюцией имела тенденцию к снижению на 20,3 и 16,5% соответственно. Витамин А в крови коров с острой субинволюцией был ниже на 62,0% по сравнению со здоровыми животными, а при подострой и хронической субинволюции данный показатель имел лишь тенденцию к снижению (табл.1). Концентрация каротина в крови коров с субинволюцией матки была также несколько ниже, чем у здоровых коров. Снижение уровня витаминов Е и А в крови коров с субинволюцией матки свидетельствует об истощении неферментативного звена АОС защиты с одной стороны, и с повышенным расходованием и метаболизмом данных витаминов в период родов и в послеродовой период. 

Таким образом, субинволюция матки у коров, независимо от формы проявления, сопровождается нарушением сбалансированности в системе ПОЛ-АОЗ, что приводит к избыточной активации процессов свободнорадикального окисления, истощению антиоксидантной системы и является одним из факторов патогенеза данной патологии. 
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There had been made a research of lipid  peroxidation and antioxidant status  of cows with  uterine  subinvolution. As a result, growth of lipid peroxidation  intensity and increase of all types molecule products of  lipid peroxidation in organism was found.
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Альфа-токоферол (витамин Е) благодаря своим антиоксидантным свойствам защищает клетки от окислительного стресса. Предполагается, что он способен коррегировать неблагоприятные изменения в организме птиц при тепловом стрессе. Витамин Е понижает концентрацию внутриклеточного кальция, который вызывает усиленный выход креатинкиназы из клетки в плазму. Согласно исследованиям авторов, работающих в этой области, повышенная концентрация креатинкиназы является одной из причин отрицательных последствий теплового стресса (Ruckebrusch et. al., 1991; Sahin, Kucuk, 1999; Surai, Dvorska, 2000).

Исследования Whitehead et.al. (1994) подкрепляют предположение о том, что альфа-токоферол в качестве антиоксиданта может быть использован для защиты кур от температурного стресса. Данные показывают, что различные дозы витамина Е уменьшают пропускательную способность клеточной мембраны и подавляют выход внутриклеточного кальция, что отрицaтельно влияет на клеточный метаболизм. При действии высоких температур поддерживающий метаболизм уменьшается на 25-30% в сравнение с основным нормальным метаболизмом (Ruckebrusch et. al., 1991). Наиболее сильно действие высоких доз витамина Е отмечено у кур брой-лерного и общего направления во время стресса при транспортировании птиц (Williams, A. D., 1995). Использование повышенного содержания альфа-токоферола в рационе кур, кроме известного влияния на репродуктивные показатели (Romboli et al., 2000), влияет значительно и на их толерантность к стрессу.

Цель настоящего исследования – установить влияние высоких доз витамина Е, включенного в рацион в периоды, предшествующие высоким и низким температурам, на некоторые репродуктивные  и продуктивные показатели кур.

Материал и методы. Опыты проведены с птицами популяций, селекционированных в Экспериментальной базе птицеводства Института животноводных наук – Костинброд. Исследованы следующие популяции: Родайланд, Белый Плимутрок-мини и Лабел. Для каждой популяции были сформированы контрольная и опытная группы. Дополнительное включение витамина Е в рацион в продолжении 14 дней осуществлялось двукратно: в  8 и 18 недельном возрасте. Это проводилось в июне и в октябре, т.е. в периоды, предшествующие высоким летним и низким зимним температурам. Птицы содержались в одинаковых микроклиматических условиях, с одинаковым рационом для контрольных и опытных групп в соответствии с возрастными потребностями птиц.

Исследованы следующие продуктивные и репродуктивные показатели (Давтян,1987; Курбатов,1987): живой вес в граммах в 8 и 18 недельном возрасте; яйценоскость в процентах – еженедельно; объем эякулята в мл и подвижность сперматозоидов в баллах. Сперму получали массажным методом по Burrows and Quin (1938). Данные обработаны статистически по методу Стьюдента.

Результаты и обсуждение. Полученные данные относительно живого веса показывают, что куры и петухи линии Родайланд в опытной группе в 8 недельном возрасте на 12 грамм тяжелее птиц контрольной группы. В 18- недельном возрасте наблюдается аналогичная закономерность, однако, эти различия статистически не достоверны.
Живой вес кур и петухов линии Белый Плимутрок-мини в опытных группах  и в 8-недельном и 18-недельном возрасте выше, чем в контрольных группах примерно на 29 грамм. У птиц линии Лабел наблюдаются половые различия в разнице живого веса при общей тенденции более высокого живого веса в опытных группах  обоих возрастов. В 8-недельном возрасте куры опытной группы на 68 грамм тяжелее контрольных, а петухи только на 45 грамм. На 18 неделе сохраняется такая же тенденция: куры опытной группы на 39 грамм, а петухи на 25 грамм тяжелее контрольных.

Анализ данных показывает, что птицы получавшие альфа-токоферол в целом имеют более высокий живой вес, причем наиболее значительный прирост отмечается у тех линий птиц, чей более высокий живой вес заложен генетически.

Интересные закономерности наблюдаются и в отношение яйценоскости. В начальный период до 30 недели куры линии Родайланд опытной и контрольной групп не имеют статистических различий по этому признаку. После 30 недели куры опытной группы имеют яйценоскость на 2-4% выше, чем куры контрольной группы  и эта тенденция сохраняется до конца опытного периода (50-я неделя).

У кур линии Белый Плимутрок-мини до 24 недели опытная и контрольная группа имеют одинаковую яйценоскость. К 38 неделе яйценоскость птиц опытной группы на 4,62% выше, чем в контрольной. После этого разница уменьшается до 2,5% и эта тенденция сохраняется до конца периода использования птиц.

Птицы линии Лабел показывают аналогичную закономерность. После 34 недельного возраста яйценоскость кур опытной группы становится на 4 % выше, чем в контроле. Между 46 и 50 неделями эти различия уменьшаются до 1,5-2,5%.

Эти данные позволяют сделать вывод о том, что птицы всех генетических  линий, получавшие повышенную дозу витамина Е  сохраняют более высокую яйценоскость в сравнение с контрольными птицами. Наиболее значительна эта разница в период пика яйценоскости.

Изучалось и влияние добавки витамина Е к основному рациону на репродуктивные показатели петухов тех же генетических линий. В качестве количественного признака оценивался объем эякулята, в качестве качественного – подвижность сперматозоидов. Прослеживалась возрастая динамика этих показателей как в опытной, так и в контрольной группах.

У петухов пород Родайланд и Плимутрок белый–мини наблюдается одинаковая тенденция увеличения объема эякулята с возрастом до 42 недели и в контрольной, и в опытной группах. Однако величина этого показателя у опытных птиц хотя и незначительно, но выше. После 42-ой недели до конца опыта показатель объема эякулята в контрольных группах снижается, а в опытных сохраняет свои более высокие значения (0,40 мл против 0,35 мл в контроле у Плимутрока и 0,37 мл против 0,32 мл в контроле у Родайланда). У петухов породы Лабел объем эякулята более высок в сравнение с двумя другими породами. Этот показатель увеличивается с возрастом до конца опытного периода. У петухов, получавших альфа-токоферол дополнительно этот показатель в среднем на 0,10 мл выше, чем в контрольной группе (0,58 мл против 0,46 мл в контроле на 50 неделе). Подвижность сперматозоидов у петухов опытных групп  всех пород хотя и не достоверно, но выше на 0,2-0,8 балла, чем в контрольных группах. 
Полученные данные показывают определенный положительный эффект от добавки более высокой дозы витамина Е на проконтролированные показатели эякулята петухов трех исследуемых пород.

Выводы. На основе анализа результатов о положительном влияние дополнительной дозы витамина Е на показатель живого веса, яйценоскости и качество спермы в течение всего опытного периода у всех линий птиц, можно сделать вывод, что добавка 500мг альфа-токоферола на кг фуража в рацион  в периоды, предшествующие резким температурным перепадам, предотвращает негативное влияние температурного стресса на продуктивные и репродуктивные показатели птиц.

Литература. 1. Давтян А.Д.// Бюлл. ВНИИТОИСХ (Москва), 1987, p. 29. 2. Курбатов А.//Искусственное осеменение птицы: Агропромиздат, М., 1987. 3. Burrows N. H., Quin J. R.// Poult. Sci., 1938, 16, p.19-24. 4. Romboli, I., M. Marzoni, Cabras S. et al.// Br. Poult. Sci., 2000, 41, p.18-24. 5. Ruckerbrusch A. F., Collins F. T., Adams A.D. // Poult. Agrobisiness, 1991, 6, p.12-19. 6. Sahin, K., Kucuk O.// J. Anim. Physiol. Anim. Nutr., 1999,  85, p. 335-341. 7. Surai, P. F., Dvorska J.E.// Feed mux, 2000, 41, p.235-243. 8. Whitehead C. C., Hollengier L. E.,  Lillins E.V.// Br. Poult. Vet., 1994, 6, p.12-18. 9. Williams A. D.// Feedstaff, 1995, 60, p.90-120.

INFLUENCE OF VITAMIN E ON SOME PHYSIOLOGICAL AND REPRODUCTIVE CHARACTERISTICS OF BIRDS

Ralcheva S.1, Sredkova V.1, Alexandrov A.1, Gudev D.1, Hadjiiliev V.2
1Institute of Animal Science, 2232, Kostinbrod, Bulgaria 
2Tracian University, 6000, Stara Zagora, Bulgaria

The purpose of the present investigation was to establish the effect of supplemental α-tocopherol on some productive and reproductive traits in birds during the periods preceding the warm summer and cold winter months. Three populations of birds-Rhode Island mini, White Plymouth Rock mini, and Labele, selected in  poultry experimental unit at the Institute of Animal Science - Kostinbrod, Bulgaria, were allocated  into 2 groups. We examined the effect of supplemental α-tocopherol on the live weight (at 8 and 18 weeks of age), hatchability (at 22 and 50 weeks of age) ,  quantitative and qualitative indices of ejaculate. It was established that supplemental α-tocopherol (500 mg/kg concentrate mixture) prevents the negative effect of both high and low ambient temperatures on productive and reproductive traits in birds.  
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Роль оксида азота в формировании колострального иммунитета у новорожденных телят
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Передача иммуноглобулинов (ИГ) от матери к новорожденному является важным фактором защиты новорожденных от инфекционных заболеваний. Недостаточность пассивного переноса, служит одной из основных причин формирования иммунодефицитного состояния у новорожденных телят. В последние годы все больший интерес исследователей привлекает оксид азота (NO() как универсальный трансмиттер нейроэндокринной системы и неспецифический регулятор метаболических процессов, механизмов иммунной защиты организма [3]. 

В связи с этим целью данного исследования было изучение роли оксида азота в формировании  колострального иммунитета у новорожденных телят.

Материал и методы. Исследования проведены на телятах в возрасте 1-30 суток, полученных от неиммунизированных и иммунизированных за 2 и 1,5 месяца до отела коров симментальской породы, формолвакциной поливалентной гидроксиалюминиевой против колибактериоза (эшерихиоза) поросят, телят, ягнят (Коли-Вак К99). Концентрацию стабильных метаболитов оксида азота (NOХ) в плазме крови и моче телят как сумму NO–2+NO–3 определяли спектрофотометрическим методом [1] Содержание MetHb в растворе гемоглобина определяли используя для расчета эмпирическую систему уравнений, предложенную Zwart A. с соавторами [14]. Об интенсивности всасывания колостральных иммуноглобулинов судили по содержанию IgG в сыворотке крови, которое определяли методом радиальной иммунодиффузии. 

Результаты и обсуждение. Установлено, что в первые часы жизни для телят характерен необычайно высокий уровень стабильных метаболитов оксида в сыворотке крови (1070,0(66,8 мкМ/л). Через сутки после рождения уровень NОx существенно снижается до 712,2(81,7 мкМ/л, через 2-3 суток – до 503,8(27,4 мкМ/л, 10-15 суток – до 275,0(13,9 мкМ/л. И в месячном возрасте достигает величин, существенно не отличающихся от уровня NОx у  взрослых животных – 97,0(9,8 мкМ/л.

Так как экзогенное поступление высоких количеств нитратов и нитритов с молозивом и вдыхаемым воздухом было исключено, высокий уровень NOх в первые дни жизни у телят, рожденных после нормального срока беременности обусловлен, по всей вероятности, высокой эндогенной продукции оксида азота. 
Ответственной за онтогенетические изменения уровня продукции оксида азота у растущих новорожденных телят вполне может быть увеличенная продукция NO( в эндотелии кровеносных сосудов развивающегося желудочно-кишечного тракта, т.к. по данным Pfannkuche  H. et al. [9] в рубце в большом числе нейронов автономной нервной системы присутствует нейрональная изоформа NO-синтазы, что может быть важной основой для нейрональной продукции оксида азота. При этом надо иметь в виду, что образование NO( возможно и без участия NO-синтазы [11]. известно, что высокий уровень NO3– и NO2–  может служить причиной увеличенного образования метгемоглобина. Высоким уровнем NOх в сочетании с высокой концентрацией метгемоглобина, вероятно, объясняется то, что новорожденные телята очень чувствительны к интоксикации нитратами. Однако это исключается, так как концентрация метгемоглобина у телят с самого рождения и до 30-дневного возраста в нашем опыте была в пределах 1,5-3,2 % от суммарной концентрации гемоглобина, что намного ниже его токсического уровня для крупного рогатого скота [5].

Высокий уровень эндогенного образования оксида азота может выполнять ряд биологически значимых функций в организме у новорожденных телят. Так, известно, что увеличенное образование оксида азота эндотелиальными клетками оказывает влияние на кровяное давление, снижая его, что весьма важно для новорожденного теленка в первые часы жизни для регуляции артериального давления в позе стояния, которую может принимать теленок уже через 15-20 минут после рождения. 

Увеличенное образование NO( автономной нервной системой кишечника может оказывать влияние и на моторику желудочно-кишечного тракта, а NO3– слюны может в кислой среде желудка превращаться в NO2– и оказывать антимикробное действие, особенно у новорожденных телят. Помимо этого высокий эндогенный статус NOх может быть причиной более слабого NOх ответа на введение эндотоксинов у телят по сравнению со взрослыми животными [6]. Не исключено, что оксид азота принимает участие в регуляции процессов всасывания иммуноглобулинов в кишечнике новорожденных и может быть одним из физиологических механизмов, обеспечивающих формирование адекватного колострального иммунитета у новорожденных. Косвенным свидетельством в пользу этого предположения могут служить результаты исследований, в которых показано, что введение животным ингибиторов образования оксида азота уменьшает всасывание неповрежденных макромолекул белковой природы в кишечнике [7], а введение доноров оксида азота, стимулирующих его образование, является мощным фактором, усиливающим поглощение макромолекул в тонком кишечнике [8]. 

Как показали проведенные исследования у телят с различной степенью тяжести заболеваний в течение первого месяца жизни был разный уровень IgG в сыворотке крови. Эти же телята имели и разный уровень суммы стабильных метаболитов оксида азота в плазме крови, но не в течение всего периода наблюдения, а только в первые три дня жизни (рис.1). 

          Именно в этот период наиболее интенсивно протекают процессы всасывания молозивных иммуноглобулинов в кишечнике. При этом наиболее активно этот процесс происходит в первые сутки постнатального развития [10]. 

          Установлено, что чем выше уровень стабильных метаболитов оксида азота в сыворотке крови телят в первые 0,5-1,5 часа жизни (до первой выпойки молозива), тем в среднем выше содержание IgG в сыворотке крови у телят в 2-суточном возрасте (рис.2).

В суточном возрасте кислотно-основное состояние крови у телят, характеризуется как респираторно-метаболический ацидоз. По данным В.А. Гончарук [2]  при ацидозе у телят снижается интенсивность всасывания колостральных иммуноглобулинов. 
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	В работе [13] было показано, что взаимодействие гемоглобина с оксидом азота  оказывает  влияние на транспорт кислорода  крови путем регуляции сродства гемоглобина к кислороду. Благодаря этому оксид азота может снижать недостаток кислорода в организме при гипоксическом состоянии, смещая кривую диссоциации оксигемоглобина влево. При этом повышается значение рН крови, снижается рСО2, т.е. уменьшаются явления ацидоза. 

Вполне возможно, что высокий уровень оксида азота у новорожденных способствует нормализации кислотно-основ-ного состояния и естественного ацидоза у новорожденных в первые сутки постнатального развития. Кроме того NO( может участвовать в ликвидации респираторного дистресс-синд-рома у новорожденных [4] и оказывать защитный эффект при гипероксических повреждениях  легких,  что  связано  с 

	Рис. 1. Возрастная динамика стабильных метаболитов оксида азота у здоровых и заболевших телят
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	Рис.2. Содержание NОх через 0,5-1,5 часа после рождения и средний уровень IgG в сыворотке крови в 2-суточном возрасте у телят, полученных от неиммунизированных (1) и иммунизированных (2) коров
	


наличием у оксида азота антиоксидантных свойств и его защитной ролью в условиях оксидативного стресса [3,12]. С учетом полученных результатов, а также данных литературы можно предварительно представить гипотетическую схему, демонстрирующую роль оксида азота в формировании колострального иммунитета у новорожденных телят (рис.3). Эта роль, возможно, заключается в полифункциональных метаболических и физиологических эффектах оксида азота, заключающихся в развитии своеобразной «рабочей гиперемии» слизистой желудка у новорожденного за счет сосудорасширяющего эффекта оксида азота и облегчения трансинтестенального транспорта макромолекулярных белков, стабилизации кислотно-основного состояния крови и кислородного режима в первые дни жизни, а также проявление антиоксидантного эффекта, за счет связывания избыточных количеств супероксиданиона, образующихся в результате перехода организма на легочный тип снабжения кислородом. 
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Рис.3. Гипотетическая схема роли оксида азота в формировании 
колострального иммунитета у новорожденных телят

Однако значение феномена высокого конституитивного уровня NO( в формировании колострального иммунитета у телят требует дальнейшего изучения.
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Role of nitric oxide in formation of colostral immunity at newborn calves
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The high level of endogenic formation of nitric oxide can carry out series of biologic functions in an organism at the neonatal calves. The hypothesis is put forward that high constitutional nitric oxide status in neonatal calves takes part in a regulation of processes of an adsorption of immunoglobulins in an intestine and can be one of physiological mechanisms ensuring formation of colostral immunity at the neonatal calves. The hypothetical circuit of a role high constitutional status of nitric oxide in formation colostral immunity in newborn calves is offered.
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АНТИОКСИДАНТНАЯ ЗАЩИТА И ТИТР АНТИТЕЛ В КРОВИ ЛОШАДЕЙ,  ВАКЦИНИРОВАННЫХ  ПРОТИВ ГРИППА
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На разных видах продуктивных животных было установлено, что любые экстремальные влияния на организм, независимо от их этиологии, имеют своим следствием активацию процессов перекисного окисления липидов (ПОЛ). Фактически активация ПОЛ является неспецифичным признаком стрессированости организма, а при активации некомпенсированной  - и важным фактором патогенности. Показана интенсивная генерация  ПОЛ при транспортном стрессе [1], при инфекционной интоксикации [2,3], хирургической патологии [4]. Развитие фермерских хозяйств и конного спорта требует внимания к отрасли коневодства как важной составляющей агропромышленного комплекса Украины. Ранее нами было установлено, что параметры ПОЛ и антиоксидантной защиты (АОЗ) являются информативным и репрезентативным комплексом биохимических показателей при респираторных заболеваниях коней вирусного генеза [5]. 

Мы изучали показатели ПОЛ-АОЗ в крови лошадей в зависимости от титра антител к вирусу гриппа - распространенной патологии верхних дыхательных путей у этих животных, дающей значительный процент летальных случаев, а также осложнения у переболевших животных.

Материалы и методы. Мы исследовали лошадей, клинически здоровых (условный контроль) и вакцинированных против гриппа вакциной российского производства. Спустя 10 месяцев после вакцинации в сыворотках крови животных в модифицированной реакции торможения гемагглютинации с использованием “Набора для диагностики гриппа лошадей в реакции торможения гемагглютинации (РТГА)” (ТУУ 46.15.372-99) определяли наличие антител к вирусу гриппа. 

У тех же животных определяли следующие параметры: малоновый диальдегид - МДА и перекисная резистентность эритроцитов - ПРЭ (Бенисович Н.А., Идельсон Л.И., 1973; Попова Э.Г. и др., 1993); диеновые конъюгаты - ДК (Стальная И.Д., 1977), гидроперекиси липидов (Романова Л.А., Стальная И.Д., 1977), активность ферментов - супероксиддисмутазы по Fried R.(1975) в нашей модификации (Рудая Н.В.,Сокирко Т.А., 1993), каталазы (Архипова О.Г., 1988), а также церулоплазмина (Ревін, 1983). 

Полученные данные обрабатывали статистически, определение корреляции функций окислительных реакций, антиоксидантного статуса и  титров антител в крови животных проводили по методу регрессионного анализа с использованием программы Microsoft Excel по формулам:
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Результаты и обсуждение. При постановке реакции к штамму   А/конь/2/Майами/63 были выявлены антитела в довольно высоких титрах. Полученные в исследованиях эритроцитарной суспензии лошадей данные свидетельствуют, что концентрация первичных продуктов ПОЛ (ДК) в крови здоровых лошадей и животных с высоким титром антител к вирусу гриппа не имеет статистически достоверных отличий. Уровень  ГП в эритроцитах лошадей с высоким уровнем антител несколько повышен (таблица 1). Значительно повышена концентрация МДА в крови животных с высоким титром антител, причем степень повышения различна: от незначительной при титре 1:20  до 90 % при титре 1: 160.  

Как известно, процессы активации свободнорадикального окисления липидов приводят к нарушению липидного бислоя мембран (Мхітарян Л.С. и др., 2000). Указанные мембранные нарушения в свою очередь ведут к определенным метаболическим изменениям с накоплением патологических продуктов обмена веществ. Как видно из таблицы 1, показатель ПРЭ свидетельствует о наличии мембранной патологии в эритроцитах животных с высокими титрами антител. 

Таблица 1

Показатели уровня липопероксидации в эритроцитах лошадей, 

вакцинированных против гриппа

	Группы животных
	Гидроперекиси липидов, усл.ед.
	МДА,       нМ/млн эр.
	ПРЭ, %

	Условный контроль  (Титр 0)
	160,0(11,5
	89,5(10,5
	60,0(5,0

	Вакцинированные:

Титр 1:20
	162,0(15,5
	90,9(11,4
	60,0(7,0

	Титр 1:40
	169,5(12,4
	130,5(22,0
	48,0(7,4

	Титр 1:80
	170,0(15,0
	145,5(20,0
	44,8(11,0

	Титр 1:160
	172,4(7,8
	170,0(20,5
	44,5(10,0


Снижение устойчивости эритроцитарной  мембраны к перекисному гемолизу наиболее значительно в группе лошадей с титрами 1:80-1:160 (до  44,8-44,5%). 

На том же материале было проведено изучение антиоксидантного статуса. Так, при определении концентрации церулоплазмина в крови лошадей было установлено ее повышение в пробах крови животных с высокими титрами антител (табл. 2). Такое повышение можно считать  адаптивным, поскольку церулоплазмин является реактантом "острой фазы" при инфекцийных заболеваниях. Необходимо отметить, что содержание этого фермента имеет резкие возрастные различия, поэтому особенно важно, что исследовались образцы крови лошадей одной возрастной группы.

Таблица 2

Показатели антиоксидантного статуса в крови лошадей, 

вакцинированных против гриппа

	Группы животных
	Церулоплазмин, ммоль/л
	СОД, 

усл.ед.
	Каталаза, усл.ед.

	Условный контроль (Титр 0)
	2,35(0,3
	267,9(4,23
	322,8(19,4

	Вакцинированные:

Титр 1:20
	2,8(0,3
	260,0(5,0
	320,5(20,4

	Титр 1:40
	3,1(0,2
	222,5(12,4
	330,5(22,0

	Титр 1:80
	3,3(0,3
	215,7(8,8
	340,5(15,0

	Титр 1:160
	3,3(0,2
	215,0(7,0
	355,4(20,5


Известно, что церулоплазмин, подобно СОД, катализирует реакцию дисмутации. Однако если СОД защищает внутриклеточные структуры, то церулоплазмин функционирует в крови и перехватывает свободнорадикальные АФК, охраняя от повреждающего действия биоструктуры, которые содержат липиды. Хотя по отношению к связыванию супероксида церулоплазмин на два порядка менее эффективен, чем СОД, но он считается основным  антиоксидантом плазмы крови. Его особенностью является высокая стабильность по отношению к токсическому воздействию АФК, что особенно важно при условии интенсивной генерации АФК. Для церулоплазмина характерно как специфическая, так и неспецифическая антиоксидантная активность. Первая связана со снижением уровня АФК, а вторая обусловлена образованием  стабильных комплексных соединений с Cu (до 95-96%  всей Cu плазмы). Повышение содержания церулоплазмина приобретает особое значение ввиду снижения (до 20-25%) активности СОД - ключевого фермента АОЗ, а также  нарушение корреляции СОД-каталаза, поскольку активность каталазы, обезвреживающей перекись водорода, несколько повышена (на 10 % по отношению к контролю).

Проведеный корреляционный анализ количественных параметров перекисного окисления липидного компонента мембран эритроцитов, ферментативного звена антиоксидантного защиты, а также уровня титров антител в крови вакцинированных лошадей показал довольно высокую положительную корреляцию  уровня титров антител и концентрацией метаболитов липопероксидации  (r = +0,641-0,764) и обратную корреляцию уровня титров антител с активностью супероксиддисмутазы (r = -0,524-0,777) в эритроцитах лошадей.

Полученные нами данные, в целом,  соответствуют аналогичным показателям, которые приводят Рецкий М.И. с соавт. (2002). Исследователями было установлено наличие взаимосвязи (r=(0,6-0,8) показателей неспецифической резинстентности с параметрами, которые характеризуют не только интенсивность протекания процессов ПОЛ, но и состояние разных звеньев системы антиоксидантного защиты животного организма. В частности, было установлено, что уровень факторов гуморального иммунитета в большей степени  зависит от состояния неферментативного звена АОЗ, а клеточного - более связан с показателями ферментативного звена (возможно, по причине особой роли активированных форм кислорода в процессах фагоцитоза).

Таким образом, при наличии высокого титра антител к вирусу гриппа в крови лошадей установлены изменения структурно-функционального состояния мембран эритроцитов, такие изменения считаются достаточно адекватным отображением общего пула клеточных мембран [7,8]. Такие изменения в системе АОЗ организма животного, которая контролирует процессы ПОЛ,  в частности в условиях действия различных внешних факторов, могут иметь следствием невозможность осуществления регуляторных функций. Как следствие, указанные нарушения становятся патогенетическими факторами.

На основе вышесказанного, считаем перспективным  применение в условиях вакцинопрофилактики мембраностабилизующих препаратов с антиоксидантным действием с целью поддержания гомеостаза и регуляции  биохимических и физиологических процессов в клетках организма животных.
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ANTIOXIDANT DEFENCE AND ANTIBODY TITER IN BLOOD OF HORSES VACCINATED AGAINST INFLUENZA
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In blood of horses vaccinated against influenza a correlation has been established between POL-AOD indices and titers of antibodies to influenza virus of subtype 2. While vaccinating horses the prophylactic use of membrane-stabilizing preparations with antioxidant action is proposed.
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РОЛЬ ПЕРЕКИСНОГО ОКИСЛЕНИЯ ЛИПИДОВ В ПАТАГЕНЕЗЕ ПОСТСТРЕССОВЫХ ПНЕВМОНИЙ У СВИНЕЙ ХОЗЯЙСТВ С ПРОМЫШЛЕННОЙ ТЕХНОЛОГИЕЙ
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Наиболее широкое распространение болезней органов дыхания у свиней отмечается в специализированных хозяйствах по доращиванию и откорму сборного поголовья, в которых используют промышленную технологию (А.Г. Шахов и др., 1979). Этой технологии сопутствуют многочисленные стрессовые ситуации у животных (транспортировка, перегруппировки, вакцинации, взвешивания и др.), которые обуславливают активизацию процессов перекисного окисления липидов (М.И. Рецкий и др., 1983, 2002). Эти процессы приводят к накоплению в организме продуктов липероксидации, которые могут оказывать системное повреждающее действие на клетки, ткани и легочной сурфактант (В.С. Бузлама и др., 1997; Н.М. Сухов, 2002).

Интенсификация перекисного окисления липидов имеет особое значение для функционирования системы органов дыхания. Легкие представляют собой наиболее крупную биологическую мембрану организма, внешняя поверхность которой постоянно контактирует с O2, а также такими активными инициаторами перекисного окисления, как двуокись азота, пыль злаковых, эпидермиса и озон, - наиболее распространенными оксидантами атмосферы. Аэрогемотический барьер этой мембраны обеспечивается, главным образом, структурной организацией фосфолипидов и липопротеидов.

Профилактика постстрессовых пневмоний у свиней хозяйств с промышленной технологией требует основательного знания их патогенеза, информации о котором в настоящее время крайне недостаточно. В литературе имеются сообщения о зависимости перекисного окисления липидов (ПОЛ) плазмы, клеток крови от клинических вариантов воспалительных заболеваний легких (ВЗЛ) (В.Г. Аматуни, М.Д. Сафарьян, 1982; А.М. Ярош, 1984) и от стрессорных воздействий с изменением сурфактанта легких (Л.С. Васильева и др., 2001).

В настоящее время выявлена связь между многими заболеваниями и процессами свободнорадикального окисления (M.C. Gutteridge J., 1993). Вышедшие из-под контроля антиоксидантной защиты процессы свободнорадикального окисления могут являтся причиной многих заболеваний: воспалительные процессы, гипоксические и реперфузионные повреждения тканей, бронхолегочные заболевания, старение, канцерогенез и др.

Вышеизложенное и определило направление настоящего исследования. Представляло интерес выяснить механизм повреждения клеток и тканей легких свиней пероксидами липидов на модели транспортного стресса. Для этого свиней в возрасте 2,5 – 3 месяцев из хозяйства поставщика, находящемся, на расстоянии 52 км (12 км грунтовой и 40 км дорога с твердым покрытием) от откормочного хозяйства транспортировали на открытой машине, при температуре внешней среды +4 оС, движение воздуха 10 м/сек, влажность воздуха 92%. Кровь для исследования от поросят по 3 образца брали из яремной вены при убое непосредственно перед транспортировкой, через 5 чесов после начала ее и на 5 день пребывания в откормочном хозяйстве. В последнем случае у животных были клинические признаки бронхопневмонии. В крови определяли малоновый диальдегид и диеновые конъюгаты с кетодиенами, а также каталазу. 

Во время транспортировки и сразу после нее у животных наблюдали клинические признаки стресс-синдрома: в виде возбужденного состояния, учащения частоты дыхания и сердечных сокращений, судорожного движения конечностей. Характерным признаком являлся напряженный дрожащий хвост, животные совершали им резкие нервные движения. На коже появлялись красные пятна или наоборот, бледнели отдельные участки кожи, что придавало поросятам пятнистый вид. У некоторых животных происходило покраснение кожи всего тела. При стрессе через 5 часов после начала транспортировки значительно активировались процессы ПОЛ (P<0,05) и отмечалась тенденция уменьшения каталазы. У свиней через 5 дней после транспортировки обнаружена очаговая катаральногнойная пневмония. В крови, как в предыдущий срок концентрация диеновых конъюгатов и кетодиенов достоверно увеличена, а каталазы – достоверно снижена. 

Перекисное окисление – неспецифический процесс, является ответной реакцией на любой стресс в процессе адаптации клетки при воздействии внешних факторов. Как известно с образованием свободных радикалов осуществляется окислительное фосфорилирование, синтез некоторых гормонов, в частности прогестерона. Синтез простогландинов протекает через стадию образования гидроперекисей, а тромбоксаны, оказывающие мощное влияние на адгезивно-агрегационные свойства форменных элементов крови и микроциркуляцию, сами являются гидроперекисями. В мононуклеарных фагоцитах метаболизм арохидоновой кислоты протекает с образованием гидрокси- и пероксиметаболитов арахидоновой кислоты, которые являются сильными хемоаттракантами. Кроме того, активированный фагоцит продуцирует свободные радикалы – супероксид, синглетный кислород и перекись водорода.

Повышенное образование свободных радикалов и активизация перекисного окисления липидов могут представлять собой самостоятельные заболевания с характерной клинической картиной, например авитаминоз Е, лучевое поражение, некоторые химические отравления, но могут выступать одним из паталогических звеньев других заболеваний бронхолегочного аппарата, злокачественных образований (В.Г. Аматунии и др., 1982) и многих других заболеваний (И.Л. Аряев, 1984).

Полученные результаты исследования могут быть использованы при разработке профилактических мероприятий и патогенетической терапии при легочных заболеваниях животных. 
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We have studied the influence of lipids’ peroxide oxidation on pigs’ organisms using the transportation stress model and hystomorpholgical lungs’ monitoring. Transpotation stress and poststress pneumonia activate lipid peroxidation and reduce the level of antioxidation protection.
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 В предыдущих работах нами была показана способность нитрита ингибировать каталазу в присутствии хлорида, бромида и тиоцианата. Для других известных ингибиторов этого фермента не был зафиксирован какой-либо эффект присутствия галоид-анионов [1,2]. 

 Однако в молоке была обнаружена субстанция, ингибирующая каталазу аналогично нитриту: совпадали такие параметры как зависимость эффекта от присутствия хлорида, бромида и тиоцианата, рН-зависимость. Ее содержалось в пересчете на нитрит (исходя из количественной зависимости ингибирующего эффекта) до нескольких микромолей в коровьем молоке и до нескольких сот микромолей – в женском. Поздее такая же субстанция была обнаружена в белках куриных яиц в концентрации около 0,5 мкМ 

 При фильтрации молока от липопротеинов нитритоподобная субстанция (НПС) переходила в фильтрат, но не давала цветной реакции с реактивом Грисса. Природа НПС и ее физиологическое значение установлены не были [3].

 Цель данной работы - установить природу НПС. Для этого были исследованы: 1/ некоторые ее физико-химические свойства; 2/ каталазоингибирующие свойства продуктов взаимодействия нитрита с некоторыми соединениями, могущими иметь место в молоке, а также используемыми при очистке молока от липопротеинов; 3/ наличие в молоке NO-продуцирующих субстанций методом использования специфической спиновой Fe-дитиокарбаматной  ловушки NO. 

Материалы и методы. В экспериментах использовались: однозамещенный фосфат натрия, хлорид натрия, перекись водорода (30% маточный р-р) "Реахим" х.ч., сульфаниловая кислота, N-(1-нафтил) - этилендиамин дигидрохлорид, нитрит калия, каталаза из печени быка, глютатион, цистеин, N-метил-D-глютамин дитиокарбамат (МГД), нитропруссид натрия “Sigma”, NO-пролин (NOR-1) “Alexis”, ферроцианид калия (K4Fe(CN)6(3H2O) "Лаверна" х.ч. Образцы коровьего молока брали от клинически здоровых животных из различных хозяйств Сергиево-Посадского района Московской области, женского - у рожениц из роддома г. Сергиев Посад. Активность каталазы определялась калориметрически по разработанной нами ранее методике [2,3]. Концентрацию нитрита определяли по модифицированной методике Грисса [3]. Динитрозильный комплекс железа (ДНКЖ), содержащий глютатион в соотношении Fe2+ : глютатион – 1:2,  получен по методике, описанной [4]. Обнаружение в молоке NO-проду-цирующих субстанций методом ЭПР проводилось согласно методики, описанной в [4]. Облучение образцов видимым светом производилось при помощи лампы OSRAM (12в, 50W) в стеклянном стакане. Высота столба жидкости – 1см. Для охлаждения облучаемого образца использовался вентилятор. Температура облучаемой жидкости за время облучения повышалась не более, чем на 2(С.   

Результаты и обсуждение. 1) Молекулярный вес и растворимость НПС.  Как сообщалось ранее, НПС полностью переходила в фильтрат при очистке молока от липопротеинов [1]. Это говорит о его водорастворимости. При помещении образца молока, а также белка куриных яиц,  внутрь сосуда из целлофановой пленки, окруженного в 10 раз большим количеством 40 мМ Na-фосфатного буфера с рН 6,5 (рН молока), НПС за 3 часа практически полностью переходила из молока в буфер, о чем судили по увеличению его каталазоингибирующей способности, и утраты ее молоком (5-10% от изначальной). То есть НПС является сравнительно низкомолекулярным соединением. 

2) Устойчивость НПС и нитрита к воздействию солей закисного железа и света видимого диапазона. НПС, в отличие от нитрита, эффективно разлагалась закисным железом  при рН близких к нейтральным (судя по исчезновению ингибирующего эффекта), в то время как нитрит, взятый в концентрации, эквивалентной НПС, в такой системе  не разрушался -  как в водном растворе, так и добавленный в молоко, либо в диализную жидкость. 

Также НПС разлагалась под воздействием видимого света большой интенсивности, судя по снижению каталазоингибирующего эффекта. Нитрит в этих условиях не разлагался.

Последние свойства НПС характерны для нитрозосоединений [5]. В связи с этим представляло интерес выяснить их каталазоингибирующие способности, а также таковые других возможных продуктов метаболизма нитрита и окиси азота.

3) Каталазоингибирующая способность окиси азота и продуктов взаимодействия нитрита с рядом соединений. При добавлении NOR-1, используемого в экспериментах в качестве продуцента окиси азота, наблюдалось ингибирование каталазы, причем в отсутствие экзогенно добавленных галоидионов, что согласуется с литературными данными [6]. 

Инкубация нитрита с ферроцианидом калия (соотношение 1:10), используемым при очистке молока от липопротеинов, в околонейтральной среде (рН 6,5, характерная для молока), не влияла на его каталазо-ингибирующую способность и на способность образовывать цветной продукт с реактивом Грисса. Предварительная 10 минутная инкубация при рН 3,0 с последующем восстановлением рН 6,5 сохраняла каталазоингибирующую способность, но на 35% снижалась способность давать цветную реакцию с реактивом Грисса. Добавление закисного железа к продукту, полученному при рН 3,0, полностью снимало ингибирующий эффект, чего не наблюдалось при изначальной инкубации при рН 6,5. 

Препарат ДНКЖ, содержащий глютатион, приготовленный по методике, описанной в работе Севериной И. и др. [4],  также ингибировал каталазу в присутствии хлорида и не ингибировал в его отсутствие. Показания теста по Гриссу были на порядок меньше, чем у нитрита  в эквивалентной по ингибирующему эффекту концентрации. Причем они не увеличивались после инкубации в системе каталаза + перекись.

Добавление закисного железа не уменьшало каталазоингибирующую способность ДНКЖ. Облучение видимым светом снижало эту способность, но значительно менее эффективно, чем в случае НПС. 

Заметим, что присутствие глютатиона в концентрации на порядок меньшей, чем у добавляемого железа, препятствовало снятию ингибирующего эффекта в случаях НПС и продукта инкубации нитрита с ферроцианидом, что, возможно, связано с образованием ДНКЖ, который в комплексе с глютатионом имеет большую стабильность [5].  

При инкубации нитрита с глютатионом (1:5) в кислой среде образуются соединения, имеющие спектр, характерный для нитрозотиолов, не дающие цветную реакцию с реактивом Грисса, но сохраняющие полностью или частично (по сравнению с нитритом) способность ингибировать каталазу. Ингибирование имело место только в присутствии хлорида и имело ту же рН-зависимость как и в случаях с нитритом, ДНКЖ и продуктами инкубации нитрита с ферроцианидом. Все это говорит за то, что ингибирование имеет общий механизм с нитритом, но не с окисью азота. Аналогичные закономерности получены в случае замены глютатиона на цистеин.

Полученные соединения разрушались под воздействием света видимого диапазона, судя по исчезновению ингибирующего эффекта. Эффект железа был противоречив, что скорее всего обусловлено судьбой выделившегося NO – переходом в атмосферу, образованием нитрита, либо ДНКЖ [5]. Закономерности, его обусловливающие, еще предстоит выяснить.      

4) Обнаружение NO-продуцирующих соединений в молоке методом ЭПР.  При инкубации молока с комплексом ((МГД)2Fe2+) - ловушкой NO,  в бескислородной среде образовывался характерный, регистрируемый ЭПР, мононитрозильный комплекс. Он регистрировался как в женском, так и в коровьем молоке, а также в фильтратах, свободных от липопротеинов и в диализной жидкости.
Однако количественно не наблюдалось корелляции между интенсивностью ЭПР-сигнала и концентрацией НПС, определенной по каталазоингибирующему эффекту. Заметим, что: 1) не все соединения, могущие продуцировать окись азота, ингибируют каталазу; 2) сигнал ЭПР зависим от состава среды. Укажем хотя бы на соединения, связывающие железо, которые присутствуют в молоке; 3) различные соединения могут по-разному (с различной константой скорости) отсоединять NO. 

Однако, данные, полученные ЭПР, подтверждают, что молоко действительно содержит некие соединения, продуцирующие NO. 

Выводы. 1. НПС – отличное от нитрита соединение. Об этом свидетельствует иная, чем у нитрита способность взаимодействовать с закисным железом и светом, а также отсутствие способности давать цветную окраску с реактивом Грисса. 2. Продукты инкубации нитрита с глютатионом, цистеином, ферроцианидом, а также ДНКЖ обладали схожими с НПС свойствами касательно ингибирования каталазы, взаимодействия с закисным железом и светом видимого диапазона. Это позволяет предположить, что НПС имеет нитрозоприроду. Данные ЭПР, а также полученный ранее релаксационный эффект молока на тонус изолированных сосудов, снимаемый облучением видимым светом [7], можно рассматривать как подтверждение этого предположения. 3. Каталазоингибирующая способность нитрозосоединений, по-видимому, определяется наличием группы NO+, способной взаимодействовать с галоидами, либо способностью образовывать такую группу в результате диссоциации. 4. Как все нитрозосоединения, НПС может опосредовать регуляцию  тонуса гладкой мускулатуры и протоков молочной железы, а также гладкой мускулатуры желудочно-кишечного тракта новорожденных, иметь бактерицидный эффект. Заметим, что детские молочные смеси НПС не содержат [3].
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ON THE ESSENCE OF CATALASE INHIBITING MILK SUBSTANCE
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The study shows that so-called nitrite-like substance (NLS) of milk is  a water soluble, dialyzable compound. NLS inhibits catalase in the same way as nitrite, but unlike nitrite cannot be detected by the Griss method and can be  decomposed by ferrous ions and by visible light irradiation. The above properties of NLS are similar to those of known nitroso – compounds: products of nitrite interaction with glutathione, cysteine and ferrocyanide in acid medium and also dinitrosyl-iron complex (DNIC). These data allow us to suppose a nitroso-essence of the NLS.
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Выяснение причин микотоксикозов в различных животноводческих и птицеводческих предприятиях показывает, что наиболее часто они вызываются не одним, а несколькими микотоксинами, одновременно поступающими в организм животных.

Описаны сочетанные микотоксикозы с углублением тяжести интоксикации при одновременном воздействии ряда микотоксинов (Тремасов М.Я. и соавт., 1995; Сергейчев А.И. и соавт., 1997); экспериментально доказано развитие патологических изменений при сочетанном воздействии Т-2 токсина и афлатоксина В1 в субтоксических дозах. Механизм синергического действия сочетанных микотоксикозов, однако, мало изучен. Отмечается роль процессов ПОЛ в развитии интоксикации (Зинатуллин Р.Р., 1998; Халикова К.Ф. и соавт, 2004).

Цель исследования. Оценить процесс ПОЛ у животных при сочетанном Т-2-, афла- и охратоксикозе и при воздействии антиоксидантных препаратов.

Материал и методы. Эксперименты по изучению влиянения Т-2 токсина, афлатоксина В1 и охратоксина А проведены на овцах породы Прекос, массой 32-36 кг.

Для экспериментальной затравки животных использовали кристаллические Т-2 токсин, афлатоксин В1 и охратоксин А, не отличающиеся от сущестующих стандартных образцов, которые вводили внутрь раздельно и сочетанно в водно-спиртовом растворах в дозах 1/10 ЛД50. Контрольным животным выпаивали только водно-спир-товый раствор в равных с опытными группами количествах. В качестве продуцентов использовали грибы Fusarium sporotrichiella штамм 2м15, представленной А.Н. Котиком, Aspergillus flavus и A. ochraceus из коллекции ФГНУ ВНИВИ.

Клинические, гематологические исследования проводили по общепринятым методикам, активность процессов ПОЛ оценивали по содержанию в крови малонового диальдегида (МДА) по методике, описанной Т.С. Гончаренко и А.М. Латиновой (1985). В качестве антиоксидантных средств использовали ксимедон-пиримидиновое призводное, синтезированное в ИОФХ КНЦ РАН В.С. Резником и Н.Г. Пашкуровым и кобаламин – производное кобальта и N-аллил-диэтаноламина, синтезированные во ВНИВИ (В.И. Барабанов, В.Г., Романов).

Результаты исследования. Исследования показали, что после введения микотоксинов у животных первые 5 сутки опыта заметных изменений в клиническиом состоянии не наблюдалось. На 3 сутки у овец, получавших Т-2 токсин, афлатоксин В1 и охратоксин А отмечали ороговение кожи губ, на 7-8 сутки на этих участках развивался некроз с трещинами. В последущие дни некротические участки отслаивались. На 18 сутки опыта у овец отмечали угнетение общего состояния, расстройство функции желудочно-кишечного тракта, отсутствие аппетита, на 20 сутки эксперимента 2 овцы из 4 –х во 2-ой группе пали.

У овец, которым вводили раздельно Т-2 токсин, афлатоксин В1 и охратоксин А в течение всего периода наблюдений ярко выраженных клинических признаков микотоксикоза не отмечали. 

В динамике наблюдения у животных при сочетанном введении микотоксинов происходило снижение количества эритроцитов: на 5 сутки – на 17%, на 20 сутки – на 22,5% (р<0,05) от исходных величин. Количество лейкоцитов достоверно уменьшалось на 10, 15, 20 сутки наблюдения – на 11,4; 12,7; и 29% (р<0,05) соответственно. Содержание гемоглобина уменьшалось – на 5, 15 и 20 сутки исследования на 12 15 и 21,3% (р<0,05) соответственно. 

Менее заметные изменения, по аналогии с тенденцией в динамике, вышеназванных показателей отмечались у животных при раздельном применении каждого из микотоксинов. Снижение количества эритроцитов, лейкоцитов и гемоглобина при этих воздействиях не были достоверными и не выходили за рамки физиологических показателей.

Заметные сдвиги при сочетанном воздействии Т-2 токсина, афлатоксина В1 и охратоксина А происходили в процессах перекисного окисления липидов. Уже через 3 ч после введения микотоксинов установлено увеличение содержания малонового диальдегида в крови на 37,5% (р<0,01). В динамике наблюдения выявлено, что максимальное увеличение вторичных продуктов перекисного окисления липидов у овец данной группы происходило на 5 и 20 сутки, содержание МДА в крови при этом возрастало на 86 и 94% (р<0,01) соответственно.

В моделях, вызванных только Т-2 токсином, афлатоксином и охратоксином, степень и характер процесса ПОЛ при испытанных дозах токсинов у животных были нестабильными и менее выраженными, чем при сочетанном воздействии. У овец в этих группах активация ПОЛ, характеризующаяся накоплением МДА, не превышала 8-19% от исходных величин и сопровождалась периодами уменьшения показателей ниже фоновых значений.

Исследования по изучению влияния пиримидинового производного ксимедона и кобаламина в дозах 75мг/кг и 20 мг/кг внутрь, показали, что они способствуют уменьшению содержания МДА в сыворотке крови, на 23 и 48 % соответственно, после  сочетанной их затравки Т-2 токсином, афлатоксином В1 и охратоксином А.

Позитивное влияние ксимедон и кобаламин оказали на клинические и гематологические показатели у животных, подвергшиеся сочетанному воздействию микотоксинов. При действии данных препаратов на фоне затравки микотоксинов содержание эритроцитов, гемоглобина и лейкоцитов уменьшалось менее значимо, чем у животных не получавших антиоксиданты. Отмечалось только достоверное снижение количества лейкоцитов на 16,5 % (р<0,05) на 30 сутки опыта. В целом гематологические показатели у животных в контрольных группах без применения потенциальных антиоксидантов снижались более выражено, чем в группах, где овцам вводили микотоксины на фоне ксимедона и кобаламина.

 Таким образом, впервые при моделировании сочетанного микотоксикоза путем одновременного введения внутрь Т-2 токсина, афлатоксина В1, охратоксина А (первый избирательно поражает иммунокомпетентные органы; второй – печень; третий - почки) выявлены особенности перекисного окисления липидов и антиоксидантной системы организма овец. Установлена закономерность изменения показателей перекисного окисления липидов под влиянием пиримидинового производного ксимедона и кобаламина, выражающаяся в снижении продуктов ПОЛ.

Полученные данные могут быть объективным обоснованием тестов для оценки безопасных уровней микотоксинов при сочетанном их поступлении в организм животных, направлений исследований по выяснению механизма токсического действия сочетанных микотоксикозов, поиска средств их профилактики и лечения.

Выводы. 1. Сочетанные микотоксикозы, моделированные одновременным поступлением Т-2 токсина, афлатоксина В1 и охратоксина А в сублетальных дозах, сопровождаются повышением интенсивности перекисного окисления липидов, нарушением антиоксидантной системы организма овец. 2. Ксимедон и кобаламин в дозах 75 и 20 мг/кг соответственно коррегируют нарушения вызываемые сочетанным введением Т-2 токсина, афлатоксина В1 и охратоксина А в сублетальных дозах.
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The process of lipides peroxide oxidation in combined mycotoxicosis
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The level and character of breaches of lipides peroxide oxidation and of antioxidant system in sheep are found under combined T-2 toxicosis, aflatoxicosis and ochratocsicisis and their correction by ximedon and cobalamine.

УДК 615.272.4:616-001:17

Влияние дифура на интенсивность процессов перекисного окисления липидов у коров ПРИ ЭНДОМЕТРИТЕ

Омаргаджиева А. В.

ООО «СТИ ВетФарм», Москва, Россия

В настоящее время акушерско-гинекологическая патология широко распространена среди маточного поголовья крупного рогатого скота. В первую очередь это связано с широким распространением эндометритов у животных. Так, развитие эндометрита у репродуктивного поголовья встречается практически повсеместно и составляет 90% всех послеродовых осложнений у животных.  

Развитие  эндометрита у коров патогенетически обусловлено действием банальной условно-патогенной и патогенной микрофлоры как и, как правило, сопровождается нарушением технологии содержания и кормления на фоне  снижения общей резистентности организма. 

Современная этиотропная терапия метритов у коров заключается в использовании широкого спектра  антимикробных средств различных фармакологических групп – антибиотики, сульфаниламиды, нитрофураны, поверхностно-активные вещества. Однако длительное и бессистемное использование традиционных антибактериальных средств потенцирует развитие колонизационной резистентности у микробов-возбудителей эндометрита, что снижает терапевтический эффект применяемого  препарата. Кроме того, зачастую эндометрит у коров  является результатом патогенного воздействия смешанных инфекций, или сопровождаются наслоением вторичной микрофлоры.

Огромный экономический ущерб, причиняемый животноводческим хозяйствам вследствие развития эндометрита у продуктивных коров вызывает необходимость поиска путей и методов совершенствования и изыскания новых эффективных средств в их профилактике и лечении, а также разработки методов контроля эффективности новых противоэндометритных препаратов. 

В современной науке известна исключительная важность процессов перекисного окисления липидов в жизнедеятельности, обусловленная тем, что наряду с реакциями гидролиза мембранных фосфолипидов, катализируемых фосфолипазами, они участвуют в разборке мембранных структур их обновлении. Реакции ПОЛ, химически модифицируя мембрану, неизбежно приводят к изменению ее физико-химических свойств, что оказывает влияние на активность большого числа интегральных и периферических мембранных белков-ферментов Процессы ПОЛ являются одним из важных регуляторов метаболизма углеводов, белков, липидов, лежащих в основе пластического и энергетического обеспечения функции клетки и организма в целом, как в норме, так и при осуществлении им адаптационных реакций, среди которых одной из важнейших является стресс-реакция, составляющая неотъемлемое звено индивидуальной адаптации организма к изменяющимся условиям существования. В настоящее время известно, что избыточная активация процессов ПОЛ является вторичнопатогенетическим процессом, сопровождающим воспалительные заболевания матки у маточного поголовья крупного рогатого скота. Вследствие этого, было изучено влияние нового комплексного противоэндометритного препарата дифур на интенсивность процессов перекисного окисления липидов у коров при эндометрите.

Материалы и методы. Было сформировано две группы коров больных эндометритом, подобранных по принципу парных аналогов. Диагноз на эндометрит ставили комплексно на основании данных клинического и лабораторного обследования. Опытной группе животных (n=17) в качестве этиотропного средства терапии применяли дифур. Препарат вводили в полость матки с помощью шприца Жанэ и катетера по 100 мл с интервалом 48 часов до клинического выздоровления. Коровам контрольной группы (n=14) для лечения применяли палочки с фуразолидоном по той же схеме. В качестве группы сравнения была сформирована также группа клинически здоровых коров (n=5) содержащихся в идентичных условиях кормления и содержания. Для усиления сократительной функции матки и удаления патологического экссудата из полости матки больным коровам применяли внутримышечно 1% масляный раствор синестрола в дозе 4-5 мл дважды с интервалом 24 часа с последующим введением внутримышечно 40-50 ЕД окситоцина. За животными в течение опыта проводили ежедневное клиническое наблюдение, учитывая время исчезновения клинических признаков заболевания, проявление первой охоты, сроки плодотворного осеменения. Через 7 дней после применения препаратов у животных контрольной и опытной группы бралась кровь на исследование интенсивности процессов перекисного окисления и состояния системы антиоксидантной защиты организма. 

Результаты исследований. Установлено, что при применении дифура выздоровело 89 % коров, в то время как в контрольной группе эффективность препарата составила 72,5%.  Изучение интесивности процессов перекисного окисления показало, что эндометрит у коров сопровождается активацией процессов свободнорадикального окисления, которые являются универсальным неспецифическим звеном патогенеза различных заболеваний. Так, концентрация МДА в опытных группах коров увеличивалась на 40-53% по отношению к количеству этого вещества в крови у коров группы интакта, диеновывх коньюгатов и кетодиенов – на 25-31%, оснований Шиффа на 12%. Для поддержания процессов ПОЛ на стационарно физиологическом уровне существует система антиоксидантной защиты организма. Так, в группах животных, которые больны эндометритом увеличивалась активность каталазы на 35-40%,  ГПО – на 10%, концентрация витамина Е на 24%. В этих условиях, у животных, которым применялась терапевтическая схема с дифуром такие изменения менее выражены. Так концентрация МДА в группе дифура меньше на 12%, ДК – на 8,7%, активность каталазы меньше на 12%, чем в группе, которой в качестве этиотропного средства применяли фуразолидон.

Таким образом, воспалительная реакция в матке активирует деятельность макрофагов, у которых функциональная активность сопровождается продукцией большого количества активных форм кислорода инициирующих свободнорадикальный процесс. Кроме того, активировать процессы перекисного окисления липидов могут гистамины, эндогенные токсины и другие продукты воспаления. Избыточная активация свободнорадикальных процессов вызывает деструкцию мембран клеток, приводит к образованию токсических и балластных продуктов ПОЛ – малонового диальдегида (МДА), кетодиенов, диеновых коньюгатов, оснований Шиффа. Засчет лечебного действия эндометритных препаратов, снижающих воспаление и оказывающих антимикробный эффект происходит вторичное снижение интенсивности процессов перекисного окисления липидов на фоне поддержания активности ферментов антиоксидантной защиты. Каталаза является субстратиндуцируемым ферментом, и повышение активности каталазы свидетельствует о высоком содержании перекиси водорода в организме – продукте ПОЛ. Согласно полученным данным терапевтическая схема лечения эндометритов дифуром является более эффективной, о чем свидетельствуют как данные по интенсивности процессов ПОЛ, так и данные клинического обследования.

Influence difur on intensity of processes peroxid oxidation at the cows in complex therapy endomertritis
Оmargadzhieva A.
”STI-Vetpharm”, Moscow, Russia

Is established, that the reaction in activates processes peroxid oxidation. The superfluous activation peroxid oxydation processes causes destructions of membranes of crates, results in formation education toxic and ballast products a POL - MDA, KD, DK. Medical action preparations lowering an inflammations and rendering  effect there is a secondary decrease of intensity of peroxid processes  of lipids on a background of maintenance of activity antioxydant protection ferments. According to received by the data thearepia the circuit of treatment difure is more effective, to what testify both data on intensity of processes a POL, and given of clinical inspection.
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