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Наиболее тяжелым проявлением SARS-CoV-2 инфекции является развитие острого респираторного дистресс-син-
дрома. Высокий уровень гомоцистеина в крови пациентов – прогностически неблагоприятный фактор течения 
COVID-19 инфекции. Также развитие полиорганной недостаточности при COVID-19 инфекции часто утяжеляется 
эндотоксемией. Цель исследования. Изучение влияния гипергомоцистеинемии и липополисахарида (ЛПС) Salmo-
nella Typhimurium на сократимость аорты и почечной артерии крыс и экспрессию генов рецепторных и регулятор-
ных белков.
Методикы. Моделирование гипергомоцистеинемии проводили путем добавления в воду L-метионина в концентра-
ции 5 г/л (0,5%) в течение 14 дней. Эндотоксемию вызывали введением ЛПС Salmonella Typhimurium (Sigma, 5 мг/кг, 
в/б). Силу сокращения изолированных сосудов измеряли в изометрическом режиме. Экспрессию генов оценивали при 
помощи ПЦР-анализа. 
Результаты. Установлено, что через 24 часа после однократного введения животным ЛПС сила сокращения аорты 
возрастает в ответ на воздействие ангиотензина II (ATII, в 1,6 раза), аргнинвазопрессина (AVP, в 1,5 раза), и снижает-
ся после введения эндтелина-1 (ET-1, в 1,6 раза), по сравнению с аналогичными показателями контрольных крыс. При 
повторном введении ЛПС сосуды теряют чувствительность к вазоконстрикторам. У крыс после метиониновой 
нагрузки в плазме крови более чем в 3 раза повышается уровень общего гомоцистеина. Гомоцистеинемия приводит 
к выраженным нарушениям нейроэндокринной регуляции сократимости сосудов: снижается чувствительность 
аорты и почечной артерии к вазоконстрикторному действию ATII (в 1,7 и 2,6 раза соответственно), AVP (в 1,5 и 
1,7 раза), серотонина (5HT, в 1,2 и 1,8 раза) и ET1 (в 1,5 и 1,6 раза). Установлено, что введение ЛПС крысам на фоне вы-
сокого уровня гомоцистеина в плазме ещё в большей степени усиливает выявленные нарушения сократительной 
активности сосудов. У крыс после введения ЛПС выявлен низкий уровень экспрессии вазоконстрикторных адреноре-
цепторов α1A-AR, α1D-AR и вазодилататорных β1- и β2-адренорецепторов и высокий – ETA и ETB рецепторов. Как ЛПС, 
так и гипергомоцистеинемия приводят к значительному снижению содержания мРНК ангиотензинпревращающих 
ферментов ACE, ACE2 и рецепторов MasR, V1AR. У крыс после метиониновой нагрузки выявлено снижение экспрессии 
генов инозитолтрисфосфатных рецепторов IP3R2, IP3R3, что свидетельствует о нарушении кальциевого гомеос-
таза в сосудах. Метиониновая нагрузка не приводила к летальным исходам. В группе животных после однократно-
го введения ЛПС смертность составляла 7%, а в группе с введением ЛПС после метиониновой нагрузки – 50%. 
Заключение. Таким образом, гипергомоцистеинемия усиливает ЛПС-индуцированные нарушения нейроэндокрин-
ной регуляции тонуса сосудов, отягощает течение и увеличивает смертность при эндотоксемии. 
Ключевые слова: липополисахарид; Salmonella Typhimurium; сократимость; аорта; почечная артерия; экспрессия генов; 
мРНК; рецепторы.
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Hyperhomocysteinemia enhances the negative influence  
of Salmonella typhimurium LPS on vascular contractility and gene expression  

of receptor and regulatory proteins in rats
Kozhevnikova L.M. Sukhanova I.F., Ivanov A.V., Alexandrin V.V.

Institute of General Pathology and Pathophysiology, 
Baltijskaya St. 8, Moscow 125315, Russian Federation

The most severe manifestation of SARS-CoV-2 infection is the development of acute respiratory distress syndrome. A high blood 
level of homocysteine in patients is a prognostically unfavorable factor for the course of COVID-19 infection. The development 
of multiple organ failure in COVID-19 infection is aggravated by endotoxemia. The aim of the study was to investigate the effect 
of hyperhomocysteinemia and Salmonella Typhimurium lipopolysaccharide (LPS) on the rat aorta and renal artery contractility 
and the gene expression of receptor and regulatory proteins. 
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Methods. Hyperhomocysteinemia was modeled in rats by adding L-methionine to drinking water at a concentration of 
5 g/L (0.5%) for 14 days. Endotoxemia was induced with a single injection of Salmonella Typhimurium LPS (Sigma, 5 mg/kg, 
intraperitoneally). The contractile force of isolated blood vessels was measured in the isometric mode. Gene expression was 
assessed with the PCR analysis. 
Results. At 24 h after a single injection of LPS, the force of aortic contractile response to angiotensin II (ATII) increased 1.6 times 
and to arginine vasopressin (AVP) 1.5 times whereas the response to endothelin-1 (ET1) decreased by 37.5% compared to the 
respective values for control rats. Upon repeated administration of LPS, the blood vessels lost the sensitivity to vasoconstrictors. 
After methionine loading, the plasma level of total homocysteine increased more than three times. Homocysteinemia resulted in 
severe disorders in the neuroendocrine regulation of vascular contractility, including decreased sensitivity of the aorta and the 
renal artery to vasoconstrictor effects of ATII (41.2% and 61.5%, respectively), AVP (33.3% and 41.2%, respectively), serotonin (5HT, 
16.7% and 44.4%, respectively) and ET1 (33.3% and 37.5%, respectively). The administration of LPS to rats on the background of 
a high plasma level of homocysteine further aggravated the disorders of vascular contractile activity. Administration of LPS was 
associated with lower expression of vasoconstrictor α1A- and α1D-adrenoceptors, and of vasodilator β1- and β2-adrenoceptors 
and with a higher expression of ETA and ETB receptors. Both LPS and hyperhomocysteinemia led to significant decreases in 
angiotensin-converting enzymes ACE and ACE2 mRNA, and in MasR and V1AR receptor mRNA. The methionine loading induced 
a decrease in the gene expression of inositol trisphosphate receptors IP3R2 and IP3R3, which indicated a disorder of calcium 
homeostasis in the blood vessels. The methionine loading was not fatal. In the group of animals after a single administration of 
LPS, the mortality rate was 7%, and in the group after the administration of LPS and methionine loading, the mortality rate was 
50%. 
Conclusion. Thus, hyperhomocysteinemia enhances LPS-induced disorders in the neuroendocrine regulation of vascular tone, 
aggravates the course of endotoxemia, and increases the mortality rate.
Keywords: lipopolysaccharide; Salmonella Typhimurium; contractility; aorta; renal artery; gene expression; mRNA; receptors.
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Введение

Заболевание, вызванное вирусом SARS-CoV-2 
(COVID-19), представляет глобальную угрозу челове-
честву [1]. Значительную долю пациентов с тяжелым 
течением инфекции COVID-19 и неблагоприятным ис-
ходом составляют лица с хронической сердечно-сосу-
дистой и дыхательной патологией. Наиболее тяжелым 
проявлением SARS-CoV-2 инфекции является развитие 
острого респираторного дистресс-синдрома (ОРДС) [2-
4]. Для развития экспериметального ОРДС, изучения 
его патогенеза и принципов терапии используется моде-
лирование септического шока [5]. Для индукции сепси-
са широко применяют основной компонент стенки гра-
мотрицательных бактерий – липополисахарид (ЛПС). 
ЛПС связывается с соответствующим белком на по-
верхности клеток и активирует эндотелий с участием 
рецепторов TLR4, CD14, MD2 и NF-kB, что запускает 
каскады провоспалительных цитокинов [6]. Полиорган-
ная недостаточность при сепсисе характеризуется вы-
соким уровнем провоспалительных цитокинов, актив-
ных форм кислорода, дисфункцией иммунной систе-
мы, развитием диссеминированного внутрисосудистого 
свертывания [7, 8]. Несмотря на достижения в области 
интенсивной терапии, уровень смертности от сепсиса 
остается высоким [9].

Прогностически неблагоприятным фактором тече-
ния COVID-19 инфекции является высокий уровень го-
моцистеина в крови пациентов [10]. Известно, что ги-
пергомоцистеинемия возникает в результате наруше-

ния метаболизма метионина и приводит к развитию 
дисфункции эндотелия и изменению реологических 
свойств крови. Одним из механизмов негативного вли-
яния гомоцистеина на клетку является его способность 
генерировать активные формы кислорода, что приводит 
к развитию окислительного стресса, нарушению фол-
динга белков в эндоплазматическом ретикулуме, в ре-
зультате чего белки теряют свою функциональную ак-
тивность и образуют токсичные агрегаты с антигенной 
активностью [11]. Вместе с тем механизмы цитотоксиче-
ских эффектов гомоцистеина при остроразвивающихся 
патологических состояниях остаются мало изученными. 

Цель исследования – изучение влияния гипергомо-
цистеинемии и LPS на сократимость аорты и почечной 
артерии крыс и экспрессию генов рецепторных и регу-
ляторных белков. 

Материалы и методы исследования

Эксперименты выполнены на беспородных крысах 
самцах массой 250-300 г. Содержание лабораторных жи-
вотных и эксперименты с ними проведены в соответ-
ствии с международными правилами «Guide for the Care 
and Use of Laboratory Animals», правилами Европейской 
конвенции о защите позвоночных животных, использу-
емых в эксперименте, и требованиями Директивы Со-
вета ЕС «О сближении законов, постановлений и адми-
нистративных положений государств ЕС по вопросам 
защиты животных, используемых для экспериментов 
и других научных целей» (86/609/ЕЕС), национальным 
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стандартом РФ ГОСТ Р-53434-2009 «Принципы надле-
жащей лабораторной практики». Данное исследование 
проводилось в соответствии рекомендаций Этическо-
го комитета института общей патологии и патофизио-
логии, и было утверждено Комитетом по этике (прото-
кол № 1a от 02.10. 2020).

Включенные в исследование крысы были распре-
делены в 4 группы:

1-я группа – контрольные крысы (n = 12);
2-я группа – через 24 часа после введения ЛПС 

Salmonella Typhimurium (Sigma,5 мг/кг) (n = 11); че-
рез 48 часов после первой и 24 часа после второй инъ-
екции ЛПС (n = 10); 

3-я группа – метиониновая нагрузка (n = 13);
4-я группа – через 24 часа после введения ЛПС 

Salmonella Typhimurium крысам на фоне метиониновой 
нагрузки (n = 18).

Моделирование гипергомоцистеинемии проводили 
путем добавления в воду L-метионина (>99%, PanReac, 
Barcelona, Spain) в концентрации 5 г/л (0,5%) в тече-
ние 14 дней. Среднесуточный объем потребляемого рас-
твора составлял 83 мл/кг массы тела, что соответство-
вало дозе 415 мг метионина/кг в сутки сверх стандарт-
ного потребления [12]. 

I. Физиологические методы исследования.
Эксперименты проводили на фрагментах грудного 

отдела аорты и почечной артерии крыс. В изометриче-
ском режиме оценивали изменения сократимости изо-
лированных колец сосудов в ответ на воздействие вазо-
активных соединений.

Выделение фрагментов грудного отдела аорты и почеч-
ной артерии. В качестве наркоза использовали 25% рас-
твор уретана (4 мл/кг). Крыс декапитировали и извле-
кали образцы сосудов для проведения дальнейших 
физиологических и молекулярно-биологических ис-
следований. Фрагменты сосудов помещали в охлажден-
ный до +4°C физиологический раствор Кребса-Хенсе-
лайта. Состав раствора Кребса-Хенселайта в мМ: NaCl –  
121; KCl – 4,69; KH2PO4 – 1,1; NaHCO3 – 23,8; MgSO4 –  
1,6; CaCl2 – 1,6; ЭДТА – 0,032; D-глюкоза – 8. Сосуды 
очищали от жировой и соединительной тканей и наре-
зали на кольца шириной 1,5–2,2 мм, которые крепи-
ли на держателях, помещенных в раствор Кребса-Хен-
селейта, аэрируемый карбогеном (5% CO2 в O2), в про-
волочном четырехканальном миографе (Danish Myo 
Technology, модель Multi Myograph System – 620M). По-
сле достижения в камерах миографа температуры рас-
твора 37,0 ± 0,5°С кольца сосудов растягивали радиаль-
но до оптимального диаметра просвета, соответствую-
щего 90% пассивного диаметра сосуда при 100 мм рт. 
ст. После процедуры растяжения и последующего пе-
риода стабилизации в течение 60 мин жизнеспособ-
ность сосудов проверяли с помощью 1 мкМ фенилэфри-
на (Sigma, США). Сохранность эндотелия тестировали 
с помощью 10 мкМ карбахола (Sigma). В эксперимен-
тах на изолированных сосудах использовали агони-
сты рецепторов: фенилэфрин (α1-AR), ангиотензин 

II (AT1AR), аргининвазопрессин (V1AR), серотонин 
(5HTR), эндотелин-1 (ETA, ETB-R) и карбахол (M- 
и N-холинорецепторов) (Sigma, США).

Обработка результатов физиологических эксперимен-
тов. Обработку результатов проводили в приложении 
Microsoft Excel, используя количественные данные силы 
сокращения сосудов (mN), экспортированные из про-
граммного обеспечения миографа LabChart 8. Результа-
ты выражали в виде средних арифметических (M) и их 
стандартных ошибок (SE). Статистическую обработку 
результатов проводили с использованием программно-
го обеспечения GraphPad Prism 5. Для сравнения ста-
тистических различий между группами проводили од-
нофакроный дисперсионный анализ (ANOVA) с после-
дующими апостериорными тестами Тьюки. Различия 
считали статистически значимыми при p < 0,05. 

II. Молекулярно-биологические методы исследо-
вания.

В тканях аорты оценивали экспрессию генов ре-
цепторов вазоактивных соединений, расположенных 
на мембране клеток и эндоплазматического ретикулу-
ма. Об экспрессии генов исследуемых белков судили 
по изменению уровня их мРНК.

Выделение тотальной РНК. Извлеченные фрагмен-
ты аорты помещали в охлажденный физиологический 
раствор (0-4°С), отмывали от крови, помещали в раствор 
RNAlater (США, Ambion) и хранили до выделения РНК 
при температуре –20°С. Ткани, извлеченные из раствора 
RNAlater, гомогенизировали в жидком азоте с помощью 
фарфоровой ступки. Выделение РНК из образцов про-
водили с помощью набора GeneJET™ («Thermo Fisher 
Scientific», США) согласно протоколу производителя. 
Концентрацию тотальной РНК в образцах определяли 
на спектрофотометре NanoDrop® ND-1000 («Thermo 
Fisher Scientific Inc.», США). Выделенную РНК для пре-
дотвращения контаминации геномной ДНК обрабаты-
вали ДНКазой I (EN 0521 «Thermo Fisher Scientific Inc.», 
США) согласно протоколу производителя.

Синтез кДНК. Реакцию обратной транскрип-
ции проводили с использованием гексамерных 
Random праймеров и обратной транскриптазы набора 
RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit 
(«Thermo Fisher Scientific Inc.», США) в соответствии 
с протоколом производителя. Синтезированную кДНК 
хранили при температуре –20°С.

Полимеразная цепная реакция в реальном времени. 
ПЦР-РВ проводили с помощью набора qPCRmix-HS 
(«Евроген», Россия). Праймеры для ПЦР-РВ были пре-
доставлены OOO «ДНК-Синтез» (Россия). В качестве 
гена «домашнего хозяйства» использовали β-актин. Уро-
вень экспрессии мРНК β-актина между сравниваемы-
ми группами в условиях наших экспериментов оставал-
ся неизменным. ПЦР-РВ проводили на амплификаторе 
CFX96TM Real-Time PCR Detection Systems («Bio-Rad 
Laboratories, Inc.», США). Отрицательные контроли 
были поставлены согласно общепринятым стандартам 
при проведении количественной ПЦР: для исключе-
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ния контаминации реагентов реакция была запущена 
без фрагментов кДНК; для исключения контаминации 
кДНК геномной ДНК реакция была запущена с образ-
цом тотальной РНК.

Обработка результатов ПЦР-РВ. Обработку резуль-
татов проводили в приложении Microsoft Excel с исполь-
зованием алгоритма 2-ΔΔCt. Результаты выражали в виде 
средних арифметических (M) и их стандартных ошибок 
(SE). Статистическую обработку результатов экспери-
ментов проводили с использованием программного обе-
спечения GraphPad Prism 5. Для сравнения статистиче-
ских различий между группами проводили однофазный 
дисперсионный анализ (ANOVA) с последующими апо-
стериорными тестами Тьюки. Различия считали стати-
стически значимыми при p < 0,05. 

Результаты исследования и обсуждение

Влияние LPS Salmonella Typhimurium на сократитель-
ную активность аорты крыс. В экспериментах на изо-
лированных фрагментах грудного отдела аорты показа-
но, что через сутки после однократного внутрибрюшин-
ного введения ЛПС Salmonella Typhimurium значительно 
изменяется чувствительность сосудов к действию эн-
догенных вазоактивных соединений. Как показано на 
рис. 1, введение ЛПС (5 мг/кг) приводит к выражен-
ному увеличению силы их сокращения в ответ на воз-
действие ангиотензина II (ATII, 10-7М), аргининвазо-
прессина (AVP, 10-8М) и, напротив, в 1,6 раза снижает 
чувствительность сосудов по отношению к вазокон-
стрикторному действию эндотелина-1 (ET-1, 5х10-9М). 
ЛПС не оказывает влияние на реакцию изолирован-
ных колец аорты в ответ на воздействие фенилэфрина 
(FE, 10-6М) и серотонина (5HT, 10-5М).

Известно, что ЛПС увеличивает уровень суперок-
сида в кровеносных сосудах и нарушает их вазомотор-
ную функцию. Большое значение в ЛПС-индуцирован-
ном окислительном стрессе и эндотелиальной дисфунк-
ции имеет активация ренин-ангиотензиновой системы 
(RAS) [13]. Показано, что основную роль в этих про-
цессах играет ACE-ATII-AT1R ось RAS. Так, предва-
рительное введение ингибитора ACE эналаприла или 
блокатора AT1AR L-158809 обеспечивает нормализа-
цию уровня супероксида, восстановление вазомотор-
ной функции и NO-опосредованной релаксации аор-
ты крыс, получавших ЛПС. Полученные нами данные 
о повышении вазоконстрикторного ответа изолирован-
ных колец аорты на воздействие ATII через 24 после вве-
дения ЛПС также свидетельствуют об активации RAS. 

Однако уже через 24 часа после повторного введения 
ЛПС отмечается 10-кратное снижение сократительной 
реакции аорты на ATII, подавляется ее чувствительность 
к действию FE, AVP, 5HT и почти полностью исчезает 
реакция колец аорты на воздействие ET-1 (рис. 1). На-
рушение вазоконстрикторых ответов сосудов и разви-
тие системной гипотензии после воздействия ЛПС свя-

зывают с ЛПС-индуцированной гиперэкспрессией гена 
iNOS и чрезмерной продукцией NO [14, 15].

Влияние гипергомоцистеинемии и ЛПС на функцио-
нальную активность аорты и почечной артерии. У крыс 
после метиониновой нагрузки в крови более чем в 3 раза 
повышается уровень общего гомоцистеина (12,00 ± 0,69 
мкМ вместо 3,44 ± 6,24 мкМ (p < 0,001) в контроле). 
У данной группы животных выявлены значительные 
изменения реактивности изолированных колец сосу-
дов в ответ на воздействие вазоконстрикторных соеди-
нений. Длительный прием метионина приводит к сни-
жению чувствительности аорты и почечной артерии 
к действию ATII, AVP, 5HT и ET-1 (рис. 2). В почечной 
артерии крысы метиониновая нагрузка вызывает умень-
шение силы фенилэфрин-индуцированного сокраще-
ния, в то время как реакция аорты на воздействие аго-
ниста α-AR остается неизменной (рис. 2, а, б). 

Установлено, что однократное введение ЛПС кры-
сам на фоне высокого уровня гомоцистеина в крови 
усиливает негативные эффекты метиониновой нагруз-
ки на функциональную активность аорты и почечной 
артерии крыс. Так, под влиянием ЛПС, ещё в большей 
степени падает реактивность аорты и почечной артерии 
крыс по отношению к вазоконстрикторным медиато-
рам, о чем свидетельствует более чем двукратное сни-
жение силы их сокращения на воздействие агонистов 
α-AR, AT1AR, 5HT2AR и ETAR рецепторов (рис. 2, а, б). 

В дальнейших исследованиях было оценено влияние 
воздействия однократного введения ЛПС интактным 
крысам и крысам с гипергомоцистеинемией на уро-
вень мРНК рецепторных и регуляторных белков в аорте.

Влияние ЛПС Salmonella Typhimurium на экспрессию 
генов вазоактивных соединений. Через 24 часа после од-

Рис. 1. Влияние одно- и двукратного введения ЛПС Salmonella Ty-
phimurium (LPS) на силу сокращения изолированных колец аорты 
в ответ на воздействие фенилэфрина (FE), ангиотензина II (ATII), ар-
гининвазопрессина (AVP), серотонина (5HT) и эндотелина-1 (ET1). 
Статистическая значимость: * – p < 0,05 по сравнению с контроль-
ными крысами; # – p < 0,01 по сравнению с контрольными крыса-
ми; ## – p < 0,001 по сравнению с группой животных через 24 часа 
после однократного введения ЛПС (5 мг/кг).
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Рис. 2. Влияние метиониновой нагрузки и ЛПС Salmonella Typhimurium (LPS) на силу сокращения изолированных колей аорты (а) и почеч-
ной артерии (б) в ответ на воздействие фенилэфрина (FE), ангиотензина II (ATII), аргининвазопрессина (AVP), серотонина (5HT) и эндоте-
лина-1 (ET1). Статистическая значимость: * – p < 0,05 по сравнению с контрольными крысами, # – p < 0,01 по сравнению с контрольными 
крысами, ##– p < 0,01 по сравнению с группой животных с метиониновой нагрузкой.

а б

нократного введения ЛПС, при относительно высо-
кой сократительной активности, в аорте крыс выявле-
ны значительные изменения экспрессии генов рецеп-
торов вазоактивных соединений. Так, ЛПС подавляет 
экспрессию вазоконстрикторных α1A-AR, α1D-AR и вазо-
дилататорных β1- и β2-адренорецепторов (рис. 3, а), ва-
зопрессиновых рецепторов V1A-типа (рис. 3, в), а также 
основных компонентов альтернативной оси ренин-ан-
гиотензиновой системы (RAS) – MasR и ангиотен-
зинпревращающего фермента ACE2 (рис. 3, б).

Обнаружено, что при ЛПС-индуцированном сниже-
нии сократительного ответа изолированных колец аор-
ты на воздействие ET-1 в сосудах отмечается выражен-
ный рост содержания мРНК эндотелиновых ETA и ETB 
рецепторов (рис. 1 и 3, в). Механизм, лежащий в осно-
ве выявленного несоответствия между высоким уровнем 
экспрессии генов ETR и вызванной ЛПС гипо- и ареак-
тивностью сосудов по отношению к действию эндотели-
на-1, пока не ясен. Ранее показано, что при эндотоксе-
мии, вызванной ЛПС Escherichia coli, введение селектив-
ных блокаторов ETAR и ETBR приводит к нормализации 
гемодинамики, снижению уровня перекисного окисления 
липидов и продукции TNF-α в плазме [16], что косвенно 
свидетельствует о повышении активности ETR при сепси-
се/эндотоксемии. Возможно, под влиянием эндотоксина 
активируются факторы транскрипции генов эндотели-
новых рецепторов. Показано, что ЛПС значительно сни-
жает экспрессию ингибитора ядерного фактора каппа B 
(IκB), который инактивирует фактор транскрипции NF-
κB, удерживая его в цитоплазме [15]. Это приводит к уси-
лению транслокации NF-κB в ядро клетки и последующей 
активации экспрессии множества генов, включая провос-
палительные цитокины, хемокины и iNOS [17, 18].

Наиболее уязвимой к действию ЛПС оказалась ось 
ACE2/Ang-(1–7)/MasR. Активация данного сигналь-
ного каскада может ослаблять воспаление, продукцию 

реактивных форм кислорода (ROS), апоптоз и разви-
тие полиорганной недостаточности при патологиче-
ских состояниях [19, 20]. В перитонеальных макрофа-
гах мыши, стимулированных эндотоксином, Ang(1–7) 
минимизировал экспрессию фактора некроза опухоли 
альфа и интерлейкина (IL-6) [21]. В различных моделях 
заболеваний животных Ang(1–7) защищает от повреж-
дения органов и снижает смертность при полимикроб-
ном сепсисе и остром повреждении легких [20, 22]. Од-
нако основной механизм, посредством которого Ang(1–
7) осуществляет свои защитные эффекты при сепсисе, 
остается не выясненным, как и не ясна роль MasR в ре-
ализации этих эффектов. Полагают, что противовоспа-
лительный механизм Ang(1–7) может различаться в за-
висимости от типа клеток и патологического процесса 
[23]. В эндотелиальных клетках легочных микрососудов 
(PMVEC) ACE2/Ang(1–7)/MasR ось играет решающую 
роль в предотвращении LPS-индуцированного апопто-
за и воспаления путем ингибирования JNK/NF-kB пути 
[24]. Показано, что Ang(1–7) ослабляет вызванную эн-
дотоксином гипотензию, снижает ЛПС-индуцирован-
ное увеличение уровня интерлейкина-6 (IL-6) и NO че-
рез IκB/NF-κB сигнальный путь [15].

Растущее количество доказательств как in vitro, так 
и in vivo указывает на то, что Ang(1–7) оказывает про-
тивовоспалительное действие через рецептор MasR 
[25, 26]. В то же время показано, что Ang(1–7) может 
взаимодействовать с AT1R и AT2R [27, 28]. Кроме того, 
MasR обладают высокой конститутивной активностью, 
способностью взаимодействовать с различными G-бел-
ками и образовывать гетеродимеры с ангиотензиновы-
ми AT1R и AT2R, и брадикининовыми B2R рецептора-
ми [29]. Образование гетеродимеров оказывает суще-
ственное влияние на десенситизацию, трафик, свойства 
и сигнализацию каждого из входящих в комплекс рецеп-
торов. Несмотря на отсутствие четкого представления 
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о механизмах действия MasR при эндотоксемии, есть 
все основания полагать, что уменьшение уровня мР-
НК этих рецепторов, а также ангиотензинпревращаю-
щих ферментов ACE2 и ACE является одной из причин 
развития гипореактивности аорты по отношению к ATII 
через 24 часа после повторного введения ЛПС (рис. 1). 

Влияние метиониновой нагрузки и ЛПС на экспрес-
сию генов вазоактивных соединений.

Адренергическая система. Установлено, что в аорте 
крыс с высоким уровнем гомоцистеина в плазме кро-
ви не измеряется уровень экспрессии генов α1a-, α1D-
AR и β1-AR, но на 25% уменьшается содержание мРНК 
β2-AR (рис. 4, а). Однако однократное введение таким 
крысам ЛПС приводит не только более чем к двукрат-
ному уменьшению силы FE-индуцированного сокра-
щения (рис. 4, б), но и к значительному снижению со-
держания мРНК α1-AR и β-AR (рис. 4, а). 

Подсемейство рецепторов α1-AR представлено тре-
мя типами: α1a-, α1b- и α1d-адренорецепторами. Все ти-
пы α1-AR экспрессируются в сосудах и опосредуют ва-
зоконстрикцию. α1a-AR представлены в большей мере 
в высоко иннервируемых артериях мелкого калибра, 
а α1d-AR – в плохо иннервируемых артериях крупного 
калибра, в таких как аорта [30]. Норадреналин обладает 
высокой аффинностью к α1d-AR. Эти рецепторы опо-
средуют самый быстрый ответ и, по-видимому, являют-
ся мишенями для высвобождаемого нейронами нора-
дреналина, особенно при низкочастотной стимуляции. 
α1a-AR более важны при высокочастотной стимуляции.

В сосудах экспрессируются три подтипа β-AR: β1-, β2- 
и β3-AR. β-AR в гладкомышечных клетках сосудов активи-
руют AC-cAMP-PKA сигнальный путь и опосредуют ва-
зорелаксацию. В гладкомышечных клетках подтип β2-AR 
является наиболее высокоэкспрессируемым. Установле-

Рис. 3. Влияние ЛПС Salmonella Typhimurium (LPS) (5 мг/кг) на уро-
вень мРНК вазоактивных соединений. Статистическая значимость: 
* – p < 0,05, ** – p < 0,01 по сравнению с контрольной группой.

а б

в
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но, что снижение экспрессии β-AR является ранним при-
знаком старения сосудов [31]. Ранее нами было также вы-
явлено значительное снижение экспрессии β-AR в аор-
те старых крыс (24 мес). Снижение уровня экспрессии и/
или функциональной активности β2-AR считается небла-
гоприятным патогенетическим фактором развития пато-
логических процессов, в том числе полиорганной недо-
статочности при сепсисе [32, 33]. При эндотоксемии β1- 
и β2-AR играют доминирующую защитную роль, подавляя 
воспалительные реакции, инициированные ЛПС. Стиму-
ляция β2-AR агонистами ослабляет вызванную ЛПС вос-
палительную реакцию и увеличивает выживаемость жи-
вотных при эндотоксемии и сепсисе, а блокада β-AR, на-
против, увеличивает смертность [33, 34].

Ренин-ангиотензиновая система. Гипергомоцистеи-
немия приводит к значительным изменениям на уров-
не экспрессии генов основных компонентов классиче-
ской ACE/ATII/AT1R и альтернативной ACE2/AT(1–7)/
MasR осей RAS в аорте крыс: снижается содержание мР-
НК ACE на 20%, MasR на 40% и ACE2 на 50% (рис. 5, а). 
При этом сила ATII-индуцированного сокращения изо-
лированных колец аорты уменьшается на 42%, почеч-
ной артерии – на 60% по сравнению с аналогичными 
показателями в сосудах контрольных крыс (рис. 5, б).

Установлено, что через 24 часа после однократного 
введения ЛПС крысам с высоким уровнем гомоцистеина 
в плазме крови в тканях аорты еще в большей степени по-
давляется экспрессия генов ACE, ACE2 и MasR. Несмотря 

Рис. 4. Влияние метиониновой нагрузки и ЛПС Salmonella Typhimurium (LPS) на (а) уровень мРНК вазоконстрикторных (α1a-AR, α1d-AR) 
и вазодилататорных адренорецепторов (β1-AR, β2-AR) и (б) силу FE-индуцированного сокращения изолированных колец аорты. Стати-
стическая значимость: * – p < 0,05 по сравнению с контрольной группой, и группой животных с метиониновой нагрузкой; # – p < 0,05 по 
сравнению с контрольной группой, ## – p < 0,01 по сравнению с группой животных с метиониновой нагрузкой.

а

а

б

б

Рис. 5. Влияние метиониновой нагрузки и ЛПС Salmonella Typhimurium (LPS) на (а) уровень мРНК рецепторов AT1AR, MasR, ангиотензинпре-
вращающих ферментов ACE и ACE2 в аорте и (б) силу ATII-индуцированного сокращения изолированных колец аорты и почечной артерии. 
Статистическая значимость: * – p < 0,05 по сравнению с контрольными крысами; # – p < 0,01 по сравнению с контрольной группой, ## – 
p < 0,05 по сравнению с группой животных с метиониновой нагрузкой.
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на то, что введение ЛПС приводит к ещё более значимо-
му снижению чувствительности сосудов к действию ATII, 
уровень экспрессии AT1AR, опосредующих вазоконстрик-
торных эффект ATII, остается неизменным (рис. 5, б). 

Таким образом, нами впервые показано, что ЛПС 
усиливает вызванный гипергомоцистеинемией дисба-
ланс активностей классической и альтернативной осей 
RAS, в результате чего сосуды малого и большого кали-
бра (аорта и почечная артерия) теряют чувствительность 
к вазоконстрикторному действию ATII. 

Серотониновая, вазопрессиновая и эндотелиновая систе-
мы. Установлено, что при гипергомоцистеинемии в аор-
те крыс в 2 раза снижается экспрессия генов V1AR и су-
щественно не изменяется для 5НТ2AR и ETR (рис. 6, а). 
При этом уменьшается сократительная реакция колец аор-
ты на воздействие агонистов этих рецепторов (рис. 6, б). 
Показано, что под влиянием действия ЛПС в аорте значи-

тельно увеличивается экспрессия эндотелиновых рецеп-
торов. ЛПС-индуцированное повышение уровня мРНК 
ETAR и ETBR рецепторов в аорте крыс не зависело от кон-
центрации гомоцистеина в плазме крови (рис. 3, в и 6, а). 

Инозитол-1,4,5-трисфосфатные рецепторы (IP3R). 
Установлено, что метиониновая нагрузка приводит к из-
менению транскрипционной активности генов IP3Rs, 
которые играют центральную роль в генерации и под-
держании миогенного тонуса сосудов. В аорте крыс сни-
жается уровень мРНК рецепторов 2 и 3 типов и не из-
меняется IP3R1 (рис. 7). 

Ранее аналогичные изменения в экспрессии IP3Rs 
были выявлены в сосудах старых крыс обоего пола [35]. 
В экспериментах на культуре ГМК аорты крысы по-
казано, что пролиферирующие клетки экспрессируют 
преимущественно IP3R2 и IP3R3, но в процессе их раз-
вития экспрессия этих типов рецепторов уменьшает-

а б

Рис. 6. Влияние метиониновой нагрузки и ЛПС Salmonella Typhimurium (LPS) на (а) уровень мРНК вазопрессиновых (V1AR), серотониновых 
(5НТ2AR) и эндотелиновых (ETAR, ETBR) рецепторов и (б) силу агонист-индуцированного сокращения изолированных колец аорты. Стати-
стическая значимость: * – p < 0,05 по сравнению с контрольными крысами; # – p < 0,01 по сравнению с контрольной группой, ## – p < 0,01 
по сравнению с группой животных с метиониновой нагрузкой.

Рис. 7. Влияние метиониновой нагрузки и ЛПС Salmonella Typhimurium (LPS) на экспрессию генов инозитол-1,4,5-трисфосфатных рецепто-
ров (IP3Rs) в аорте крыс с нормальным и высоким уровнем гомоцистеина в крови. Статистическая значимость: * – p < 0,05 по сравнению с 
контрольными крысами; # – p < 0,05 по сравнению с контрольной группой, ## – p < 0,01 по сравнению с группой животных с метиониновой 
нагрузкой.
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ся, а IP3R1, напротив, возрастает [36, 37]. IP3R3 игра-
ют особую роль в индукции апоптоза преимуществен-
но путем передачи Ca2+-сигналов в митохондрии. IP3R3 
могут не только активировать, но и ингибировать апоп-
тоз, и этот процесс реализуется по Akt-IP3R3-зависимо-
му механизму [38]. Нами высказано предположение, что 
снижение экспрессии генов IP3R2 и IP3R3 типов в аор-
те крыс с гипергомоцистеинемией негативно влияет 
не только на сократительные свойства сосудов, но и на 
пролиферативную и апоптотическую активность глад-
комышечных и эндотелиальных клеток.

ЛПС независимо от уровня гомоцистеина в крови 
животных вызывает значительное снижение содержа-
ния мРНК для IP3R1 и повышение – для IP3R2 и IP3R3 
(рис. 7). Показано, что подавление экспрессии под-
типа IP3R1 методом РНК-интерференции приводит 
к значительному уменьшению суммарных Ca2+-сигна-
лов и прекращению осцилляций Ca2+, а подавление экс-
прессии IP3R3 вызывает более устойчивые и продол-
жительные колебания внутриклеточной концентрации 
Ca2+, чем в контроле [39]. Эти результаты позволили ав-
торам предположить, что в клетках IP3R1 и IP3R3 ока-
зывают противоположные эффекты на генерацию вну-
триклеточных колебаний Ca2+. Полученные нами дан-
ные об изменении экспрессии IP3Rs в аорте крыс после 
метиониновой нагрузки и воздействия ЛПС свидетель-
ствуют о нарушении внутриклеточного кальциевого об-
мена, что может быть одним из механизмов развития ги-
пореактивности сосудов по отношению к вазоактивным 
соединениям, независимо от уровня экспрессии их ре-
цепторов. В частности, при ЛПС-индуцированной ги-
перэкспрессии ETR мы наблюдали угнетение реакции 
сосудов в ответ на воздействие эндотелина-1.

Метиониновая нагрузка не приводила к летальным 
исходам. В группе животных после однократного вве-
дения ЛПС смертность составляла 7%, а в группе с вве-
дением ЛПС после метиониновой нагрузки – 50%, что 
свидетельствовало об утяжелении инфекционного про-
цесса у животных с гипергомоцистеинемией.

Заключение

Таким образом, полученные данные свидетельству-
ют о синергизме негативного влияния гипергомоци-
стеинемии и ЛПС на сократительную функцию аор-
ты и почечной артерии крыс, а также на экспрессию 
генов рецепторных и регуляторных белков, участвую-
щих в регуляции тонуса сосудов. Эти изменения мо-
гут приводить к выраженным нарушениям системного 
и органного кровотока и развитию полиорганной недо-
статочности, в том числе острого респираторного дис-
тресс-синдрома, при эндотоксемии.
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