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Актуальность Расширение знаний о патогенезе отморожений и появление новых медикаментозных препаратов делают 
возможным улучшение результатов лечения отморожений. Это может быть достигнуто, в частности, за счет введения 
в состав комплексной терапии комбинации селективного агониста дельта-опиоидных рецепторов (DSLET) и серотони-
нергического средства (серотонина адипинат), обладающей анальгетической, иммуномодулирующей, антиоксидантной и 
противовоспалительной активностью.
Цель исследования Изучение фармакологической коррекции контактного отморожения с помощью комбинированного ле-
чения DSLET и серотонина адипината в эксперименте.
Материалы и методы Исследование выполнено на 200 половозрелых крысах-самцах линии «Wistar». Контактное отморо-
жение моделировали с помощью предварительно охлажденной в жидком азоте металлической гирьки размером 3,5-3,0 см, 
которую прикладывали к депилированной коже спины крысы на 3 минуты. Наряду с проведением стандартной антибак-
териальной терапии (контрольная группа) животные опытных групп получали лечение DSLET (10 мкг/кг в/б), серотонина 
адипинатом (4,5 мг/кг в/б) или их комбинацией в указанных дозах. На 1, 3, 7, 14-е сутки после холодовой травмы у всех 
животных оценивали уровень микроциркуляции с помощью лазерного доплеровского флуометра и динамику биохимических 
показателей крови (малоновогодиальдегида (МДА), интерлейкина 6 (ИЛ-6), фактора некроза опухоли-α (ФНО-α), суперок-
сид-дисмутазы (СОД), каталазы).
Результаты и их обсуждение Моделирование контактного отморожения в контрольной группе приводило к снижению 
уровня микроциркуляции в пограничной некрозу зоне на 1, 3, 7, 14-е сутки по сравнению с интактной группой животных. 
Контактное отморожение вызывало развитие оксидативного стресса и воспалительной реакции, что подтверждалось 
характерной динамикой биохимических маркеров в сыворотке крови нелеченых животных, при этом отмечалось досто-
верное повышение концентрации МДА, ИЛ-6, ФНО-α и снижение активности СОД, также отмечалось компенсаторное 
повышение активности одного из основных ферментов антиоксидантной защиты – каталазы. Включение в комплекс ле-
чения комбинации DSLET (10 мкг/кг) и серотонина адипината (4,5 мг/кг) на фоне антибактериальной терапии цефотак-
симом в дозе 0,085 г/кг, на 14-е сутки после моделирования патологии приводило к увеличению уровня микроциркуляции на 
27,2 % по сравнению с группой, не получавшей лечение (р<0,05). Комбинированное введение препаратов приводило к сни-
жению концентрации МДА, снижению уровня провоспалительных цитокинов ИЛ-6, ФНО-α на 1, 3, 5, 7-е сутки, а также 
к повышению активности каталазы и СОД на 7, 14-е сутки экспериментального исследования.
Выводы Проведенное исследование подтверждает наибольшую эффективность комбинированного использования DSLETи 
серотонина адипината, по сравнению с монотерапией, на модели экспериментального контактного отморожения.
Ключевые слова Контактное отморожение, микроциркуляция, диагностика, лечение, экспериментальное исследование
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Relevance Increased knowledge of the pathogenesis of frostbite and new pharmacological agents make it possible to improve 
the treatment results of local cold injury. This can be achieved, in particular, through the introduction of drug combination - the 
selective agonist of the delta-opioid receptors (DSLET) and the serotonergic agent (serotonin adipinate) which possesses analgesic, 
immunomodulatory, antioxidant and anti-inflammatory activity.
The purpose of the study To investigate the effect of combined pharmacological treatment by DSLET and serotonin adipinate in 
experimental local frostbite.
Materials and methods The study was conducted on 200 male Wistar rats. The local frostbite was inflicted with a preliminary 
cooled in liquid nitrogen metal plummet size 3.5-3.0 cm pressing against the shaved skin of the back during 3 min. Alongside with 
the standard antibiotic therapy (control) animals of the experimental groups were treated DSLET (10 mkg/kg intra-peritoneally (IP), 
serotonin adipinate (4.5 mg/kg IP) or its combination in indicated doses. Using the method of laser Doppler flowmetry the level of 
microcirculation was assessed as well as the biochemical changes in serum (malondialdehyde (MDA), interleukin-6 (IL-6), tumor 
necrosis factor alpha (TNF-α), superoxide dismutase (SOD), catalase) in all animals at 1, 3, 7 and 14 days after cold injury. 
Results and their discussion The model of local frostbite in control group resulted in reduction of microcirculation in necrosis 
boundary area at 1, 3, 7 and 14 days compared to the intact animals. The local frostbite injury induced oxidative stress and inflam-
mation that were confirmed by typical dynamics of serum biochemical markers of non-treated rats while the significant increase the 
concentration of MDA, IL-6, TNF-α and decrease SOD activity were recognized. Also compensatory enhancement of catalase activ-
ity – one of the major antioxidant enzymes was observed. As well additional administration of drug combination DSLET (10 mkg/
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kg) with serotonin adipinate (4.5 mg/kg) to antibacterial treatment by cefotaxime in dose 0.085 g/kg increased the microcirculation 
by 27.2% compared to the non-treated group (р<0.05) at day 14 after damage due to frostbite injury in rats. A curative beneficial 
effect caused by combined pharmacological treatment of local frostbite was also confirmed by decrease of MDA concentration and 
pro-inflammatory cytokines IL-6 level at 1, 3, 5 and 7 days and by enhance of catalase and SOD activities at day 7 and 14 following 
experimentally induced frostbite.
Conclusion Compared to monotherapy, combined usage of DSLET and serotonin adipinate provides a better pharmacological 
treatment efficiency in experimental model of local frostbite.
Key words Local frostbite, microcirculation, diagnostics, treatment, experimental study

Актуальность 

отморожения представляют собой спектр по-
вреждений от необратимых разрушений клетокдо 
обратимых изменений клеток, наблюдаемых после 
согревания. Эти изменения включают увеличение от-
ека тканей, сосудистого стаза и распространяющегося 
тромбоза, ведущего к развитию микроциркуляторного 
коллапса и дальнейшего  некроза ткани [2,3,6,7,8,9].

В этой связи несомненный интерес представля-
ет изучение возможности дополнительной фармако-
логической коррекции отморожений препаратами из 
группы опиоидных пептидов и серотонинергических 
средств. По данным литературы известно, что меха-
низм фармакологического действия опиоидных пеп-
тидов  обусловлен их анальгетическим действием, 
что приводит к ограничению болевого афферентного 
потока при длительном введении препарата и способ-
ствует мобилизации регуляторных систем организма 
[5]. В то же время доказаны многочисленные точки 
приложения серотонина адипината. так, под его воз-
действием происходит стимулирующее действие на 
гладкую мускулатуру сосудов, снижается интенсив-
ность свободнорадикального окисления, увеличива-
ется стойкость капилляров, нормализуется функция 
нейтрофилов при различной патологии [4]. 

таким образом, несмотря на широкое примене-
ние лекарственной терапии при отморожениях, ис-
пользование селективного агониста дельта опиоидных 
рецепторов dsLet и серотонинергического средства 
- серотонина адипината позволяет раскрыть перспек-
тиву их целенаправленного изучения в качестве до-
полнения к существующим методам лечения.

целью исследования является изучение фарма-
кологической коррекцииконтактного отморожения с 
помощью комбинированного лечения dsLet и серо-
тонина адипината в эксперименте.

Материалы и методы

Исследование выполнено на 200 половозрелых 
крысах-самцах  линии «Wistar», массой тела 250 г. Для 
исследования взяты крысы без внешних признаков за-
болевания, прошедшие карантинный режим. Живот-
ные во время эксперимента содержались в виварии 
Курского государственного медицинского универси-
тета в одинаковых условиях на стандартном пище-
вом режиме. операции и все манипуляции с крысами 

проводились в условиях общего обезболивания,путем 
внутрибрюшинного введения  хлоралгидрата в дозе 
300 мг/кг животного.

Эксперимент проводился в соответствии с Пра-
вилами лабораторной практики (Приказ Министер-
ства здравоохранения и социального развития рос-
сийской Федерации от 23 августа 2010 г. № 708н «об 
утверждении Правил лабораторной практики»).

Этические принципы обращения с лабораторны-
ми животными соблюдались в соответствии с «euro-
pean convention for the protection of Vertebral  Animals 
used for experimental and other scientific Purposes. 
cets no. 123».

В исследовании все животные были разделены на 
три серии: интактную, контрольную и опытную.

У крыс контрольной серии(40 животных) после 
наступления наркотического сна моделировали отмо-
рожение с помощью металлической гирьки размером 
3,5-3,0 см, которую предварительно охлаждали в жид-
ком азоте, а потом прикладывали к депилированной 
коже спины крысы на 3 минуты по методу Бойко В.В., 
2010 [2]. После эксперимента наблюдали за общим 
состоянием животных. оценивали состояние участ-
ков кожи спины крыс, подверженных отморожению. 
Моделирование повреждения позволило получить 
контактное отморожение 3 степени.У всех животных 
контрольной серии проводили исследование микро-
циркуляции и биохимических показателей крови на 1, 
3, 7, 14-е сутки после холодовой травмы.

Измерение микроциркуляции на спине экс-
периментального животного проводилис помощью 
лазерного доплеровского флуометра (ЛДФ) фирмы 
«Biopacsystems» Мр -100 с датчиком tsd–144 и про-
граммы Acqknowledge 3.8.1. [1].

Измерение показателей микроциркуляции вы-
полнялось на пограничной некрозу зоне в 6 точках. 
Показатели имели вид ЛДФ-грамм и выражались в 
перфузионных единицах (п.е.). запись проводилась в 
течении 30 сек. в каждой точке. Из полученных зна-
чений выводили среднее, которое вносили в протокол 
исследования.

Для биохимического исследования крови произ-
водился забор крови крыс на 1, 3, 7, 14-е сутки после 
моделирования отморожения. В комплекс биохимиче-
ских исследований входило определение уровня: ма-
лоновогодиальдегида (МДА), интерлейкина 6 (ИЛ-6), 
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фактора некроза опухоли – α  (ФНо-α), супероксида-
димутазы (соД) и каталазы в сыворотке крови живот-
ных.

У крыс интактной серии без моделирования от-
морожения (40 животных) также производили иссле-
дование микроциркуляции и биохимических показа-
телей (МДА, ИЛ-6, ФНо-α, соД, каталазы) на 1, 3, 7, 
14-е сутки.

Крысы опытной серии (120 животных) после мо-
делирования отморожения были разделены на 3 груп-
пы.

Крысам первой группы (40 животных) сразу по-
сле моделирования отморожения вводили селектив-
ный агонист дельта опиоидных рецепторов dsLet 
внутрибрюшинно (в/б) в дозе 10 мкг на 1 кг массы те-
лана 1, 3, 5 и 7-е сутки. Исследуемый пептид dsLet 
был синтезирован в лаборатории синтеза пептидов Ин-
ститута экспериментальной кардиологии КНц рАМН.

Крысам второй группы (40 животных) сразу  по-
сле моделирования отморожения вводили серотони-
нергическое средство - серотонинаадипинатв/б в дозе 
4,5 мг на 1 кг массы тела на 1, 3, 5 и 7-е сутки, произ-
водства НПц «ФАрМзАЩИтА», россия.

Крысы третьей группы (40 животных) получали 
комбинированное лечение dsLet в дозе 10 мкгв/б и 
серотонина адипинатв дозе 4,5 мг на 1 кг массы тела 
в/б, сразу  после моделирования отморожения, а также 
на первые, третьи, пятые и седьмые сутки.

У всех животных опытной серии проводили ис-
следование микроциркуляции и биохимических пока-
зателей (МДА, ИЛ-6, ФНо-α, соД, каталазы) крови на 
1, 3, 7, 14-е сутки после холодовой травмы.

Животные всех исследуемых серий (контрольная 
и опытная) получали в/м антибактериальную терапию 
путем введения цефотаксима в дозе 0,085 г на 1 кг мас-
сы тела, ежедневно в течение 7 дней. 

В качестве критериев эффективности лечения 
использовались: динамика показателей уровня микро-
циркуляции, оценка биохимических показателей.

Достоверность наблюдавшихся при действии ис-
следованных препаратов  изменений параметров, как 
абсолютных, так и в процентах от исходного уровня, 
определяли путем расчета средней арифметической 
(M), ошибки средней арифметической (±m) и оцен-
ки достоверности различий сравнимых параметров 
между группами с использованием t-test для групп с 
разными дисперсиями.Достоверными считались раз-
личия сравниваемых параметров при p<0,05. 

Результаты и их обсуждение

Моделирование отморожения в группе экспери-
ментальных животных приводило к значительным на-
рушениям кровотока в пограничной некрозу зоне. 

На 1, 3, 7 и 14-е  сутки исследования в контрольной 
серии отмечалось достоверное снижение показателей 
микроциркуляции, которые отличались от интактной 
группы на 77,7, 69,2, 51,4 и 34,4% соответственно. Вос-

становление уровня микроциркуляции в контрольной 
группе начиналось с 7-х суток исследования, однако 
до 14-х суток оставалось достоверно ниже значения, 
зарегистрированного в группе интактных животных: 
74,89±2,17  и 114,06±2,78 п.е., соответственно (p>0,05).

При оценке уровня микроциркуляции в груп-
пах опытной серии было выявлено, что введение ис-
следуемых препаратов и их комбинации способствует 
повышению уровня микроциркуляциив пограничной 
некрозу зоне.так, введениеdsLet в дозе 10 мкг/кг со-
провождалось повышением показателей ЛДФ на всех 
сроках исследования, а к 14-м суткам достоверно от-
личалось от контрольной группына 12,8 %. 

В группе животных, получавших серотонина 
адипинатв дозе 4,5 мг/кг отмечалось достоверное уве-
личение показателей микроциркуляции на 1 и 3-х сут-
ках эксперимента по сравнению с  контрольной серией 
животных: на 45,9 ина 39,8%, соответственно.

Комбинированное применение dsLet в дозе 10 
мкг/кг и серотонинаадипината в дозе 4,5 мг/кг, приве-
ло к увеличению показателей ЛДФ до значений, досто-
верно отличающихся (p<0,05) от таковых в контроль-
ной серии на соответствующих сроках:1-е сутки – на 
53,7%, 3 сутки – на 37,2%, 7-е сутки –  на 32,3%, 14 сут-
ки – на 27,2%.обращает на себя внимание, что к кон-
цу эксперимента значение микроциркуляции в груп-
пе животных, получавших комбинированное лечение 
не отличалось от интактной группы:  103,01±6,50 и 
114,06±2,78 п.е., соответственно (p>0,05).

развитие отморожения подтверждалось  дина-
микой  биохимических маркеров воспаления иокси-
дативного стресса. так, в сыворотке крови нелеченых 
животных отмечалось достоверное повышение кон-
центрации МДА на 44,7% в 1-е сутки, на 28,6% – 3-и, 
на 30,2% – 7-е сутки и на 20,3% – 14-е. также отмеча-
лоськомпенсаторное повышение активности одного из 
основных ферментов антиоксидантной защиты - ката-
лазы на 22,7%- 3 сутки эксперимента, с последующим 
его снижением на 7 и 14-е сутки относительно группы-
интактных животных.

При использовании комбинированного лечения, 
включающегоdsLet в дозе 10 мкг/кг и серотонинаадипи-
нат в дозе 4,5 мг/кг, прослеживалась нормализация концен-
трации МДА на 7 и 14 сутки эксперимента на 20% и 27,7% 
соответственно (p<0,05). 

Важно отметить влияние dsLet и серотонина ади-
пинатапри монотерапиии в комбинации на повышение ак-
тивности каталазы на протяжении всего эксперимента, что 
способствовало адекватной антиоксидантной защите орга-
низма животных (рис. 1).

В ходе дальнейших исследований установлена эф-
фективность лечения отморожения на фоне введения ком-
бинации исследуемых препаратов, что подтверждалось 
снижением уровня провоспалительных цитокинов ИЛ-6 
и ФНо -α. Важно отметить, что уже к 3-м суткам экспери-
мента имело место достоверное снижение  ИЛ-6 на 53,3% и  
ФНо-α на 43,6% (рис. 2, рис. 3). Вероятно, это результат ад-
дитивного фармакологического эффекта исследуемых пре-
паратов, в том числе за счет наиболее эффективного вклада 

V.A.Lazarenko et al. combined pharmacological correction of experimental frostbite
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Рис. 1. Влияние DSLET10 мкг/кг, серотонинаадипината 4,5 мг/
кг, комбинации DSLET 10 мкг/кги серотонинаадипината 4,5 
мг/кг на активность каталазы при моделировании отмороже-
ния (Мкат/л).  * - при p< 0,05 в сравнении с интактной группой, 
** - при p< 0,05 в сравнении с контрольной группой.

серотонина адипината в снижении цитокинов на 7 и 14-е 
сутки эксперимента (рис. 2, рис. 3). В ходе дальнейших 

Рис. 2. Влияние DSLET 10 мкг/кг, серотонинаадипината 4,5 
мг/кг, комбинации DSLET 10 мкг/кги серотонинаадипината 
4,5 мг/кг на концентрациюФНО-α при моделировании от-
морожения (пг/мл). * - при p< 0,05 в сравнении с интактной 
группой, ** - при p< 0,05 в сравнении с контрольной группой.

Рис. 3. Влияние DSLET 10 мкг/кг, серотонинаадипината 4,5 мг/
кг, комбинации DSLET 10 мкг/кг и серотонинаадипината 4,5 
мг/кг на активность ИЛ-6 при моделировании отморожения 
(пг/мл). * - при p< 0,05 в сравнении с интактной группой, ** - 
при p< 0,05 в сравнении с контрольной группой.

экспериментальных исследований установлено, что у 
крыс с моделью отморожения через 24 часа в сыворот-
ке крови наблюдалось снижение активности соД, что 
выражалось в более низких значениях – 8,25 усл.ед/мл, 
по сравнению с интактными животными – 12,62 усл.
ед/мл (p<0,05). Данная тенденция сохранялась на 3 и 
7-е сутки включительно и нормализировалась к 14-м 
суткам эксперимента. При введении dsLet снижение 
активности соД было выраженно в меньшей степени 
по сравнению с группой нелеченых животных. так, 
на фоне введения dsLet на 3, 7-е сутки исследования 
имел место подъем активности соД на 8,3, и на 26,45% 
(p<0,05) соответственно в сравнении с контрольной 
серией. При комбинированном введении препаратов 
было выявлено более выраженное  повышение соД на 
7-е сутки – 28,7%, по сравнению с контрольной серией 
животных.Полученные нами результаты при моно- и 
комбинированной терапии подтвердили предположе-
ние об аддитивном противовоспалительном, антиок-
сидантном действии исследуемых препаратов на моде-
ли контактного отморожения.

таким образом, несмотря на широкое примене-
ние лекарственной терапии при отморожениях, ис-
пользование селективного агониста дельта опиоидных 
рецепторов dsLet и серотонинергического средства 
- серотонина адипината позволяет раскрыть перспек-
тиву их целенаправленного изучения в качестве до-
полнения к существующим методам лечения.

Выводы

1. Предложенная модель отморожения у экспери-
ментальных животных приводила к снижению уров-
ня микроциркуляции в пограничной некрозу зоне, а 
также вызывала  развитие воспалительной реакции, 
оксидативного стресса, выражающихся в характерной 
динамике биохимических маркеров: повышении уров-
ня ИЛ-6 и ФНо-α, повышении концентрации МДА, 
снижении активности соД и каталазы.

2. Включение в комплекс лечения внутрибрю-
шинное введение комбинации  dsLet в дозе 10 мкг/кг 
и серотонина адипинат в дозе 4,5 мг/кг на 1, 3, 5 и 7-е 
сутки после моделирования отморожения, приводило 
к достоверному увеличению показателей микроцир-
куляции на всех соках исследования по сравнению с 
нелечеными животными.

3. Комбинированное лечение dsLet в дозе 10 
мкг/кг и серотонина адипинатом в дозе 4,5 мг/кгпри-
водило к снижению концентрации МДА, уровня про-
воспалительных цитокинов ИЛ-6, ФНо-α на 1, 3, 5 и 
7-е сутки после отмороженияи способствоваоповыше-
нию активности каталазы, соД к 7 и 14-м суткам экс-
перимента. 
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