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На 1 стр. обложки: Королевский ветеринарный колледж (неофициально РВК ) явля-

ется ветеринарным образовательным учреждением, который расположен в Лондоне, 

(Англия) и является колледжем федерального Лондонского университета. РВК был ос-

нован в 1791 году и вступил в Лондонский университет в 1949 году. Это одна из семи 

старейших и крупнейших ветеринарных школ в Соединенном Королевстве. 
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Also, in recent times, due to the advent 

of new drugs and dosage forms, the need for 

targeted drug delivery, is a topical applica-

tion of a more technologically advanced 

methods of administration, such as endotra-

cheal, intranasal, intra-articular. These and 

some other routes of administration, and 

their maximum amounts, in Russian litera-

ture are often not described in detail. This 

article provides general data obtained in the 

course of many years of practical experience 

of our institute, the descriptions and the 

maximum possible volume of the main ways 

of introducing medicament. 
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ХАРАКТЕРИСТИКА СТРОЕНИЯ СКЕЛЕТА  
ЭМБРИОНОВ КРЫС ПРИ ИЗУЧЕНИИ  

ЭМБРИОТОКСИЧНОСТИ ЛЕКАРСТВЕННЫХ  
ПРЕПАРАТОВ 

Е.С. Посысаева, М.Н. Макарова,  В.Г. Макаров,  

О.И. Авдеева, С.В. Седова, А.В. Рыбакова, СПбИФ 

В исследованиях тератогенного эф-

фекта лекарственных препаратов важно 

иметь ряд четко отслеживаемых или ис-

числяемых характеристик, по которым 

можно судить о наличии и степени тера-

тогенного действия у препарата. В на-

стоящем эксперименте были получены 

Ключевые слова: тератогенный эффект, скелет, эмбрион, крысы. 

Key words: teratogenic effect, skeleton, embryo, rats. 

характеристики развития скелета эмбрио-

нов аутбредных крыс (Питомник лабора-

торных животных РАМН «Рапполово») 

на 20 день гестации в нормальных усло-

виях без введения лекарственных препа-

ратов. Эмбрионы были извлечены путем 

кесарева сечения, зафиксированы в 96% 

этаноле, просветлены и окрашены краси-

телем ализариновый красный по методу 

Доусона для визуализации оссифициро-

ванной костной ткани. Развитие скелета и 

оссификацию костной ткани оценивали 

согласно рекомендациям Current Protocols 

in Toxicology, part Teratology, 2007, John 
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Wiley & Sons. Получены качественные и 

количественные характеристики развития 

скелета (количество оссифицированных 

позвонков хвоста, костей и фаланг перед-

них и задних конечностей). Показано, что 

полученные характеристики однородны в 

представленной выборке и могут служить 

отправной точкой в оценке влияния ле-

карственных препаратов на развитие ске-

лета в период гестации.  

ВВЕДЕНИЕ 
На сегодняшний день изучение эм-

бриотоксического и тератогенного дейст-

вия фармакологических препаратов и 

субстанций является важной и неотъемле-

мой частью доклинических испытаний. 

Получаемые сведения позволяют оценить 

риск применения препаратов на различ-

ных сроках беременности. Самыми рас-

пространёнными формами клинического 

проявления нарушений эмбриогенеза яв-

ляются задержка роста, задержка наступ-

ления оссификации и нарушения форми-

рования скелета [4, 6]. В 1959 году 

Джэймс Вилсон разработал и валидиро-

вал протокол исследования и анализа 

структурных пороков развития на эм-

брионах грызунов [9]. Данный протокол 

включал внешнюю визуальную оценку, 

анализ мягких тканей и органов, сбор и 

анализ измеряемых параметров, а также 

оценку развития скелета окрашенного с 

помощью красителя ализариновый крас-

ный по методу Доусона [3]. Этот краси-

тель прочно связывается с оссифициро-

ванными участками скелета, что позволя-

ет легко визуально оценить аномалии его 

развития, получить морфометрические 

данные (размеры костей), а по глубине 

окраски – оценить степень оссификации 

или выявить ее задержку [1]. В настоящее 

время существует много модификаций 

метода окраски скелета, большинство из 

них подразумевают удаление кожи и 

внутренних органов, и использование для 

просветления раствора 1-2% гидроксида 

калия в течение длительного времени. 

Однако при работе с эмбрионами крысы, 

ввиду их небольших размеров, удаление 

внутренних органов необязательно. Внут-

ренние органы не связывают краситель и 

в достаточной степени просветляются в 

растворе щелочи, чтобы не мешать визу-

ально исследовать окрашенный скелет.  

Целью настоящего исследования было 

оценить характеристики строения скелета 

у эмбрионов крыс, используя метод окра-

ски скелета эмбрионов крысы с помощью 

красителя ализариновый красный, без 

предварительного удаления мягких тка-

ней и органов [7].  

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
В данном эксперименте использова-

лись самки аутбредных крыс (Питомник 

РАМН «Рапполово») в возрасте 4 меся-

цев, весом 230-250г. После адаптации 

было проведено определение фазы эст-

рального цикла и отобрано 10 самок в 

фазе эструса. После ссаживания с самца-

ми в течение одной ночи для спаривания 

самки, в вагинальном мазке которых бы-

ли обнаружены сперматозоиды, были 

отобраны для эксперимента, и этот день 

считался днем начала гестации. 6 из 10 

самок забеременели. На 20 день гестации 

самки были эвтаназированы, эмбрионы 

были извлечены путем кесарева сечения. 

Полученные эмбрионы оценивали визу-

ально на наличие аномалий развития. По-

ловину эмбрионов вскрывали и исследо-

вали на наличие аномалий внутренних 

Рис. 1. Эмбрион крысы после  

просветления в 2% растворе гидроксида 

калия в течение 2 суток.  
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органов, остальные эмбрионы (n=37) 

взвешивали и фиксировали в 96% этаноле 

в течение 2-3 суток, при этом объем фик-

сирующей жидкости превышал объем 

эмбриона в 10 раз. Затем эмбрины поме-

щали в ацетон на 10-14 часов для вмыва-

ния липидов. Далее эмбрионы помещали 

в 2% раствор гидроксида калия на 2-3 

суток. В результате большинство тканей 

эмбриона становилось полупрозрачными 

и через них отчетливо просматривались 

матово-белые кости (рис 1).  

После просветления эмбрионы поме-

щали в раствор красителя – 0,03% ализа-

риновый красный в 1% растворе гидро-

ксида калия на 3-4 часа. Для дифференци-

ровки окраски – удаления избытка краси-

теля из мягких тканей – эмбрионы пере-

носили в 1% раствор гидроксида калия с 

добавлением 1/5 части глицерина на 5-7 

суток, в зависимости от массы эмбриона. 

По окончании дифференцировки окраски 

эмбрионы помещали в смесь глицерина и 

этанола 1:1 (v/v) на 1-2 сутки. Готовые 

окрашенные эмбрионы переносили для 

хранения и исследования в глицерин (рис 

2). Окрашенные образцы скелета эмбрио-

нов исследовали с помощью светового 

микроскопа (AxioImager, Carl Zeiss) с 

увеличением х10. Развитие скелета и ос-

сификацию костной ткани оценивали со-

гласно рекомендациям Current Protocols in 

Toxicology, part Teratology, 2007, John 

Wiley & Sons [2]. Оссификацию оценива-

ли по глубине окраски по отделам: кости 

черепа, грудного отдела, верхних и ниж-

них конечностей, включая кости пояса 

конечностей, и выражали в процентах 

частоту встречаемости задержки/

снижения оссификации. Оценивали 

наличие/отсутствие оссификации подъя-

зычной кости и костей грудины; считали 

количество оссифицированных позвонков 

хвоста, оссифицированных пястных кос-

тей и костей плюсны, количество оссифи-

цированных проксимальных и дисталь-

ных фаланг каждой передней и задней 

конечности [2]. Так же считали, при нали-

чии, количество смещенных (неправи-

льно сочлененных), срощенных, удвое-

ных, дефектных позвонков и ребер [2].  

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
В ходе исследования путем кесарева 

сечения было получено 6 пометов от 6 

самок. Количество эмбрионов и среднее 

значение массы тела эмбрионов в каждом 

помете представлены в табл. 1. По ре-

зультатам вскрытия половины эмбрионов 

аномалий развития внутренних органов 

обнаружено не было. 

По окончании процедур просветления 

и окраски ализариновым красным по ме-

тоду Доусона эмбрионы были полностью 

прозрачны и сквозь ткани был отчетливо 

различим хорошо окрашенный скелет 

(рис 2).  

Исследование эмбрионов с помощью 

светового микроскопа позволило оценить 

степень оссификации скелета. Кости че-

репа, грудного отдела, в том числе кости 

грудины, кости верхних и нижних конеч-

ностей, включая кости пояса конечно-

стей, имели темно-фиолетовую окраску, и 

были практически непрозрачными. За-

держки или снижения оссификации не 

наблюдалось, кроме двух эмбрионов, у 

которых свод черепа и подъязычная кость 

имели светлую окраску. Данные о коли-

честве оссифицированных позвонков хво-

ста, костей пясти и плюсны, а также про-

ксимальных и дистальных фаланг пред-

Таблица 1 
Данные о количестве и  
массе тела эмбрионов 

Количество  

эмбрионов  

в помете 

Средняя масса тела, г  

(n = количество  

эмбрионов в помете) 

12 4,70±0,2 

12 5,37±0,2 

9 5,08±0,3 

10 5,35±0,2 

9 3,67±0,4 

10 4,92±0,2 
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Рис. 2. Готовый окрашенный скелет  

эмбриона в глицерине  

ставлены в табл. 2. Следует отметить, что 

проксимальные фаланги задних конечно-

стей не были оссифицированы в подав-

ляющем большинстве случаев, тогда как 

фаланги передних конечностей были ос-

сифицированы у всех эмбрионов (рис. 3, 

рис. 4), (табл. 2). Ни у одного эмбриона 

не было обнаружено срощенных, удвое-

ных, смещенных или неправильно сочле-

ненных позвонков или ребер. Не было 

Рис. 3. Фотография костей передней 

конечности: слева – оссифицированно 

четыре кости пясти, четыре прокси-

мальных и четыре дистальных фаланги; 

справа – из проксимальных фаланг осси-

фицировано только две.  

Рис. 4. Фотография костей задней 

конечности: оссифицированно четыре 

кости плюсны и пять дистальных фа-

ланг; проксимальные фаланги не  

оссифицированны.  

Таблица 2 
Количественные характеристики оссификации позвоночника и конечностей 

Показатель Среднее значение, M±n  

Оссифицированных позвонков хвоста 4,22±0,6 (n=37) 

Оссифицированных пястных костей 3,95±0,2 (n=74) 

Оссифицированных проксимальных  

фаланг на передней конечности 

3,82±0,6 (n=74) 

Оссифицированных дистальных  

фаланг на передней конечности 

4,28±0,5 (n=74) 

Оссифицированных костей плюсны 3,97±0,2 (n=74) 

Оссифицированных проксимальных  

фаланг на задней конечности 

0,36±0,7 (n=74) 

Оссифицированных дистальных  

фаланг на задней конечности 

4,26±0,4 (n=74) 

обнаружено наплывов, явных утолщений, 

искривлений костей. Полученные в ходе 
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исследования данные свидетельствуют о 

нормальном развитии эмбрионов.  

Количество эмбрионов, имеющих не-

которую задержку оссификации черепа, 

составляет 5,4 %, что допустимо в нор-

мальных условиях развития [1,8]. В ис-

следованиях препаратов, оказывающих 

тератогенное действие, как, например, 

вальпроевая кислота, количество эмбрио-

нов с задержкой оссификации свода чере-

па и неоссифицированной подъязычной 

костью составляет 16% даже после при-

менения препарата в минимальной дозе, в 

то время как в контрольной группе со-

ставляет около 7% [5]. Отсутствие осси-

фикации проксимальных фаланг задних 

конечностей скорее стоит отнести к осо-

бенностям развития, чем к задержке осси-

фикации, так как это явление представле-

но у подавляющего большинства эмбрио-

нов данной выборки, и протекает на фоне 

нормальной оссификации костей плюсны 

и дистальных фаланг задних конечностей, 

а также нормальной степени оссификации 

передних конечностей и позвонков хво-

ста.  

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
В исследованиях тератогенного эф-

фекта лекарственных препаратов важно 

иметь ряд четко отслеживаемых или ис-

числяемых характеристик, по которым 

можно судить о наличии и степени тера-

тогенного действия у препарата. В на-

стоящем исследовании были получены 

характеристики развития скелета в нор-

мальных условиях эмбрионов аутбредных 

крыс (Питомник РАМН «Рапполово») на 

20 день гестации. Показано, что данные 

характеристики однородны в представ-

ленной выборке, и могут служить отправ-

ной точкой в оценке влияния лекарствен-

ных препаратов на развитие скелета в 

период гестации.  

Characterization of the structure of 
the skeleton in rat embryos in the study of 
embryo toxicity of drugs. 

Posysaeva E.S., MakarovаM.N., 

Avdeevа O.I., Sedovа S.V., Rybakovа 
A.V., Makarov V.G. 
SUMMARY 

In studies of teratogenic effects of drugs 

it is important to have a set of well-tracked 

or countable characteristics by which you 

can judge the presence and degree of terato-

genic effects of the drug. In the present study 

were obtained characteristics of skeletal de-

velopment in normal embryos of outbred rats 

(RAMS "Rappolovo") on day 20 of gesta-

tion. It is shown that these characteristics are 

uniform in the submitted sample, and can 

serve as a starting point in evaluating the 

effect of drugs on skeletal development dur-

ing gestation. 
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25 июня 2013 г. ушел из жизни доктор 

ветеринарных наук, лауреат премии Сове-

та Министров СССР, заслуженный дея-

тель науки Российской Федерации, дейст-

вительный член Международной акаде-

мии аграрного образования, профессор 

кафедры патофизиологии ФГБОУ ВПО 

«Санкт-Петербургская государственная 

академия ветеринарной медицины» 

 Он родился в г. Ленинграде 11 мая 

1926 года. После окончания Казалинского 

ветеринарного техникума (Казахстан) 

служил по специальности в рядах Совет-

ской Армии (1944-1947 г.г.). В 1947 году 

поступил в Ленинградский ветеринарный 

институт. Окончил его с отличием и рабо-

тал ветеринарным врачом в Новоржев-

ском районе Псковской области (1952-

1956г.г.). В 1956 году вернулся в инсти-

тут, на кафедру патофизиологии, где в 

студенческие годы занимался в научном 

кружке. Прошел путь от младшего науч-

ного сотрудника, лекционного ассистен-

та, ассистента, доцента до профессора, 

заведующего кафедрой. Степень кандида-

та биологических наук за работу в облас-

ти радиобиологии получил в 1963 г., сте-

пень доктора ветеринарных наук за изу-

чение видовых особенностей лихорадоч-

ной реакции у животных была присужде-

на ему в 1983 г. Ученое звание профессо-

ра присвоено в 1984 г. Кафедрой патофи-

зиологии академии заведовал с 1974 по 

2001 г. С 1979 по 1986 г. работал по со-

вместительству деканом учебного фа-

культета ЛВИ. 

 Активно занимался научной деятель-

ностью. Создал свою научную школу. 

Начиная с 1986 года под руководством 

С.И. Лютинского успешно стало разраба-

тываться новое для того времени научное 

направление: «Патофизиология иммун-

ной системы животных». Начало было 

положено исследованиями сотрудников 

кафедры, аспирантов, докторантов со-

стояния Т- и В-систем иммунитета у здо-

ровых животных разных видов и при па-

тологии как в экспериментальных, так и в 

клинических условиях. Были разработаны 

и утверждены соответствующие рекомен-

дации по применению пептидных биоре-

гуляторов в ветеринарной практике. В 

1990 г. профессор С.И. Лютинский, аспи-

ранты кафедры Т.А. Иванова, Э.П. 

Скрипник в соавторстве с другими испол-

нителями были удостоины премии Совета 

Министров СССР « … за разработку и 

внедрение в промышленное производст-

во, ветеринарию и здравоохранение но-

вых высокоэффективных пептидных био-

регуляторов…». 

 Профессором С.И. Лютинским опуб-

ликовано более 160 научных работ, по-

священных разным аспектам патофизио-

логии животных. Под его руководством 

выполнено 6 докторских и 10 кандидат-

ПАМЯТИ ПРОФЕССОРА  
ЛЮТИНСКОГО СТАНИСЛАВА  

ИВАНОВИЧА 


