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ПОЛОВЫЕ РАЗЛИЧИЯ ПРИ МОДЕЛИРОВАНИИ  
АЛКОГОЛЬНОЙ НЕЙРОПАТИИ У КРЫС 

Шекунова Е.В. 1,2  - к.б.н. , Кашкин В.А. 1,2 - к.м.н.,  
1 – Санкт-Петербургский Институт Фармации, 2 - Институт фармакологии им. 

А.В.Вальдмана ПСПГМУ им. акад. И.П. Павлова.  

УДК: 612.67 

РЕФЕРАТ 
Целью данного исследования была адаптация модели 

развития алкогольной нейропатии у самок и самцов 

крыс линии Вистар. Использование метода форсирован-

ного питья этанола в нарастающих концентрациях (от 

7,47% (w/w) до 26,2% (w/w) ) в течение 8 недель приве-

ло к развитию алдодинии, которая отражает развитие 

нейропатии . При этом наблюдались существенные меж-

половые различия.  Значительная аллодиния фиксировалась у самцов крыс к 8-ой неделе 

потребления этанола, у циклирующих самок значимого развития аллодинии зарегистри-

ровано не было. В то же время в группе овриэктомированных самок наблюдлось значи-

мое развитие аллодинии. Полученные результаты говорят о важности такого фактора, 

как гормональный статус, в развитии алкогольной нейропатии, что необходимо учиты-

вать при тестировании с использованием данной модели препаратов, потенциально об-

ладающих нейропротекторными и анальгетическими свойствами. 

Ключевые слова: алкоголь, нейропатия, тактильная аллодиния, половые различия, 

крысы.  

ВВЕДЕНИЕ  
Алкогольная нейропатия – это алко-

гольное поражение периферического от-

дела нервной системы, являющееся наи-

более частым осложнением острой и хро-

нической алкогольной интоксикации. 

Алкогольная нейропатия имеет симпто-

мы, схожие с другими формами повреж-

дения нервов: покалывание, онемения 

конечностей, озноб, нарушение координа-

ции, и так далее. Все это может сопрово-

ждаться хроническими болями, типичны-

ми для периферической нейропатии. В 

последние десятилетия в индустриально 

развитых странах наметилась тенденция к 

увеличению потребления алкоголя жен-

щинами, и, как следствие, к увеличению 

частоты встречаемости среди женщин 

осложнений (в том числе и развитием 

нейропатии), связанных с хроническим 

потреблением алкоголя (Gomberg, 1993). 

По всей вероятности в развитии алко-

гольной нейропатии, основное значение 

имеет прямой нейротоксический эффект 

этанола и его метаболитов (Koike et al., 

2003, Claus et al., 1985; Monforte, Estruch 

et al., 1995). Однако данные, полученные 

в последние годы, показали, что в разви-

тии патологии могут принимать участие 

такие индуцирующие нейродегенератив-

ные процессы факторы как оксидативный 

стресс, инсулиновая резистентность 

(Bosch-Morell et al., 1998; De la Monte et 

al., 2005, Cohen et al., 2007; De la Monte et 

al., 2008; De la Monte et al., 2009; Nguyen 

et al., 2012). Предполагается, что в резуль-

тате алкогольной интоксикации наруша-

ется баланс между прооксидантами и ан-

тиоксидантами до такой степени, что в 

результате окисления повреждаются био-
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молекулы, в том числе жиры, белки, 

ДНК, что, в конечном счете, ведет к по-

вреждению клеток и развитию нейропа-

тии (Chopra, Tiwari, 2011). На фоне хро-

нического потребления алкоголя при ок-

сидативном стрессе происходит высвобо-

ждение цитокинов - медиаторов воспале-

ния, и активация протеин киназы С (Dina 

et al., 2007). Также в развитии алкоголь-

ной нейропатии показана роль активации 

глутаматных mGlu5 рецепторов спинного 

мозга (Miyoshi et al., 2007), опиоидергиче-

ской системы и гипоталамо-гипофизарно-

адреналовой системы (Gianoulakis et al., 

2003; Thayer et al., 2006). Немаловажным 

в развитии алкогольной нейропатии явля-

ется и влияние половых гормонов. Пока-

зано наличие половых различий в разви-

тии экспериментальной алкогольной ней-

ропатии у крыс (Dina et al., 2007). Важ-

ную роль в наблюдаемых половых разли-

чиях может играть женский половой гор-

мон эстроген, которыйобладает модули-

рующим действием на ноцицептивную 

систему (Craft et al.,, 2004). Эстрогеновые 

рецепторы присутствуют и в спинальных 

ганглиях (Shughrue et al., 1997), что созда-

ет морфологическую базу для непосред-

ственного влияния эстрогенов на процесс 

развития периферической алкогольной 

нейропатии. Кроме того, эстроген облада-

ет нейропротективным действием, кото-

рое уменьшает нейротоксическое дейст-

вие этанола (Jung et al., 2005, Rewal et al., 

2005), что также может быть причиной 

различной чувствительности самцов и 

самок к нейротоксическому действию 

этанола. 

В данном исследовании было изучено 

развитие алкогольной нейропатии у сам-

цов и самок (циклирующих и овариэкто-

мированных) крыс. С этой целью была 

проведена адаптация одной из сущест-

вующих на сегодняшний день моделей 

развития алкогольной нейропатии. Полу-

ченные результаты могут служить осно-

вой для исследований лекарственных пре-

паратов с нейропротективным и анальге-

тическими свойствами с дальнейшей оп-

тимизацией терапии с учетом межполо-

вых различий. 

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ  
Эксперименты выполнены на самках и 

самцах крыс линии Вистар массой 200-

250 г (питомник «Рапполово», Россия). 

Животных содержали в условиях 24-х 

часового фоторежима (12 ч день:12 ч 

ночь, включение света в 8:00), контроли-

руемой температуры (22ºC±2ºC) и влаж-

ности (65%±10%) воздуха при свободном 

доступе к очищенной воде и стандартно-

му корму (гранулированный комбикорм). 

За неделю до начала эксперимента живот-

ные  были рассажены в клетки индивиду-

ального содержания. 
Индукция алкогольной нейропатии 

Животные подвергались процедуре 

форсированного потребления алкоголя. 

Еженедельно концентрация этанола по-

вышалась в следующем порядке: 7,47% 

(w/w), 12,68% (w/w), 17,03% (w/w), 21,6% 

(w/w), 26,2% (w/w). Далее до окончания 

эксперимента животные получали этанол 

в концентрации 26,2% (w/w). Ежедневно 

животные получали доступ к питьевой 

воде на 1 ч. На период отмены алкоголя 

животные получали воду в течение суток 

без ограничений. Доступ к корму не огра-

ничивался. Еженедельно проводилось 

взвешивание животных и регистрация 

количества потребленного алкоголя 

(путем взвешивания бутылок с этанолом).  

Для изучения влияния отмены алкого-

ля на выраженность нейропатии у самцов 

и самок крыс в течение 1 недели живот-

ные получали только воду. 

Овариэктомия 

Операция по удалению яичников у 

самок крыс проводилась, как было описа-

но ранее (Shekunova и Bespalov, 2006), с 

применением ингаляционной анестезии 

(фторотан). 

Поведенческая оценка развития алко-

гольной нейропатии 
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Еженедельно проводилась оценка раз-

вития тактильной аллодинии с использо-

ванием калиброванных микрофиламентов 

фон Фрея (Stoelting, США) по методике 

Чаплан («up-down method”) (Chaplan, 

Bach et al., 1994). Животные высажива-

лись в специальные боксы, где адаптиро-

вались к условиям эксперимента в тече-

ние 10-15 минут. Затем к каждой лапе 

животного последовательно прикладыва-

лись микрофиламенты различного диа-

метра. Психофизиологический среднеэф-

фективный порог тактильной реактивно-

сти рассчитывали по методу, описанному 

Диксоном (Dixon, 1980). На фоне отмены 

этанола оценка аллодинии проводилась 

ежедневно. 

Статистическая обработка. 

Для анализа данных использовался 

двухфакторный дисперсионный анализ 

(ANOVA) с повторными измерениями, в 

случае обнаружения достоверного влия-

ния исследуемого фактора последующие 

межгрупповые сравнения были проведе-

ны с использованием критерия Бонферро-

ни. Различия были определены при уров-

не значимости р<0,05. Статистический 

анализ выполнялся с помощью программ-

ного обеспечения SPSS v16 (IBM Corp., 

US). 

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
Взвешивание животных и бутылок с 

этанолом проводилось еженедельно. По-

требление алкоголя в максимальной кон-

центрации в среднем составило 8,14±0,52 

г/кг/день. Различий в потреблении этано-

ла между всеми экспериментальными 

группами выявлено не было. 

Половые различия в развитии 

аллодинии у крыс 

На рисунке 1 представлены дан-

ные о развитии аллодинии при 

сравнительном изучении алко-

гольной нейропатии у самцов и 

самок (циклирующих и овариэк-

томированных) крыс. При прове-

дении дисперсионного анализа с 

повторными измерениями взаи-

модействие факторов «группа 

животных» и «неделя тестирова-

ния» было достоверным 

(F22,176=2,76, p<0,01), при этом 

влияние фактора «группа живот-

ных» было близко к достоверно-

му - F2,16=3,5, p=0,055. После-

дующие межгрупповые сравне-

ния показали, что у циклирую-

щих самок крыс аллодиния, вы-

званная хроническим потребле-

нием алкоголя, была выражена в 

меньшей степени, чем у самцов 

и овариэктомированных крыс 

(рисунок 1). При этом потреб-

ляемое количество алкоголя в 

перечете на кг массы тела не 

различалось (дисперсионный 

Рис. 1. Развитие аллодинии на фоне форсированного 

потребления этанола у самцов (n=8) и самок (циклирующих 

(n=5) и овариэктомированных (n=6)) крыс.  

Развитие аллодинии оценивали с помощью калиброван-

ных микрофиламентов фон Фрея.  Данные представлены в 

виде средних значений порога отдергивания задних лап (M ± 

m). Измерения проводились еженедельно. * - р<0,05, значи-

мые отличия от показателей, полученных в первую неделю 

эксперимента у данной группы животных. 
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анализ с повторными измерениями, фак-

тор «группа животных» - F2,16=1,69, 

p=0,22). 

Для изучения выраженности нейропа-

тии при абстинентном алкогольной син-

дроме животные в течение 1 недели полу-

чали только воду. На фоне отмены алко-

голя, также  как и при развитии аллоди-

нии при форсированном потреблении, у 

циклирующих крыс признаки развития 

алкогольной нейропатии были выражены 

в меньшей степени (рисунок 2). Диспер-

сионный анализ с повторными измере-

ниями показал значимость фактора 

«гормональный статус» (F1,20=45,26, 

p<0,0001). Последующие межгрупповые 

сравнения (post hoc) подтвердили стати-

стически значимое отличие между груп-

пами (p<0,001; Тест Бонферрони). 

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
На основании полученных результа-

тов можно говорить об успешной разра-

ботке простого протокола, который по-

зволяет моделировать развитие алкоголь-

ной нейропатии у самцов и самок крыс в 

течение 2-3-х месяцев. Данная методика 

позволяет изучать терапевтическую ак-

тивность фармакологических агентов на 

стадии развития патологического процес-

са и изучать эффективность препаратов в 

лечении уже развившейся патологии. 

В течение алкоголизации крысы по-

требляли около 8 г/кг этанола в день. В 

данном исследовании признаки алкоголь-

ной нейропатии (аллодиния) фиксирова-

лись уже на 7-й неделе потребления алко-

голя у овариэктомированных самок и с 8-

ой недели – у самцов, Полученные ре-

зультаты согласуются с литературными 

данными, где аллодиния и гипералгезия у 

самцов крыс фиксировались на 8-й неделе 

от начала потребления алкоголя (Tiwari et 

al., 2009). Важно отметить, что у цикли-

рующих самок тактильная чувствитель-

ность не менялась достоверно по отноше-

нию к исходному уровню на протяжении 

всего наблюдения.  

Рисунок 2 – Аллодиния после отмены эта-

нола у самок и самцов крыс. Черные треуголь-

ники – самцы (n=8) , черные кружки - самки 

циклирующие (n=5), белые - самки овариэкто-

мированные (n=6). Развитие аллодинии оцени-

вали с помощью калиброванных микрофила-

ментов фон Фрея.  Данные представлены в 

виде средних значений порога отдергивания 

задних лап (M ± m). По оси абсцисс -  дни по-

сле отмены алкоголя (животные получали 

только воду);* - р<0,05, значимые отличия 

между овариэктомированными и циклирую-

щими самками в данный день эксперимента 

(тест Бонферрони); # - р<0,05, значимые 

отличия между исходным уровнем и днем 

отмены (тест Бонферрони). 

После отмены этанола аллодиния про-

должает присутствовать в течение, как 

минимум, одной недели, как у самцов, так 

и у овариэктомированных самок. У цик-

лирующих самок достоверных изменений 

порогов отдергивания лап на фоне отме-

ны этанола обнаружено не было. 

Таким образом, как на фоне потребле-

ния этанола, так и при отмене алкоголя у 

циклирующих крыс признаки развития 

алкогольной нейропатии были выражены 
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в меньшей степени по сравнению с овари-

эктомированными самками и с самцами. 

Хотя имеющиеся литературные данные 

(Dina et al., 2007) свидетельствуют о том, 

что алкогольная нейропатия в большей 

степени развивается у циклирующих са-

мок по сравнению с овариэтомированны-

ми, расхождения с полученными нами 

данными могут быть обусловлены рядом 

факторов: различные линии крыс (линия 

Вистар (Wistar) в данном исследовании и 

линия Спрег-Доули (Sprague-Dawley) в 

исследовании Dina О.), а также другая 

методика измерения болевых порогов. 

Однако наибольшее значение может 

иметь возраст крыс, в котором была про-

ведена операция по овариэктомии. Так в 

нашем исследовании самки были овари-

эктомированы в возрасте 3-х месяцев, в 

то время как в работе Dina О.А яичники 

были удалены у самок до достижения 

половозрелости (в возрасте 21 день).  

Полученные данные о половых разли-

чиях в процессе развития алкогольной 

нейропатии у крыс линии Вистар (более 

сильная выраженность патологии у ова-

риэктомированных крыс по сравнению с 

циклирующими самками) позволяет сде-

лать предположении о возможном нейро-

протективном действии женских половых 

гормонов на периферические нейродеге-

неративные процессы, ведущие к разви-

тию алкогольной нейропатии. На сего-

дняшний день накоплено большое коли-

чество данных о нейропротективной роли 

эстрогенов. Показано, что эстроген обла-

дает нейропротекторным действием, 

уменьшая нейротоксический эффект эта-

нола (Jung et al., 2005, Rewal et al., 2005). 

Таким образом, использованный мето-

дический подход позволяет моделировать 

развитие алкогольной нейропатии у сам-

цов крыс линии Вистар. Однако у цикли-

рующих интактных самок, хронически 

потребляющих этанол в том же режиме, 

что и самцы, развития аллодинии зафик-

сировать не удалось. Полученные данные 

говорят о существовании половых разли-

чий в поведенческих проявлениях моде-

лируемой патологии. Овариэктомия, при-

водящая к снижению уровня половых 

стероидов, индуцировала развитие пове-

денческих проявлений нейропатиии у 

овариэктомированных самок крыс. При-

чем выраженность аллодинии у овариэк-

томированных самок была сопоставима с 

таковой, наблюдаемой у самцов. Полу-

ченные результаты говорят о важности 

такого фактора, как гормональный статус, 

в развитии алкогольной нейропатии, что 

необходимо учитывать при тестировании 

с использованием данной модели препа-

ратов, потенциально обладающих нейро-

протекторными и анальгетическими свой-

ствами. Представляется перспективным 

дальнейшее изучение механизмов, лежа-

щих в основе наблюдаемых половых раз-

личий в развитии нейропатии, что может 

способствовать, в дальнейшем, оптимиза-

ции терапии алкогольной нейропатии.  

Sex different of experimental alcohol 
neuropathy in rats.  

E. Shekunova, V. Kashkin.  
ABSTRACT  

The aim of this study was  to adjust  one 

of the existing model of - alcoholic neuropa-

thy development using force alcohol con-

sumption schedule in male and female Wis-

tar rats. As a result, it was shown that by 8 

weeks in chronic consumption of ethanol 

(26,2% (w/w)) resulted in development of  

signs of neuropathy, which appeared in the 

presence of allodinia. There were significant 

sex differences in allodinia development. 

Significant allodinia was observed in male 

rats following 8 weeks of ethanol consump-

tion. In contrast, there were no observed 

signs of allodinia in cycling females. Deple-

tion of sex hormones by ovariectomy re-

sulted in allodinia development in ovariec-

tomised female rats. Results obtained here 

underlines role of sex hormones in the proc-

ess of neuropathy development.  

Key words: alcohol, neuropathy, tactile 
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allodinia, sex different, rat. 
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УДК 616-093  

ВЛИЯНИЕ ФИКСИРУЮЩИХ ЖИДКОСТЕЙ  
НА МИКРОСКОПИЧЕСКУЮ СТРУКТУРУ ОРГАНОВ 

МЕЛКИХ ЛАБОРАТОРНЫХ ЖИВОТНЫХ 

Гущин Я.А – м.н.с., Мужикян А.А.- м.н.с.,  

Санкт-Петербургский Институт Фармации 

РЕФЕРАТ 
Один из важнейших этапов обработки гистологического материала являет-

ся этап фиксации. Результат всего эксперимента может быть утерян при 

неправильном выборе или использовании фиксирующего раствора. Так же 

в ходе изучения гистологических срезов мы часто сталкиваемся с артефак-

тами, возникающими в ходе обработки материала. В данном исследовании 

мы изучили влияние фиксирующих растворов (10% формалин, 95% этанол 

и Фиксатол) на микроструктуру тканей сердца, легкого, печени, почек и 

кишечника. В результате исследования были предложены рекомендации по применению 

выбранных фиксаторов для получения полноценных и достоверных гистологических 

данных в экспериментах на мелких лабораторных животных. 

Ключевые слова: Гистологические исследования, фиксация, формалин, этанол, 

Фиксатол. 

ВВЕДЕНИЕ 
Важной частью гистологических ис-

следований является необходимость со-

хранить органы и ткани для дальнейшего 

изучения их структуры. Для достижения 

этих целей служит фиксация материала. 

Цель фиксации – убить клетку и одновре-

менно сохранить ее, насколько это воз-

можно, в том состоянии, в каком она на-

ходилась при жизни [1]. Несмотря на раз-

нообразие способов изучения микро-

структуры объектов, таких как витальные 

окраски, исследование в темном поле, 

флюоресцентная микроскопия и многие 

другие, фиксированные препараты все 

равно остаются основными объектами 

исследования.  

Существует несколько вариантов фик-

сации – замораживание, высушивание и 

химическая фиксация, которая наиболее 

распространена и достигается погружени-

ем органов и тканей в жидкий фиксатор.  

В настоящий момент известно несколько 

десятков фиксирующих жидкостей, кото-

рые можно разделить на 

«простые» (формалин, спирты, ацетон, 

сулема) и «сложные». Составными частя-

ми сложных фиксаторов являются про-

стые, наиболее часто используют спирт-

формол, жидкость Ценкера, фиксатор 

Корнуа, смесь Буэна, смесь Шаффера и 

другие. Стоит заметить, что нет какого-то 

одного универсального фиксирующего 

раствора – каждый из них имеет как свои 

преимущества, так и свои недостатки, и 

зачастую используется под конкретные 

задачи. Такое разнообразие фиксаторов 

только доказывает важность одного из 


