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Внутриутробная гипоксия – самый распространенный пренатальный фактор риска, 
представляющий непосредственную опасность не только для жизни плода, но также для 
будущей постнатальной жизни организма. Целью настоящего исследования является 
выявление связи между гипоксией плода и окислительным стрессом, а также оценка 
значения гестационного возраста и пола для развития окислительного стресса. Беремен-
ных крыс подвергали острой гипоксии на 10-е либо 20-е сут беременности, что соответ-
ствует первому и второму триместрам беременности у человека. У новорожденных кры-
сят на 2-е сут жизни и у половозрелого потомства обоих полов на 60-е сут жизни 
проводили оценку состояния антиоксидантной защиты по содержанию небелковых тио-
лов в крови и гомогенате печени, каталазной и супероксиддисмутазной активности в го-
могенате печени, общей антиоксидантной активности и уровню церулоплазмина в плаз-
ме крови, а также по интенсивности перекисного окисления липидов в плазме крови 
и  гомогенате печени. Независимо от срока гестации, на котором потомство перенесло 
острую гипоксию, у новорожденных крысят зафиксированы многочисленные измене-
ния показателей системы антиоксидантной защиты, свидетельствующие в пользу разви-
тия окислительного стресса, что может быть причиной показанных уже для взрослых 
животных нарушений неврологического и кардиологического характера.
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Внутриутробная гипоксия – самый распро-
страненный пренатальный фактор риска, опреде-
ляющий нарушения развития плода и повышаю-
щий риск перинатальной и младенческой 
смертности [1]. Так, гипоксия плода является при-
чиной более 30% неонатальных смертей во всем 
мире [2]. Одним из путей патогенеза внутриутроб-
ной гипоксии, определяющим тяжесть поврежде-
ний, является повышенная выработка активных 
форм кислорода (АФК). АФК необходимы для вы-
полнения ряда клеточных функций, особенно на 
ранних стадиях эмбриогенеза. Однако антиокси-
дантная защита (АОЗ) не может противостоять  
избыточному производству АФК, что приводит 
к  развитию клеточного окислительного стресса. 
Повреждение ДНК, денатурация белков и перекис-
ное окисление липидов, вызванные АФК, могут 
нарушать функции плаценты, что приводит к сни-
жению содержания кислорода и  питательных ве-
ществ у плода [3]. Этот патологический каскад вы-
зывает ограничения роста плода, что часто 

коррелирует с аномальным развитием органов, ко-
торые могут не поддерживать нормальное функци-
онирование в течение будущей жизни [4]. Другими 
словами, внутриутробная гипоксия является осно-
вой фетального программирования, представляя 
непосредственную опасность не только для жизни 
плода, но также для будущей постнатальной жизни. 
Острая гипоксия во время беременности встречает-
ся значительно реже, чем хроническая гипоксия, 
однако последствия кратковременных эпизодов 
острой гипоксии, обычно длящихся несколько ми-
нут, могут быть даже более серьезными, чем по-
следствия гипоксии хронической. При этом важно 
учитывать, что в обоих случаях влияние на разви-
тие плода сильно варьирует и зависит, в том числе, 
от срока гестации, на котором произошла гипоксия 
[5, 6]. Кроме того, особый интерес представляют 
гендерные отличия в реакциях на пренатальную ги-
поксию у половозрелого потомства. Данное иссле-
дование направлено на выявление связи между ги-
поксией плода и окислительным стрессом, а также 
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оценку значения гестационного возраста и пола 
для развития окислительного стресса. Беременных 
крыс подвергали острой гипоксии в период ранне-
го органогенеза, т.е. на 10-е сут внутриутробного 
развития, или в предродовой период, т.е. на 
20-е  сут внутриутробного развития. Выбранные 
сроки пренатального развития крысы соответст-
вуют 3-й и 13–15-й нед. беременности в развитии 
человека [7, 8]. Вопрос о роли гестационного воз-
раста во время гипоксического воздействия  
в  литературе рассматривают редко, традиционно 
доклинические и клинические исследования оце-
нивают последствия гипоксии, возникающие 
в третьем триместре беременности, а также непо-
средственно перед родами или во время родов. 
Влияние гипоксии на ранних сроках внутриутроб-
ного развития изучено крайне неполно. Однако 
периоды раннего и интенсивного органогенеза 
также являются критическими периодами эмбри-
огенеза, и последствия стрессорного воздействия 
в это время не только влияют на последующие 
этапы эмбрионального развития, но и  значитель-
но повышают риск возникновения различных на-
рушений в  отдаленные периоды постнатального 
развития [9, 10]. Понимание зависимости степени 
развития окислительного стресса у плода от пери-
ода гипоксического воздействия позволит опреде-
лить возможные механизмы, предопределяющие 
риск заболевания в постнатальном периоде, а так-
же оценить оптимальные стратегии терапевтиче-
ских воздействий, направленных на снижение 
вредных последствий окислительного стресса.

Материалы и методы
Эксперименты на животных. Все экспери-

менты на животных проводили в соответствии 
с Руководством по уходу и использованию лабора-
торных животных, опубликованным в Директивах 
Европейского Союза 2010/63/EU. Животных со-
держали при 21±2 °C и относительной влажности 
53±5% с циклом свет/темнота – 12/12 ч (свет 
включен в 9:00, выключен в 21:00). 

Беременных самок крыс линии Wistar (возраст 
10–14 нед.; вес 200–230 г на начало эксперимента) 
подвергали острой гипоксии, как описано ранее 
[9], на 10-е (n = 3) или 20-е сут беременности 
(n = 3), что соответствует первому и  второму три-
местрам беременности человека. Контрольных 
животных (n = 4) гипоксии не подвергали. Мы не 
наблюдали значимых различий в количестве ново-
рожденных детенышей (9 ± 1) между контрольны-
ми и опытными крысами, хотя независимый мно-
голетний физиологический мониторинг показал, 
что у последних вероятность неблагоприятных ис-
ходов беременности выше. В  эксперименте ис-
пользовали потомство самок крыс линии Wistar на 
2-е и 60-е сут жизни. Потомство оставалось с ма-
терями до 28-х сут жизни, далее до 40-х сут живот-
ных одного помета содержали по 5–6 крыс в клет-

ке (Т/4К 555/4K, 580×375×200 мм), после чего 
самок и самцов рассаживали по разным клеткам.

Использовали три экспериментальные груп-
пы: контроль – потомство контрольных живот-
ных; ОПГ(10) и ОПГ(20) – потомство самок, пе-
режившее острую пренатальную гипоксию (ОПГ) 
на 10-е либо 20-е сут гестации соответственно. 
Общее количество животных в эксперименталь-
ных группах указано в подрисуночных подписях.

Моделирование острой гипобарической гипок-
сии. Самок крыс подвергали острой гипобариче-
ской гипоксии (5% O2) до первого агонального 
вдоха в декомпрессионной камере объемом 3,3 л, 
атмосферное давление снижали вакуумным насо-
сом «Mez Mohelnice» (Чехия) за 1 мин [11]. Время 
гипоксического воздействия в группах достовер-
но не различалось и составило 169,6 ± 53,8 с 
и  148,3±23,9 с на 10-е и 20-е сут беременности  
соответственно.

Оценка состояния системы АОЗ. Оценку со-
стояния АОЗ проводили у новорожденных на 2-е, 
а у половозрелого потомства обоих полов – на 
60-е сут постнатального развития.

Получение крови и плазмы крови. Забор проб 
крови проводили во время декапитации живот-
ных. Цельную кровь (с добавленным гепари- 
ном, 10 ед./мл) центрифугировали 10 мин при  
2000 об./мин и 4 °С (центрифуга Heraeus Labofuge 
400R, Thermo Fisher Scientific, США). Плазму  
отбирали для измерения количества церулоплаз-
мина, общей антиоксидантной активности плаз-
мы (ОААП), количества активных  продуктов –  
тиобарбитуровой кислоты (ТБК-активных про-
дуктов – ТБК-АП). 

Получение 10%-ного гомогената печени. Цель-
ный кусок органа (массой до 250 мг) помещали 
в раствор калий-фосфатного буфера (0,015 М, рН 
7,8) в соотношении 1:9 и гомогенизировали (гомо-
генизатор Heidolph, Silent Crusher S, Германия) 
при 4 °С. В полученном гомогенате измеряли ак-
тивности супероксиддисмутазы (СОД) и каталазы, 
общее количество белка, количество небелковых 
тиолов и ТБК-АП.

Определение общей активности СОД в гомоге-
нате печени. Метод основан на способности био-
логических образцов подавлять автоокисление 
адреналина в щелочном буфере, измерение актив-
ности проводили при 25 °С. Одна единица актив-
ности СОД определяется как ингибирование ско-
рости окисления адреналина на 50%. Изменение 
поглощения измеряли при 485 нм. Активность  
выражали в усл. ед./мг белка [12].

Определение каталазной активности в гомоге-
нате печени. Принцип метода основан на том, что 
каталаза разрушает Н2О2. Измеряют уменьшение 
оптической плотности образца при 240 нм. Одна 
единица каталазной активности определена как 
количество фермента, необходимое, чтобы пере-
работать 1 мкмоль Н2О2 в мин при 37 °С. Количе-
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ство израсходованной Н2О2/мин вычисляли с уче-
том коэффициента экстинкции – 46,3 М-1см-1. 
Активность фермента выражали в единицах ката-
лазной активности на грамм общего белка в мину-
ту (кU/г белка).

Определение количества церулоплазмина.  
Количество церулоплазмина определяли по окси-
дазной активности белка, используя в качестве 
субстрата окисления ортофенилендиамин, окра-
шенный продукт реакции измеряли при 492 нм. 
Концентрацию церулоплазмина, выраженную 
в  мкг/мл плазмы, определяли по калибровочной 
кривой, построенной с использованием стандарт-
ных растворов церулоплазмина.

Определение количества небелковых тиолов 
в крови и гомогенате печени. Метод основан на ре-
акции SH-группировок с реактивом Эллмана 
(5,5’-дитиобис-(2-нитробензойная кислота)) с об-
разованием окрашенного продукта. Определение 
оптической плотности проводили при длине вол-
ны 412 нм, концентрацию рассчитывали с учетом 
разведения, молярного коэффициента экстинк-
ции 136000 M-1см-1 и пересчитывали на гемогло-
бин (Гб в крови) или общий белок (в гомогенате 
печени), выражали в нмоль/мг Гб и нмоль/мг бел-
ка соответственно.

Определение ОААП крови. Метод основан на 
способности антиоксидантов плазмы крови, в ос-
новном уратов, участвовать в образовании ком-
плекса восстановленного железа с 2,4,6-трипире-
дилтриазином с максимумом поглощения при 
длине волны 593 нм. ОААП определяли по кали-
бровочной прямой с использованием известных 
концентраций восстановленного железа и выра-
жали в мкмоль Fe2+/л плазмы [13].

Определение количества ТБК-АП в плазме крови 
и гомогенате печени. ТБК-АП появляются в ре-
зультате взаимодействия конечных продуктов пе-
рекисного окисления липидов с 2-тиобарбитуро-
вой кислотой, что позволяет определять их 
концентрацию по поглощению при 532 нм. Со-
держание ТБК-АП в крови определяли с учетом 
разведений и коэффициентом молярной экстинк-
ции комплекса малонового диальдегида с ТБК, 
0,156 мкМ-1см-1. Полученные данные выражали 
в нмоль/мл плазмы или нмоль/мг белка [14].

Определение общего количества белка в гомоге-
нате печени. Использовали модифицированный 
метод Лоури для определения небольших коли-
честв белка в биологическом материале с использо-
ванием реактива Фолина-Чокальтеу, оптическую 
плотность измеряли при 650 нм. Концентрацию 
белка, выраженную в мг/мл, определяли по кали-
бровочной кривой, построенной с использованием 
стандартных растворов альбумина [14].

Определение уровня гемоглобина в гемолизате 
крови. При взаимодействии гемоглобина с раство-
ром додецилсульфата натрия происходит его  
превращение в окисленную низкоспиновую фор-

му – гемихром, имеющую красноватый цвет, ин-
тенсивность которого прямо пропорциональна 
концентрации гемоглобина в пробе. Оптическую 
плотность раствора измеряли при 540 нм. Количе-
ство гемоглобина рассчитывали с учетом разведе-
ния и молярного коэффициента экстинкции ге-
михрома при 540 нм, 10,16 мМ-1см-1 [13].

Статистическая обработка. Значения пред-
ставлены как среднее ± стандартная ошибка 
среднего. Статистический анализ выполняли  
с использованием GraphPad Prism, версия 7.0 
(GraphPad Software Inc., США). Сравнения между 
несколькими экспериментальными группами 
проводили с использованием одностороннего 
дисперсионного анализа (тест Тьюки). Парное 
сравнение между соответствующими группами са-
мок и самцов проводили с использованием непа-
раметрического U-критерия Манна-Уитни.

Результаты
Анализ состояния системы АОЗ крови и печени 

у новорожденного потомства, пережившего вну-
триутробную гипоксию. АФК очень реакционно-
способны, поэтому для оценки степени окисли-
тельного стресса применяли комплексную оцен-
ку, позволяющую определить как активность 
компонентов системы АОЗ (уровень небелковых 
тиолов в крови и печени, активность каталазы 
и СОД), так и один из показателей окислительно-
го стресса (уровень ТБК-АП) [13]. 

Как видно на рис. 1, вне зависимости от срока 
гестации, на котором потомство перенесло острую 
гипоксию, на 2-е сут постнанального развития на-
блюдали все признаки развития окислительного 
стресса: значимое снижение активности компо-
нентов АОЗ (СОД и каталазы), а также увеличение 
уровня ТБК-АП в печени. Увеличение количества 
небелковых тиолов в крови крысят, подвергнутых 
острой гипоксии на 10-е сут гестации, может быть 
связано с влиянием гипоксии на систему регуля-
ции эритропоэза [15], что могло привести к цир-
куляции в крови более молодых эритроцитов, 
у  которых уровень антиоксидантов выше, чем 
у эритроцитов животных, не подвергнутых гипок-
сическому воздействию [16].

Анализ состояния системы АОЗ крови и печени 
у половозрелого потомства обоих полов, пережив-
шего внутриутробную гипоксию. У половозрелого 
потомства обоих полов, пережившего внутриу-
тробную гипоксию, значимых изменений показа-
телей оксидативного стресса, как и показателей 
АОЗ, не наблюдали за исключением увеличения 
уровня церулоплазмина у самцов группы ОПГ(10) 
на 30,7%. При этом у самцов по сравнению с сам-
ками был зарегистрирован также более низкий 
уровень активности ряда компонентов АОЗ 
(ОААП крови и уровня небелковых тиолов в  пе-
чени) и маркера окислительного стресса ТБК-АП 
в крови и печени (рис. 2, 3). Наблюдаемые разли-
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Рис. 1. Показатели окислительного стресса и АОЗ в крови и печени новорожденных детенышей, переживших острую пренаталь-
ную гипоксию в разные периоды внутриутробного развития.
Условные обозначения: ОПГ(10) – острая пренатальная гипоксия на 10-е сут гестации; ОПГ(20) – острая пренатальная гипоксия 
на 20-е сут гестации.

чия характеризуются повышенной активностью 
как липоперекисных процессов, так и компонен-
тов АОЗ у самок, что свидетельствует о специ-
фичности метаболических реакций и потенциаль-
ном различии между полами в проявлении 
компенсаторных возможностей организма в  фи-
зиологических условиях.

Обсуждение
Ранее нами был показан дисбаланс уровней 

и  активности про- и антиоксидантов, вызванный 
острой гипоксией в период раннего органогенеза 
и перед родами. Данные нарушения могут служить 
показателями развития окислительного стресса 
у беременных самок [17], который в пре- и пери-
натальных условиях может провоцировать небла-
гоприятные исходы беременности, а также быть 
одной из основополагающих причин развития 
различных заболеваний в дальнейшей жизни, 
причем появиться они могут уже во взрослом со-
стоянии [18]. Крысы являются незрелорождаю-
щимися животными, формирование нервной си-
стемы их детенышей завершается примерно на 

2-й  нед. постнатального развития [19], а 2-е сут 
после рождения можно соотнести с последними 
неделями беременности у человека и/или пре-
ждевременными родами. Наблюдаемое снижение 
общей активности СОД на фоне повышенного со-
держания ТБК-АП и небелковых тиолов у детены-
шей, переживших острую гипоксию на 10-е сут ге-
стации, так же как направленное снижение 
каталазной активности и повышенное содержание 
ТБК-АП у  крысят, переживших острый гипокси-
ческий стресс на 20-е сут гестации, свидетельству-
ют о развитии у потомства окислительного стрес-
са. В  норме АОЗ матери и плаценты в течение 
внутриутробного развития, а также доношенного 
новорожденного в физиологических условиях ней-
трализует АФК, что позволяет избежать негатив-
ных последствий для здоровья [20]. Повышенная 
продукция АФК на фоне снижения АОЗ приводит 
к развитию окислительного стресса, который 
во  время интенсивного органогенеза, сопрово-
ждающегося активными процессами деления 
и  дифференцировки клеток, может действовать 
как тератогенный фактор, вызывая структурные 
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Рис. 2. Показатели окислительного стресса и АОЗ в крови половозрелого потомства, пережившего острую пренатальную гипок-
сию в разные периоды внутриутробного развития.
Условные обозначения: ОПГ(10) – острая пренатальная гипоксия на 10-е сут гестации; ОПГ(20) – острая пренатальная гипоксия 
на 20-е сут гестации.
# – значимые отличия между самками и самцами соответствующих групп, р≤0,05.

Рис. 3. Уровень небелковых тиолов и ТБК-АП печени у половозрелого потомства, пережившего острую пренатальную гипоксию 
в разные периоды внутриутробного развития.
Условные обозначения: ОПГ(10) – острая пренатальная гипоксия на 10-е сут гестации; ОПГ(20) – острая пренатальная гипоксия 
на 20-е сут гестации.
# – значимые отличия между самками и самцами соответствующих групп, р≤0,05 
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аномалии, потерю клеточной функции или само-
произвольный аборт [20, 21]. Связь между окисли-
тельным стрессом и врожденными пороками  
развития полностью не выяснена; однако окисли-
тельный стресс может играть важную роль в раз-
витии врожденных дефектов [22], что соответст-
вует концепции фетального программирования [5]. 
И хотя точные механизмы эпигенетического про-
граммирования плода до конца не изучены, пока-
зана корреляция между внутриутробным стрессом 
и повышенным риском развития у потомства та-
ких заболеваний, как диабет 2-го типа, неврологи-
ческие расстройства, ожирение, сердечно-сосуди-
стые заболевания [5, 23, 24]. Зарегистрированные 
нами межполовые различия в активности АОЗ по-
ловозрелого потомства согласуются как с экспе-
риментальными данными, демонстрирующими 
более высокую активность различных антиокси-
дантных систем у самок в  большинстве органов 
[25, 26], так и с клиническими данными, свиде-
тельствующими о более высоком уровне окисли-
тельного стресса у  мужчин по сравнению с жен-
щинами репродуктивного периода [27]. Более 
высокий риск развития окислительного стресса 
может быть одним из факторов в  патогенезе раз-
вития многих заболеваний у мужчин, в  первую 
очередь сердечно-сосудистых  [28,  29]. В  качестве 
первопричины таких гендерных различий высту-
пают, вероятно, антиоксидантные свойства эстро-
гена, что доказывается, в частности, тем, что в пе-
риод постменапаузы у  крыс после кастрации 

межполовые различия в активности компонентов 
АОЗ нивелируются [28, 30].

Ранее нами было показано, что однократная 
острая гипоксия на 10-е и 20-е сут гестации при-
водит к развитию многочисленных нарушений не-
врологического и кардиологического характера 
у  взрослого потомства, которые, вероятно, могут 
быть обусловлены развитием окислительного 
стресса во внутриутробный и ранний постнаталь-
ный периоды. В пользу этого свидетельствует 
и  наблюдаемый у половозрелых самцов группы 
ОПГ(10) повышенный уровень церулоплазмина 
на фоне показанного ранее увеличения активно-
сти симпатического контура в регуляции сердеч-
ного ритма [9]. По клиническим данным, эти из-
менения могут быть потенциальными маркерами 
повышенного риска сердечно-сосудистых заболе-
ваний [31], первопричина развития которых, воз-
можно, обусловлена пренатальным стрессом, пе-
режитым в период раннего органогенеза.

Работа выполнена в рамках научных проектов 
государственного задания МГУ №121032300071-8 
и № 121032500076-1, а также при поддержке Меж-
дисциплинарной научно-образовательной школы 
Московского университета «Молекулярные тех-
нологии живых систем и синтетическая биоло-
гия». Эксперименты проведены с соблюдением 
этических норм работы с животными, установлен-
ными Комиссией по биоэтике МГУ. Авторы заяв-
ляют об отсутствии конфликта интересов.
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The effect of acute hypoxia at different gestation periods  
on markers of oxidative stress in rat’s offspring 
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Intrauterine hypoxia is the most common prenatal risk factor providing the direct danger not 
only to the fetus, but also to the future postnatal life. The aim of this study is to identify the 
relationship between fetal hypoxia and oxidative stress, as well as to assess the significance of 
gestational age and gender for the development of oxidative stress. Pregnant rats were subjected 
to acute hypoxia on the 10th or 20th day of pregnancy, which correspond to the first and the 
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second trimesters of human pregnancy, respectively. In newborn rats on the 2nd day of postnatal 
development and in mature offspring of both sexes on the 60th day of life the state of antioxidant 
protection was assessed by the content of non-protein thiols in blood and liver homogenate, 
catalase and superoxide dismutase activity in the liver homogenate, total antioxidant activity and 
the level of ceruloplasmin of blood plasma, as well as by the intensity of lipid peroxidation in 
blood plasma and liver homogenate. Regardless of the gestation period corresponding to acute 
hypoxia in offspring, noticeable changes of antioxidant protection system parameters were 
recorded in newborns, indicating the development of oxidative stress, responsible for 
neurological and cardiological disorders already shown for adult animals.

Keywords: prooxidant and antioxidant systems, oxidative stress, acute prenatal hypoxia, TBA-active 
products, non-protein thiols, superoxide dismutase
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