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Аннотация. Проведено исследование противоопухолевой и иммуномодулирующей активности интерфе-
ронсодержащего препарата («Субмастин-КРС») на модели опухолевого роста асцитной карциномы Эрли-
ха (АКЭ) у мышей при его двукратном введении на 2 и 4 сутки роста АКЭ в дозе 0,1 мл/кг при монотера-
пии и совместно с противоопухолевым антибиотиком — доксорубицином, в дозе 3,5 мг/кг. В ходе экспе-
римента были исследованы показатели продолжительности жизни мышей с АКЭ, а также концентрация 
опухолевых клеток в асцитной жидкости, лейкоцитов крови и их популяций, цитологические препараты 
тканей селезенки, печени, почек, костного мозга у животных на 10 сутки опухолевого роста. Обнаружено 
увеличение продолжительности жизни мышей с АКЭ после введения доксорубицина отдельно и совмест-
но с «Субмастином-КРС» относительно животных с АКЭ без лечения. Введение доксорубицина отдель-
но и в комбинации с препаратом «Субмастин-КРС» мышам с АКЭ приводило к статистически значимому 
снижению количества клеток в асцитной жидкости и лейкоцитов крови у мышей относительно животных 
с АКЭ без лечения на 10 сутки опухолевой прогрессии. При этом отмечено значимое снижение числа лей-
коцитов, и, в частности, гранулоцитов у животных с АКЭ, получавших комплексное лечение, относитель-
но животных с АКЭ при использовании одного доксорубицина. Таким образом, установлено, что препа-
рат «Субмастин-КРС» не обладает прямой противоопухолевой активностью, однако оказывает иммуно-
модулирующее действие при комбинированной противоопухолевой терапии с доксорубицином.
Ключевые слова: доклинические исследования, «Субмастин-КРС», доксорубицин, асцитная карцинома 
Эрлиха, белые мыши, выживаемость, лейкоцитарная формула
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Известно, что цитокины имеют чрезвычай-
но многообразные биологические и фармакологи-
ческие свойства, что делает их объектом особого 
внимания со стороны фармакологов при разработ-
ке лекарственных средств для клинического при-
менения, в том числе в онкологии [1]. Множество 
препаратов, содержащих в составе рекомбинант-
ные цитокины, в настоящее время проходят оцен-
ку их противоопухолевого действия и влияния на 
иммунную систему [2].

В современных клинических испытаниях про-
тивоопухолевой и/или иммуномодулирующей ак-

тивности препаратов часто используются модели 
перевиваемых мышиных опухолей [3]. Одной из 
популярных моделей такого типа выступает асцит-
ная аденокарцинома Эрлиха [4].

Исследователями все больше внимания уделя-
ется использованию цитокинов в комбинирован-
ных стратегиях для синергетического усиления 
иммунитета и терапевтического действия [5]. Док-
сорубицин является одним из часто назначаемых 
противоопухолевых препаратов у человека и жи-
вотных [6], который нарушает синтез нуклеино-
вых кислот, в связи с интеркаляцией между азоти-
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стыми основаниями и генерацией свободных ра-
дикалов [7]. Основываясь на взаимодополняющих 
механизмах действия, доксорубицин и иммуномо-
дулирующие препараты могут обеспечить дополни-
тельные преимущества при использовании в ком-
бинированных схемах лечения [8].

Поэтому целью нашей работы являлась оцен-
ка противоопухолевых и  иммуномодулирующих 
свойств интерферонсодержащего препарата («Суб-
мастин-КРС») на модели асцитной карциномы Эр-
лиха у мышей при монотерапии опухоли и в ком-
бинации с противоопухолевым препаратом — док-
сорубицином.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Экспериментальная работа была проведена на 
базе лаборатории доклинических исследований 
и моделирования биологических систем и вивария 
ФГБНУ «ВНИВИПФиТ» в соответствии с требо-
ваниями действующих международных и россий-
ских законодательных актов и «Руководства по про-
ведению доклинических исследований лекарствен-
ных средств» [9], а также требований биоэтической 
комиссии института. В  качестве биологических 
тест-систем использовали клинически здоровых 
половозрелых белых беспородных мышей-самцов 
разведения вивария ФГБНУ «ВНИВИПФиТ». Со-
держание животных и манипуляции с ними соот-
ветствовали Директиве 2010/63/EU от 22.09.2010, 
Европейской конвенции (ETS123), Strasbourg, 1986, 

а  также ГОСТ 33216—2014, ГОСТ 33215—2014 
[10, 11]. Исследуемым объектом служил интер-
феронсодержащий препарат («Субмастин-КРС») 
(ООО «НПЦ «ПроБиоТех», Республика Беларусь), 
в 1 мл которого содержится смесь видоспецифиче-
ских для КРС рекомбинантных цитокинов суммар-
ной активностью не менее 104 МЕ и 75 000 МЕ ви-
тамина А. В качестве противопухолевого препарата 
с доказанной эффективностью использовали док-
сорубицин (Доксорубицин-Ферейн®, ПАО «Брын-
цалов-А», РФ) — один из основных представите-
лей сильнодействующего класса химиотерапевти-
ческих препаратов — антрациклинов.

Для моделирования асцитного варианта аде-
нокарциномы Эрлиха использовали семидневную 
суспензию опухолевых клеток, перевиваемую на 
белых беспородных лабораторных мышах-самцах 
массой 18—20 г. Для трансплантации опухоли, под-
опытным мышам интроперитонеально вводили по 
3∙106 опухолевых клеток на мышь, разведенных до 
0,5 мл раствором Хэнкса.

Для проведения экспериментальной работы 
было сформировано 5 групп белых беспородных 
мышей-самцов по n = 12 в  каждой массой 18—
20 г. Дизайн эксперимента представлен в  табли-
це 1. На 10 сут опухолевого роста по 6 животных 
из каждой группы эвтанизировали путем передо-
зировки СО2 для получения образцов тканей и ор-
ганов. За остальными животными вели наблюде-
ние в течение 50 дней для определения продолжи-
тельности их жизни.

		  Таблица 1 
Дизайн эксперимента

Группы 
животных Асцитная карцинома Эрлиха (АКЭ) Препарат

I 3·106 кл/мл интраперитонеально 
в объеме 0,5 мл

Изотонический раствор натрия хлорида внутримы-
шечно на 2 и 4 сут в объеме 0,2 мл

II 3·106 кл/мл интраперитонеально 
в объеме 0,5 мл

Доксорубицин 3,5 мг/кг интраперитонеально 
на 2 и 4 сут в объеме 0,2 мл

III 3·106 кл/мл интраперитонеально 
в объеме 0,5 мл

Доксорубицин 3,5 мг/кг интраперитонеально и «Суб-
мастин-КРС» 0,1 мл/кг внутримышечно на 2 и 4 сут 
в объеме 0,2 мл

IV 3·106 кл/мл интраперитонеально 
в объеме 0,5 мл

«Субмастин-КРС» 0,1 мл/кг на 2 и 4 сут в объеме 
0,2 мл

V —
Изотонический раствор натрия хлорида внутримы-
шечно и интроперитонеально на 2 и 4 сут в объеме 
0,2 мл
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Для взятия асцитной жидкости животное-опу-
холеноситель выводили из эксперимента и  фик-
сировали в положении на спине на специальном 
столике. Кожу с  шерстным покровом в  области 
брюшной стенки обрабатывали ватным тампоном, 
смоченным 70° этиловым спиртом, стерильным 
шприцем отбирали асцитную жидкость, исполь-
зуя чрезбрюшинный доступ.

Общую концентрацию опухолевых клеток и их 
жизнеспособность определяли в  камере Горяе-
ва методом эксклюзии красителя трипанового си-
него (0,23 %) [12]. Количество лейкоцитов в кро-
ви определяли в камере Горяева после лизиса эри-
троцитов 2,5 % раствором уксусной кислоты [13].

Для цитологического исследования отбирали 
асцитную жидкость, кровь и ткани селезенки, пе-
чени, почек, костного мозга. Цитологические пре-
параты окрашивали по Паппенгейму [14]. 

Исследование микропрепаратов проводили 
с помощью микроскопа Биоскоп‑1 (ЛОМО, Рос-
сия) при увеличении ×1000. Для определения доли 

клеток различных типов подсчитывали 200 клеток 
в препарате.

Для оценки выживаемости мышей (кумулятив-
ной доли выживших) использовали анализ выжива-
ния Каплана — Майера, группы сравнивали с по-
мощью Лог-ранк теста [15]. U-тест Майна — Уит-
ни применяли для сравнения других исследуемых 
показателей между группами животных, с помо-
щью программы STATISTICA 10 (Statsoft, USA).

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
По результатам эксперимента нами были полу-

чены кривые выживаемости мышей из групп, по-
лучивших прививку клеток АКЭ (группы I—IV). 
Средняя продолжительность жизни мышей-опухо-
леносителей из группы I составила 19,7 ± 6,71 сут. 
Применение доксорубицина (группа II) вызывало 
статистически значимое повышение средней про-
должительности жизни мышей на 57,2 % (p < 0,05), 
продолжительность жизни у таких животных со-
ставляла 30,8 ± 9,62 сут (рис. 1).

Рис. 1. Кривые кумулятивной выживаемости Каплана — Майера исследуемых групп мышей с асцитной 
карциномой Эрлиха в условиях эксперимента
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Применение доксорубицина совместно с «Суб-
мастином-КРС» также приводило к  увеличению 
средней продолжительности жизни на 45,7 % 
(p < 0,05) относительно мышей с АКЭ (группа I), 
средняя продолжительность жизни мышей груп-
пы III составляла 28,7 ± 10,73 сут, однако стати-
стически значимо не отличалась от данного пока-
зателя группы II. Применение «Субмастина-КРС» 
у мышей с АКЭ без противоопухолевого препара-
та (группа IV) не вызывало значимого повышения 
продолжительности жизни мышей, она составля-

ла 21,67 ± 4,42  сут, и  была на 29,71 % (p < 0,05) 
ниже, чем в  группе II. Таким образом, примене-
ние «Субмастина-КРС» совместно с  доксоруби-
цином вызывало увеличение продолжительности 
жизни мышей с АКЭ.

В эксперименте нами была определена концен-
трация клеток в асцитной жидкости мышей иссле-
дуемых групп. Около 80—90 % клеток в ней со-
ставляли клетки карциномы, однако присутство-
вали также лимфоциты, моноциты, нейтрофилы 
и эритроциты (рис. 2). 

Рис. 2. Концентрация клеток в асцитной жидкости мышей с карциномой Эрлиха на 10 сутки опухолевой 
прогрессии

Жизнеспособность опухолевых клеток на 
10 сут опухолевой прогрессии не имела статистиче-
ски значимых отличий у всех мышей с АКЭ и была 
близкой к 100 %.

В группе I число клеток в асцитной жидкости со-
ставляло (189,0 ± 18,9)·106 кл/мл. Применение док-
сорубицина приводило к статистически значимому 
снижению концентрации клеток в перитонеальной 
полости на 91,9 % (p < 0,005), количество клеток 
в группе II составляло (15,4 ± 3,11)·106 кл/мл. 

Использование «Субмастина-КРС» совместно 
с доксорубицином также значимо снижало содер-
жание клеток в асцитной жидкости у мышей груп-
пы III на 96,2 % (p < 0,005) относительно животных 
группы I. При этом количество клеток в асците мы-
шей группы III составляло (7,17 ± 2,27)·106 кл/мл 

и  было в  2,2 раза ниже таковой у  мышей груп-
пы II. На 10‑е сутки опухолевого роста число 
клеток в  асцитной жидкости у  мышей, получав-
ших только «Субмастин-КРС» (группа IV) со-
ставляло (179,6 ± 14,25)·106 кл/мл и  статистиче-
ски значимо не отличалась от таковой у животных  
группы I. 

Таким образом, препарат «Субмастин-КРС» не 
вызывал задержку опухолевой прогрессии при его 
использовании на мышах-опухоленосителях без 
противоопухолевого препарата, однако приводил 
к снижению количества опухолевых клеток в ас-
ците при его комбинации с доксорубицином.

Также нами было определено количество лейко-
цитов и их популяций в крови мышей исследуемых 
групп на 10 сут опухолевого роста (табл. 2, рис. 3).
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		  Таблица 2 
Содержание лейкоцитов и некоторых их популяций в крови мышей исследуемых групп

Группа Лейкоциты C·106 
кл/мл

Лимфоциты C·106 
кл/мл

Моноциты C·106 кл/
мл

Гранулоциты C·106 
кл/мл

I 22,5 ± 2,62 1,9 ± 0,44 2,0 ± 0,82 18,6 ± 2,64

II 12,4 ± 1,191,3* 1,9 ± 0,35 0,6 ± 0,22 9,9 ± 1,131, 3*

III 8,8 ± 1,211*2, 3* 1,5 ± 0,26 0,7 ± 0,17 6,6 ± 1,01*2, 3*

IV 18,9 ± 2,583* 2,7 ± 0,79 1,3 ± 0,233* 14,9 ± 2,401*3*

V 3,6 ± 0,721* 1,6 ± 0,30 0,3 ± 0,201* 1,7 ± 0,481*

Примечание: М ± SE (среднее арифметическое ± стандартная ошибка); C·106 кл./мл — концентрация кле-
ток·106 кл/мл

	 ¹	статистически значимые различия при p ˂ 0,05 относительно группы I
	¹*	при p ˂ 0,005 относительно группы I
	 ²	при p ˂ 0,05 относительно группы II
	 3	при p ˂ 0,05 относительно группы V
	3*	при p ˂ 0,005 относительно группы V

Рис. 3. Концентрация лейкоцитов в крови мышей исследуемых групп на 10 сутки опухолевого роста

В группе I к 10 суткам опухолевого роста на-
блюдалось увеличение содержания лейкоцитов бо-
лее чем в шесть раз (p < 0,005), относительно коли-
чества лейкоцитов у здоровых мышей (группа V). 
При этом в крови мышей с АКЭ наблюдался выра-
женный гранулоцитоз и моноцитоз. Число грану-
лоцитов и моноцитов в группе I возрастало в 33,5 

и 6 раз (p < 0,005 и p < 0,05) соответственно, от-
носительно контрольных животных. Применение 
доксорубицина, как отдельно (группа II), так и со-
вместно с препаратом «Субмастин-КРС» (группа 
III), снижало концентрацию лейкоцитов на 44,7 
и  60,8 % (p < 0,05 и p < 0,005) за счет уменьше-
ния доли гранулоцитов на 46,3 и 64,7 % (p < 0,05 
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и p < 0,005), соответственно, относительно мышей 
с АКЭ. Основную долю гранулоцитов при этом со-
ставляли сегментоядерные нейтрофилы. При этом 
применение «Субмастина-КРС» совместно с док-
сорубином (группа III) приводило к снижению ко-
личества лейкоцитов на 34,3 % (p < 0,05) за счет 
снижения гранулоцитов на 29,2 % (p < 0,05) в кро-
ви мышей-опухоленосителей относительно анало-
гичных показателей у мышей, получавших толь-
ко доксорубицин (Группа II). Применение только 
«Субмастина-КРС» животным с АКЭ (группа IV) 
не вызывало статистически значимых изменений 
лейкоцитов и их популяций в крови мышей отно-
сительно животных группы I.

Во всех группах мышей с АКЭ (группы I—IV) 
не выявлено статистически значимого изменения 
моноцитов. В  тоже время, нами не установлено 
статистически значимых изменений в содержании 
лимфоцитов в крови животных всех исследуемых 
групп. Таким образом, опухолевая прогрессия со-
провождалась лейкоцитозом опосредованным гра-
нулоцитозом, и, в частности, нейтрофилезом.

Изучение препаратов мазков-отпечатков таких 
органов, как костный мозг, печень, селезенка, поч-
ки у мышей-опухоленосителей выявило усиленную 
продукцию гранулоцитов и активацию экстраме-
дуллярного гематопоэза, а также метастатические 
опухолевые клетки в группах I—IV.

Накопление гранулоцитов и, в частности, ней-
трофилов в крови мышей с АКЭ могло быть вы-
звано секрецией клетками карциномы ряда таких 
факторов, как гранулоцитарно-макрофагальный 
колониестимулирующий фактор, гранулоцитар-
ный колониестимулирующий фактор, медиато-
ров воспаления (простагландин Е2) [16]. Несмо-
тря на неоднозначную роль нейтрофилов в пато-
генезе опухоли, ряд исследователей определили 
нейтрофилию в крови и инверсию лейкоцитарной 
формулы как биомаркер, сопряженный с развити-
ем воспаления, метастазированием, формировани-
ем проопухолевого микроокружения, снижением 
времени жизни, эффективности противоопухоле-
вой терапии, рецидивами и плохим прогнозом [17, 
18]. Поэтому снижение количества гранулоцитов, 
за счет уменьшения концентрации нейтрофилов 
в  крови мышей-опухоленосителей при введении 
доксорубицина совместно с «Субмастином-КРС» 
(группа III) относительно животных, получавших 
лечение только противоопухолевым препаратом 
(группа II) может свидетельствовать об иммуномо-
дулирующем действии «Субмастина-КРС» в ком-
бинированной противоопухолевой терапии. Дан-

ный эффект, возможно, может наблюдаться в связи 
с входящими в состав препарата рекомбинантными 
цитокинами. Например, известно, что ИФН-γ мо-
жет снижать воспалительный процесс и подавлять 
продукцию гранулоцитов в костном мозге [19]. Для 
ИФН-α показана прямая противоопухолевая и им-
муномодулирующая активности [20]. Известно ан-
типролиферативное и  цитостатическое действие 
ИФН в отношении как нормальных, так и опухо-
левых клеток [1]. Витамин А, который входит в со-
став исследуемого нами препарата, также оказы-
вает иммуномодулирующее действие, поскольку 
является ключевым регулятором функций различ-
ных врожденных и адаптивных звеньев иммуни-
тета и способствует иммунному гомеостазу [21]. 
Отмечено, что снижение концентрации лейкоци-
тов наблюдается только в  группах, получавших 
инъекции доксорубицина, и  наибольшее сниже-
ние числа лейкоцитов за счет уменьшения количе-
ства гранулоцитов получено нами при комбинации 
доксорубицина и цитокинсодержащего препарата. 
Действительно, другие исследования с применени-
ем комбинированной противоопухолевой терапии 
доксорубицином с различными иммуномодулято-
рами также продемонстрировали снижение числа 
нейтрофилов вплоть до нейтропении [8]. Вероят-
но, данный эффект наблюдается в связи с синерге-
тическим действием интерферонсодержащего пре-
парата и доксорубицина в отношении клеток опу-
холи и иммунной системы мышей.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Исходя из полученных нами эксперименталь-

ных данных можно сделать вывод, что препарат 
«Субмастин-КРС» не проявлял прямого противо-
опухолевого действия, однако, в комбинации с док-
сорубицином оказывал противоопухолевое дей-
ствие, выражающееся в снижении содержания опу-
холевых клеток и увеличении продолжительности 
жизни мышей-опухоленосителей. Кроме того, со-
вместное применение препаратов доксорубицин 
и  «Субмастин-КРС» вызывало уменьшение кон-
центрации лейкоцитов, за счет уменьшения количе-
ства нейтрофильных гранулоцитов в крови мышей 
с опухолями, что может быть следствием иммуно-
модулирующего действия препарата «Субмастин-
КРС» при комбинированной терапии.
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Abstract. The study of the antitumor and immunomodulatory activity of interferon-containing drug (“Submas-
tin-KRS”) was carried out on a tumor model of Ehrlich ascites carcinoma (ACE) in mice. The drug was admin-
istered twice on days 2 and 4 of ACE growth at a dose of 0.1 ml/kg in monotherapy and together with an antitu-
mor antibiotic (doxorubicin) at a dose of 3.5 mg/kg. In the course of the experiment, the life expectancy of mice 
with ACE was studied, as well as the concentration of tumor cells in the ascitic fluid, blood leukocytes and their 
populations, cytological specimens of the spleen, liver, kidney and bone marrow tissues in animals on day 10 of 
tumor growth. An increase in the life expectancy of mice with ACE was found after the administration of doxo-
rubicin alone and together with “Submastin-KRS” relative to the animals with ACE without treatment. The ad-
ministration of doxorubicin alone and in combination with “Submastin-KRS” to mice with ACE resulted in a sta-
tistically significant decrease in the concentration of cells in the ascitic fluid and blood leukocytes in the animals 
with ACE without treatment on day 10 of tumor progression. At the same time, a significant decrease in the con-
centration of leukocytes and, in particular, granulocytes was noted in the animals with ACE receiving complex 
treatment, compared with the animals with ACE when using doxorubicin alone. Thus, it has been found that the 
drug “Submastin-KRS” does not have a direct antitumor activity, however, it has an immunomodulatory effect in 
combined antitumor therapy with doxorubicin.
Keywords: preclinical studies, “Submastin-KRS”, doxorubicin, Ehrlich ascites carcinoma, white mice, survival 
rate, leucogram
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It is known that cytokines have extremely diverse 
biological and pharmacological properties, which 
makes them an object of special attention on the part 
of pharmacologists when designing drugs for clinical 
use, including in case of oncology [1]. Many drugs 
containing recombinant cytokines are currently being 
evaluated for their antitumor effect and effect on the 
immune system [2].

In modern clinical trials of antitumor and/or im-
munomodulatory activity of drugs, models of trans-
planted mouse tumors are often used [3]. One of the 
popular models of this type is Ehrlich ascites adeno-
carcinoma [4].

Researchers are increasingly focusing on the use 
of cytokines in combined strategies for synergistic 

enhancement of immunity and therapeutic action [5]. 
Doxorubicin is one of the commonly prescribed an-
ticancer drugs in humans and animals [6], which dis-
rupts the synthesis of nucleic acids due to intercala-
tion between nitrogenous bases and the generation of 
free radicals [7]. Based on complementary mechanisms 
of action, doxorubicin and immunomodulatory drugs 
may provide additional benefits when used in combi-
nation regimens [8].

Therefore, the objective of our work was to eval-
uate the antitumor and immunomodulatory properties 
of interferon-containing drug (“Submastin-KRS”) on 
the model of Ehrlich ascites carcinoma in mice with 
tumor monotherapy and in combination with the anti-
tumor drug Doxorubicin.
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MATERIAL AND METHODS
Experimental work was carried out on the basis 

of the Laboratory of Preclinical Studies and Simula-
tion of Biological Systems and the vivarium of FSBSI 
“ARVRIPP&T” in accordance with the requirements 
of the current international and Russian legislative acts 
and the Guidelines for Conducting Preclinical Studies 
of Drugs [9], as well as the requirements of the bioeth-
ical commission of the Institute. As biological test sys-
tems, there were used clinically healthy sexually ma-
ture white outbred male mice bred in the vivarium of 
FSBSI “ARVRIPP&T”. The keeping of animals and 
manipulations with them complied with the Directive 
2010/63/EU dtd. September 22, 2010, the European 
Convention (ETS123), Strasbourg, 1986, as well as 
GOST 33216—2014, GOST 33215—2014 [10, 11]. 
The test object was interferon-containing drug (“Sub-
mastin-KRS”) (LLC “NPTs “ProBioTech”, Republic 
of Belarus), 1 ml of which contains a mixture of spe-
cies-specific recombinant cytokines for cattle with a 
total activity of at least 104 IU and 75000 IU of vitamin 
A. As an antitumor drug with a proven efficacy there 
was used doxorubicin (Doxorubicin-Ferein®, PJSC 
“Bryntsalov-A”, RF) — one of the main representa-

tives of a potent class of chemotherapeutic drugs — 
anthracyclines.

To simulate the ascitic variant of Ehrlich adeno-
carcinoma, a seven-day suspension of tumor cells 
was used, transplanted into white outbred laboratory 
male mice weighing 18—20 g. For tumor transplanta-
tion, experimental mice were intraperitoneally inject-
ed with 3∙106 tumor cells per mouse, diluted to 0.5 ml 
with Hanks’ solution.

To carry out the experimental work, 5 groups of 
white outbred male mice were formed, n = 12 in each, 
weighing 18—20 g. The experiment design is present-
ed in Table 1. On day 10 of tumor growth, 6 animals 
from each group were euthanized by CO2 overdose to 
obtain samples of tissues and organs. The rest of the 
animals were observed for 50 days to determine their 
life expectancy.

To collect ascitic fluid, the tumor-bearing animal 
was taken out of the experiment and fixed in a supine 
position on a special table. The skin with wool in the 
area of the abdominal wall was treated with a cotton 
swab moistened with 70° ethyl alcohol, ascitic flu-
id was taken with a sterile syringe using transperito-
neal access.

		  Table 1 
Experiment Design

Groups of 
animals Ehrlich ascites carcinoma (ACE) Drug

I 3·106 cells/ml intraperitoneally in a 
volume of 0.5 ml

Isotonic sodium chloride solution intramuscularly on 
days 2 and 4 in a volume of 0.2 ml

II 3·106 cells/ml intraperitoneally in a 
volume of 0.5 ml

Doxorubicin 3.5 mg/kg intraperitoneally on days 2 and 4 
in a volume of 0.2 ml

III 3·106 cells/ml intraperitoneally in a 
volume of 0.5 ml

Doxorubicin 3.5 mg/kg intraperitoneally and “Submas-
tin-KRS” 0.1 ml/kg intramuscularly on days 2 and 4 in a 
volume of 0.2 ml

IV 3·106 cells/ml intraperitoneally in a 
volume of 0.5 ml

“Submastin-KRS” 0.1 ml/kg on days 2 and 4 in a volume 
of 0.2 ml

V — Isotonic sodium chloride solution intramuscularly and 
intraperitoneally on days 2 and 4 in a volume of 0.2 ml

The total concentration of tumor cells and their 
viability were determined in the Goryaev chamber by 
trypan blue dye exclusion (0.23 %) [12]. The number 
of leukocytes in the blood was determined in the Go-
ryaev chamber after lysis of erythrocytes with a 2.5 % 
solution of acetic acid [13].

Ascitic fluid, blood and tissues of the spleen, liv-
er, kidneys and bone marrow were taken for cytologi-
cal examination. Cytological specimens were stained 
according to Pappenheim [14]. Microspecimens were 
studied using a Bioscope‑1 microscope (LOMO, Rus-
sia) at a magnification of ×1000. To determine the pro-
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portion of cells of various types, 200 cells were count-
ed in the specimen.

To assess the survival of mice (the cumulative pro-
portion of survivors), Kaplan — Meier survival anal-
ysis was used, groups were compared using the Log-
rank test [15]. The Mine — Whitney U-test was used 
to compare other studied indicators among groups of 
animals using the STATISTICA 10  program (Stat-
soft, USA).

STUDY RESULTS
According to the results of the experiment, we ob-

tained survival curves for mice from groups that re-
ceived ACE cells inoculation (groups I—IV). The av-
erage life expectancy of tumor-bearing mice from 
group I was 19.7 ± 6.71 days. The use of doxorubicin 
(group II) caused a statistically significant increase in 
the average lifespan of mice by 57.2 % (p < 0.05), the 
lifespan in such animals was 30.8 ± 9.62 days (Fig. 1).

Fig. 1. Kaplan — Meier survival curves of experimental groups of mice with Ehrlich ascites carcinoma

The use of doxorubicin together with “Submas-
tin-KRS” also led to an increase in the average lifes-
pan by 45.7 % (p < 0.05) relative to mice with ACE 
(group I), the average lifespan of mice in group III 
was 28.7 ± 10, 73 days, however, did not differ sta-
tistically significantly from this indicator of group II. 
The use of “Submastin-KRS” in mice with ACE with-
out an antitumor drug (group IV) did not cause a sig-
nificant increase in the life expectancy of mice, it was 
21.67 ± 4.42 days, and was by 29.71 % (p < 0.05) low-
er than in group II. 

Thus, the use of “Submastin-KRS” together with 
doxorubicin caused an increase in the life expectancy 
of mice with ACE.

In the experiment, we determined the concentra-
tion of cells in the ascitic fluid of mice of the studied 
groups. About 80—90 % of the cells in it were carci-
noma cells, but there were also lymphocytes, mono-
cytes, neutrophils and erythrocytes (Fig. 2). The via-
bility of tumor cells on day 10 of tumor progression 
had no statistically significant differences in all mice 
with ACE and was close to 100 %.
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Fig. 2. Concentration of cells in the ascitic fluid of mice with Ehrlich carcinoma on day 10 of tumor progression

In group I, the number of cells in the ascitic flu-
id was (189.0 ± 18.9)·106 cells/ml. The use of doxo-
rubicin led to a statistically significant decrease in 
the concentration of cells in the peritoneal cavity by 
91.9 % (p < 0.005), the number of cells in group II 
was (15.4 ± 3.11)·106 cells/ml. The use of “Submas-
tin-KRS” together with doxorubicin also significantly 
reduced the content of cells in the ascitic fluid in mice 
of group III by 96.2 % (p < 0.005) relative to the ani-
mals of group I. At the same time, the number of cells 
in the ascites of mice of group III was (7.17 ± 2.27)·106 

cells/ml and was by 2.2 times lower than that in mice 
of group II. On day 10 of tumor growth, the number of 
cells in the ascitic fluid in the mice treated only with 
“Submastin-KRS” (group IV) was (179.6 ± 14.25)·106 
cells/ml and did not statistically significantly differ from 
that in the animals of group I. Thus, the drug “Sub-
mastin-KRS” did not cause a delay in tumor progres-
sion when it was used on tumor-bearing mice without 
an antitumor drug, however, it led to a decrease in the 
number of tumor cells in ascites when it was combined 
with doxorubicin.

We also determined the number of leukocytes and 
their populations in the blood of mice of the studied 
groups on day 10 of tumor growth (Table 2, Fig. 3).

In group I, by day 10 of tumor growth, an increase 
in the content of leukocytes was observed by more than 
six times (p < 0.005), relative to the number of leuko-
cytes in healthy mice (group V). At the same time, pro-

nounced granulocytosis and monocytosis were observed 
in the blood of mice with ACE. The number of granulo-
cytes and monocytes in group I increased by 33.5 and 
6 times (p < 0.005 and p < 0.05), respectively, relative 
to control animals. The use of doxorubicin, both sep-
arately (group II) and in combination with “Submas-
tin-KRS” (group III), reduced the concentration of leu-
kocytes by 44.7 and 60.8 % (p < 0.05 and p < 0.005) 
due to a decrease in the proportion of granulocytes by 
46.3 and 64.7 % (p < 0.05 and p < 0.005), respectively, 
relative to mice with ACE. The main proportion of gran-
ulocytes were segmented neutrophils. At the same time, 
the use of “Submastin-KRS” together with doxorubi-
cin (group III) led to a decrease in the number of leuko-
cytes by 34.3 % (p < 0.05) due to a decrease in granulo-
cytes by 29.2 % (p < 0.05) in the blood of tumor-bear-
ing mice relative to the mice treated with doxorubicin 
alone (group II). The use of only “Submastin-KRS” to 
animals with ACE (group IV) did not cause statistically 
significant changes in leukocytes and their populations 
in the blood of mice relative to the animals of group I.

In all groups of mice with ACE (groups I—IV), no 
statistically significant changes in monocytes were de-
tected. At the same time, we did not establish statisti-
cally significant changes in the blood content of lym-
phocytes in the animals of all the studied groups. Thus, 
tumor progression was accompanied by granulocyto-
sis-mediated leukocytosis, and, in particular, neutro-
philia.
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		  Table 2 
Blood content of leukocytes and some of their populations in experimental mice

Group Leukocytes C·106 
cells/ml

Lymphocytes C·106 
cells/ml

Monocytes C·106 
cells/ml

Granulocytes C·106 
cells/ml

I 22.5 ± 2.62 1.9 ± 0.44 2.0 ± 0.82 18.6 ± 2.64

II 12.4 ± 1.191, 3* 1.9 ± 0.35 0.6 ± 0.22 9.9 ± 1.131,3*

III 8.8 ± 1.211*2, 3* 1.5 ± 0.26 0.7 ± 0.17 6.6 ± 1.01*2, 3*

IV 18.9 ± 2.583* 2.7 ± 0.79 1.3 ± 0.233* 14.9 ± 2.401*3*

V 3.6 ± 0.721* 1.6 ± 0.30 0.3 ± 0.201* 1.7 ± 0.481*

Note: M ± SE (arithmetic mean ± standard error); C·106 cells/ml — cell concentration·106 cells/ml
	 ¹	statistically significant differences at p ˂ 0.05 relative to group I
	¹*	at p ˂ 0.005 relative to group I
	 ²	at p ˂ 0.05 relative to group II
	 3	at p ˂ 0.05 relative to group V
	3*	at p ˂ 0.005 relative to group V

Fig. 3. Blood concentration of leukocytes in the mice of the studied groups on day 10 of tumor growth

The study of specimens of smears-prints of or-
gans such as bone marrow, liver, spleen, kidneys in 
tumor-bearing mice revealed increased production of 
granulocytes and activation of extramedullary hema-
topoiesis, as well as metastatic tumor cells in groups 
I—IV.

The accumulation of granulocytes and, in partic-
ular, neutrophils in the blood of mice with ACE could 

be caused by the secretion by carcinoma cells of a 
number of factors such as granulocyte-macrophage 
colony-stimulating factor, granulocyte colony-stim-
ulating factor, and inflammatory mediators (prosta-
glandin E2) [16]. Despite the ambiguous role of neu-
trophils in tumor pathogenesis, a number of research-
ers have identified blood neutrophilia and leukocyte 
count inversion as a biomarker associated with the de-
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velopment of inflammation, metastasis, the formation 
of a protumor microenvironment, a decrease in sur-
vival time, the efficacy of antitumor therapy, relaps-
es and poor prognosis [17, 18]. Therefore, a decrease 
in the number of granulocytes due to a decrease in the 
blood concentration of neutrophils in the tumor-bear-
ing mice with the introduction of doxorubicin togeth-
er with “Submastin-KRS” (group III) relative to the 
animals treated only with an antitumor drug (group II) 
may indicate an immunomodulatory effect of “Submas-
tin-KRS” in combined anticancer therapy. This effect, 
possibly, can be observed in connection with the re-
combinant cytokines included in the drug. For exam-
ple, it is known that IFN-γ can reduce the inflamma-
tory process and suppress the production of granulo-
cytes in the bone marrow [19]. IFN-α has been shown 
to have direct antitumor and immunomodulatory ac-
tivities [20]. Antiproliferative and cytostatic effects of 
IFN are known for both normal and tumor cells [1]. 
Vitamin A, which is part of the drug we are studying, 
also has an immunomodulatory effect, since it is a key 
regulator of the functions of various innate and adap-
tive parts of the immune system and promotes immune 
homeostasis [21]. It was noted that a decrease in the 
concentration of leukocytes was observed only in the 
groups that were given injections of doxorubicin, and 
the greatest decrease in the number of leukocytes due 
to a decrease in the number of granulocytes was ob-
tained by us with a combination of doxorubicin and 
a cytokine-containing drug. Indeed, other studies us-
ing combined antitumor therapy with doxorubicin and 
various immunomodulators have also demonstrated a 
decrease in the number of neutrophils up to neutrope-
nia [8]. This effect is probably observed in connection 
with the synergistic effect of the interferon-containing 
drug and doxorubicin in relation to tumor cells and the 
immune system of mice.

CONCLUSION
Based on the experimental data obtained by us, 

we can conclude that the drug “Submastin-KRS” did 
not show a direct antitumor effect, however, in com-
bination with doxorubicin, it had an antitumor effect, 
expressed in a decrease in the content of tumor cells 
and an increase in the life expectancy of tumor-bear-
ing mice. In addition, the combined use of doxorubicin 
and “Submastin-KRS” caused a decrease in the con-
centration of leukocytes, due to a decrease in the num-
ber of neutrophilic granulocytes in the blood of mice 
with tumors, which may be a consequence of the im-
munomodulatory effect of “Submastin-KRS” in com-
bined therapy.
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Аннотация. В статье изложены результаты исследований острой токсичности соединений водного рас-
твора фуллерена С60, ресвератрола и бетаина гидрохлорида для лабораторных животных, а также влия-
ние данного соединения на процессы перекисного окисления липидов и активность антиоксидантной си-
стемы защиты организма. Острую токсичность соединения на основе водного раствора фуллерена С60, 
ресвератрола и бетаина гидрохлорида определяли на белых крысах и белых мышах, которые предвари-
тельно были разделены на 5 опытных групп и контрольную, крысам препарат вводили подкожно в объе-
ме 1,0 мл, мышам внутрижелудочно в объеме 0,5 мл. Наблюдение за животными проводили в течение 
14 суток после введения соединения. Животные, получавшие фармакологическую композицию на осно-
ве водного раствора фуллерена С60, ресвератрола и бетаина гидрохлорида в изучаемых дозах в течение 
всего периода наблюдения (14 суток) активно передвигались по клеткам, по пищевому и питьевому пове-
дению мало отличались от крыс контрольной группы, адекватная реакция на внешние раздражители (звук, 
свет) была на уровне контроля. У мышей в первые сутки после введения изучаемого соединения отмеча-
лось угнетение, отказ от корма и воды. На протяжении всего эксперимента отмечали согласованные, ско-
ординированные движения, отсутствие параличей. Слизистые оболочки были розового цвета без патоло-
гических изменений. В течение опыта животные реагировали на внешние (звуковые) раздражители. Так 
же в сыворотке крови опытных животных проводили исследование уровня диеновых конъюгатов, мало-
нового диальдегида и активности каталазы для оценки и контроля уровня оксидативного стресса на фоне 
применения соединения на основе водного раствора фуллерена С60, ресвератрола и бетаина гидрохлори-
да. Установлено, что при подкожном введении белым крысам в дозе 5000 мг/кг изучаемое соединение вы-
зывает незначительное повышение содержания малонового диальдегида и диеновых конъюгатов в сыво-
ротке крови, а так же активизацию фермента каталазы. Результаты исследований и наблюдений за под-
опытными животными в течение 14 дней позволяют нам отнести разработанную инъекционную форму 
к IV классу опасности и к группе малотоксичных веществ.
Ключевые слова: водный раствор фуллерена, острая токсичность, малоновый диальдегид, диеновые 
конъюгаты, каталаза.
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ВВЕДЕНИЕ
Фуллерены представляют собой новую группу 

молекул, состоящую из углерода. Они бывают сфе-
рическими (бакиболы), эллипсоидальными или ци-
линдрическими (углеродные нанотрубки) и имеют 
широкий спектр технологических и медицинских 
применений. Однако рост их производства и ис-

пользования вызвал опасения по поводу их потен-
циальной токсичности [5].

Фуллерены представляют собой группу мо-
лекул, и  их токсичность может различаться, по-
скольку она зависит от размера молекулы, состава, 
свойств поверхности и функционализации. Кроме 
того, токсичность фуллеренов может быть связана 
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с используемыми растворителями и их побочными 
продуктами, а также с примесями металлов [6, 9].

В доступной литературе встречаются противо-
речивые данные по механизму токсического дей-
ствия фуллеренов. Высокие дозы соединений спо-
собны вызывать окислительный стресс за счет об-
разования активных форм кислорода. Другими 
механизмами являются активация каспазы 3/7, ко-
торая может привести к апоптозу, дестабилизации 
лизосомальной мембраны и снижению потенциа-
ла митохондриальной мембраны, повреждению 
мембраны и ДНК. Фуллерены также могут усили-
вать экспрессию генов, связанных с воспалитель-
ным процессом, активностью металлоэндопепти-
даз и  реакцией иммунной системы. Кроме того, 
нарушение фагоцитоза из-за волокнистой формы 
длинных углеродных нанотрубок может привести 
к негативным последствиям [2, 11].

Однако другие исследования сообщают об от-
сутствии летального исхода после воздействия 
высоких доз коллоидных фуллеренов на эпидер-
мальные и  бактериальные клетки человека, от-
сутствии острой или подострой токсичности фул-
леренов и  антиоксидантных свойств, а  также об 
отсутствии генотоксичности, фототоксичности 
и  прооксидантной активности водорастворимых 
фуллеренов [1, 11].

Таким образом, необходимы дальнейшие ис-
следования, чтобы определить точную токсичность 
каждой молекулы фуллереновой группы для живот-
ных, поскольку их использование становится все 
более и более распространенным, а текущие дан-
ные неубедительны и противоречивы.

Исходя из вышеизложенного, целью работы 
явилось изучение токсикологических свойств рас-
твора фуллерена, ресвератрола и бетаина гидрохло-
рида на лабораторных животных.

Исследования проводили в 2022 году на кафе-
дре «Морфология, патология животных и биоло-
гия» ФГБОУ ВО «Саратовский государственный 
университет генетики, биотехнологии и инжене-
рии имени Н. И. Вавилова».

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Острую токсичность соединения на основе вод-
ного раствора фуллерена С60, ресвератрола и бе-
таина гидрохлорида определяли на белых мышах 
и белых крысах.

Белым крысам соединение вводили подкожно 
в дозах 550, 825, 1100, 2500, 5000 мг/кг по действу-
ющему веществу, белым мышам — внутрижелудоч-

но в тех же дозах. За животными наблюдали в тече-
ние 14 суток после введения препарата. Объем вво-
димого раствора составлял белым крысам 1,0 мл, 
белым мышам — 0,5 мл. Среднюю смертельную 
дозу (LD50) рассчитывали по методу Кербера. В ка-
честве контроля служили животные, которым вво-
дили стерильный водный раствор фуллерена С60.

Диеновые конъюгаты (ДК) исследовали с по-
мощью спектрофотометра при уровне поглоще-
нии ультрафиолета в диапазоне длины волны 232—
234 нм [8]. Содержание малонового диальдегида 
(МДА) определяли тиобарбитуровым методом в сы-
воротке крови [7]. Активность каталазы исследова-
ли с помощью спектрофотометрического способа 
при нагревании в водяной бане [4]. Кровь у белых 
крыс брали на 1 сутки, 7 сутки и 14 сутки после 
введения изучаемого соединения в дозе 5000 мг/кг. 
Аспирацию крови на 1 и 7 сутки осуществляли из 
боковой хвостовой вены в количестве 0,5 мл. На 
14 сутки проводили декапитацию животных в со-
ответствии с  Европейской директивой по защи-
те животных, используемых в научных целях [10].

Цифровой материал подвергался статистиче-
ской обработке с вычислением критерия Стьюден-
та на персональном компьютере с использованием 
стандартной программы вариационной статистики 
Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Результаты исследований по определению ост-

рой токсичности изучаемого соединения для лабо-
раторных животных представлены в таблицах 1 и 2.

Клиника токсического действия при подкожном 
введении соединения на основе водного раствора 
фуллерена С60, ресвератрола и бетаина гидрохло-
рида у белых крыс сопровождалась следующими 
симптомами: животные, получавшие фармаколо-
гическую композицию в изучаемых дозах течение 
всего периода наблюдения (14 суток) активно пе-
редвигались по клеткам, по пищевому и питьево-
му поведению не отличались от крыс контрольной 
группы, реакция на внешние раздражители (звук, 
свет) была адекватной и на уровне контроля.

При внутрижелудочном введении соединения 
в дозе 5000 мг/кг белые мыши в течение первых су-
ток были угнетены, малоподвижны, отказывались 
от корма. Реакция на внешние раздражители была 
понижена. На вторые сутки после введения соеди-
нения восстанавливалось пищевое и питьевое пове-
дение, реакции на внешние раздражители. В тече-
ние 14 суток исследований гибели опытных живот-
ных не отмечено. В связи с этим установить LD50 не 
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представилось возможным. Это позволяет считать 
изучаемое соединение на основе водного раствора 
фуллерена С60, ресвератрола и бетаина гидрохло-
рида нетоксичным в испытанном диапазоне доз. 

Также было проведено исследование уровня 
диеновых конъюгатов, малонового диальдегида 
и активности каталазы в сыворотке крови. Резуль-
таты исследований представлены на рис. 1.

		  Таблица 1 
Острая токсичность соединения на основе водного раствора фуллерена С60, 
ресвератрола и бетаина гидрохлорида для белых крыс при подкожном введении

Группа Доза, мг/кг Количество живот-
ных в опыте

Наблюдавшийся эффект

пало выжило

1
2
3
4
5
6

550
825
1100
2500
5000

Контроль

6
6
6
6
6
6

0
0
0
0
0
0

6
6
6
6
6
6

		  Таблица 2 
Острая токсичность соединения на основе водного раствора фуллерена С60, ресвератрола 

и бетаина гидрохлорида для белых мышей при внутрижелудочном введении

Группа Доза, мг/кг Количество живот-
ных в опыте

Наблюдавшийся эффект

пало выжило

1
2
3
4
5
6

550
825
1100
2500
5000

Контроль

6
6
6
6
6
6

0
0
0
0
0
0

6
6
6
6
6
6

9,01±0,33 10,03±0,61* 9,95±0,26*

10,65±0,84
11,95±0,18* 12,04±0,73*

20,53±1,13
22,96±0,66* 23,13±1,13*
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Рис. 1. Кинетика продуктов окисления липидов и активности каталазы в крови белых крыс после введения 
соединения на основе водного раствора фуллерена С60, ресвератрола и бетаина гидрохлорида
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При оценке уровня каталазы в сыворотке кро-
ви опытных животных отмечали следующее: ак-
тивность фермента на 7  сутки увеличилась до 
22,96 ммоль/л, что на 11,8 % выше первоначального 
значения, на 14 сутки — до 23,13 ммоль/л, что боль-
ше на 12,6 % относительно первых суток опыта.

При изучении динамики малонового диальде-
гида на фоне применения водного раствора фул-
лерена С60, ресвератрола и  бетаина гидрохлори-
да установлено увеличение его концентрации до 
11,95 нмоль/л на 7 сутки исследования и стабили-
зацию значений на уровне 12,04 нмоль/л на 14 сут-
ки, что на 12,2 % и 13,1 % соответственно выше по-
казателей первых суток опыта.

Содержание диеновых конъюгатов в сыворот-
ке крови опытных животных на 7 и 14 сутки опыта 
возрастало до 10,03 мкмоль/мл и 9,95 мкмоль/мл, 
что на 11,3 % и 10,4 % соответственно выше зна-
чений, зарегистрированных в первые сутки.

В нашем исследовании мы обнаружили повы-
шение показателей перекисного окисления липи-
дов в  сыворотке крови белых крыс после введе-
ния изучаемого соединения, о чем свидетельствует 
концентрация продуктов, отражающих начальную 
фазу перекисного окисления липидов, а  именно 
малонового диальдегида и диеновых конъюгатов. 
С другой стороны, мы установили повышение ак-
тивности фермента каталазы в сыворотке крови. 
Это можно рассматривать как компенсаторную ре-
акцию защиты организма, так как каталаза расщеп-
ляет молекулы свободных радикалов на одну моле-
кулу кислорода и две молекулы воды, тем самым 
снижая уровень свободных радикалов в крови [3].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, разработанное соединение на 

основе водного раствора фуллерена С60, ресвера-
трола и бетаина гидрохлорида относится к IV клас-
су опасности и к группе малотоксичных веществ. 
При подкожном введении белым крысам в  дозе 
5000 мг/кг вызывает незначительное повышение 
содержания малонового диальдегида и диеновых 
конъюгатов в сыворотке крови, а также активиза-
цию фермента каталазы.
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TOXICOLOGICAL CHARACTERISTICS OF AN AQUEOUS 
SOLUTION OF FULLERENE C60, RESVERATROL AND 
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Abstract. The article presents the results of studies of the acute toxicity of compounds in an aqueous solution of 
fullerene C60, resveratrol and betaine hydrochloride for laboratory animals, as well as the effect of this compound 
on the processes of lipid peroxidation and the activity of the antioxidant defense system of the body. The acute 
toxicity of a compound based on an aqueous solution of fullerene C60, resveratrol and betaine hydrochloride was 
determined on white rats and white mice, which were previously divided into 5 experimental groups and a con-
trol group, the drug was administered subcutaneously to rats in a volume of 1.0 ml, to mice — intragastrically in 
a volume of 0 5 ml. The animals were observed for 14 days after administration of the compound. The animals 
that received a pharmacological composition based on an aqueous solution of fullerene C60, resveratrol and be-
taine hydrochloride in the studied doses during the entire observation period (14 days) actively moved around the 
cages, did not differ much in their eating and drinking behavior from the rats of the control group, an adequate 
response to external stimuli (sound, light) was at the control level. In mice, depression, unwillingness to eat and 
drink were noted on the first day after the introduction of the studied compound. Throughout the experiment, co-
ordinated movements and the absence of paralysis were noted. The mucous membranes were pink in color with-
out pathological changes. During the experiment, the animals reacted to external (sound) stimuli. The blood se-
rum level of diene conjugates, malondialdehyde and catalase activity in experimental animals was also studied to 
assess and control the level of oxidative stress against the background of the use of a compound based on an aque-
ous solution of fullerene C60, resveratrol and betaine hydrochloride. It has been found that when subcutaneous-
ly administered to white rats at a dose of 5000 mg/kg, the compound under study causes a slight increase in the 
content of malondialdehyde and diene conjugates in blood serum, as well as activation of the catalase enzyme. 
The results of research and observations of experimental animals for 14 days allow us to attribute the designed 
injectable form to hazard class IV and to the group of low-toxic substances.
Keywords: fullerene aqueous solution, acute toxicity, malondialdehyde, diene conjugates, catalase.
Acknowledgments: the work was supported by the Russian Science Foundation grant No. 22-26-00019 Design 
of Antioxidant and Antitumor Veterinary Drugs based on Nanofullerenes

©  Alekseev A. A., Klyukin S. D., Pudovkin N. A., 2023

INTRODUCTION
Fullerenes are a new group of molecules made up 

of carbon. They are spherical (buckyballs), ellipsoi-
dal or cylindrical (carbon nanotubes) and have a wide 
range of technological and medical applications. How-
ever, the growth in their production and use has raised 
concerns about their potential toxicity [5].

Fullerenes are a group of molecules and their tox-
icity can vary as it depends on molecular size, com-
position, surface properties and functionalization. In 
addition, the toxicity of fullerenes can be associated 
with the solvents used and their by-products, as well 

as with metal impurities [6, 9]. The available literature 
contains contradictory data on the mechanism of the 
toxic action of fullerenes. High doses of compounds 
can cause oxidative stress due to the formation of re-
active oxygen species. Other mechanisms are activa-
tion of caspase 3/7, which can lead to apoptosis, de-
stabilization of the lysosomal membrane and a de-
crease in the potential of the mitochondrial membrane, 
membrane and DNA damage. Fullerenes can also en-
hance the expression of genes associated with the in-
flammatory process, the activity of metalloendopepti-
dases, and the response of the immune system. In ad-



28	 Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 1 (22) • 2023

A. A. Alekseev, S. D. Klyukin, N. A. Pudovkin

dition, disruption of phagocytosis due to the fibrous 
shape of long carbon nanotubes can lead to negative 
consequences [2, 11].

However, other studies report the absence of a le-
thal outcome after exposure to high doses of colloi-
dal fullerenes on human epidermal and bacterial cells, 
the absence of acute or subacute fullerene toxicity and 
antioxidant properties, and the absence of genotoxici-
ty, phototoxicity and prooxidant activity of water-sol-
uble fullerenes [1,11].

Thus, further research is needed to determine the 
exact toxicity of each fullerene group molecule for ani-
mals as their use becomes more and more common and 
current data is inconclusive and contradictory.

Based on the foregoing, the objective of the work 
was to study the toxicological properties of a solution 
of fullerene, resveratrol and betaine hydrochloride on 
laboratory animals.

The studies were carried out in 2022 at the De-
partment of Morphology, Animal Pathology and Bi-
ology of FSBEI HE “Saratov State University of Ge-
netics, Biotechnology and Engineering named after 
N. I. Vavilov”.

MATERIAL AND METHODS
The acute toxicity of a compound based on an 

aqueous solution of fullerene C60, resveratrol and be-
taine hydrochloride was determined on white mice 
and white rats.

In white rats, the compound was administered 
subcutaneously at doses of 550, 825, 1100, 2500, 

5000 mg/kg of the active substance, white mice — in-
tragastrically at the same doses. The animals were ob-
served for 14 days after drug administration. The vol-
ume of the injected solution was 1.0 ml for white rats 
and 0.5  ml for white mice. The median lethal dose 
(LD50) was calculated using the Kerber method. The 
animals that were injected with a sterile aqueous solu-
tion of fullerene C60 served as the control.

Diene conjugates (DC) were studied using a spec-
trophotometer at an ultraviolet absorption level in the 
wavelength range of 232—234 nm [8]. The content of 
malondialdehyde (MDA) was determined by the thio-
barbituric method in blood serum [7]. Catalase activity 
was studied using a spectrophotometric method when 
heated in a water bath [4]. Blood was taken from white 
rats on day 1, day 7 and day 14 after administration of 
the studied compound at a dose of 5000 mg/kg. Blood 
aspiration on days 1 and 7 was carried out from the lat-
eral tail vein in the amount of 0.5 ml. On day 14, the 
animals were decapitated in accordance with the Eu-
ropean Directive for the Protection of Animals Used 
for Scientific Purposes [10].

The digital material was subjected to statistical 
processing with the calculation of the Student’s crite-
rion on a personal computer using the standard varia-
tion statistics program Microsoft Excel.

STUDY RESULTS
The results of studies to determine the acute tox-

icity of the studied compound for laboratory animals 
are presented in Tables 1 and 2.

		  Table 1 
Acute toxicity of a compound based on an aqueous solution of fullerene C60, resveratrol 

and betaine hydrochloride for white rats when administered subcutaneously

Group Dose, mg/kg Number of animals in 
the experiment

Observed effect

mortality survived

1
2
3
4
5
6

550
825
1100
2500
5000

Control

6
6
6
6
6
6

0
0
0
0
0
0

6
6
6
6
6
6

Clinical toxicity after subcutaneous administration 
of a compound based on an aqueous solution of fuller-
ene C60, resveratrol and betaine hydrochloride in white 
rats was accompanied by the following symptoms: an-
imals that received the pharmacological composition 
at the studied doses during the entire observation peri-

od (14 days) actively moved around the cages, did not 
differ much in their eating and drinking behavior from 
the rats of the control group, an adequate response to 
external stimuli (sound, light) was at the control level.

During the intragastric administration of the com-
pound at a dose of 5000 mg/kg, white mice were de-
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pressed, inactive, and demonstrated unwillingness to 
eat during the first day. Reaction to external stimuli 
was reduced. On the second day after the administra-
tion of the compound, eating and drinking behavior 
and reactions to external stimuli were restored. With-
in 14 days of research, the death of experimental ani-
mals was not observed. In this regard, it was not possi-

ble to use LD50. This allows us to consider the studied 
compound based on an aqueous solution of fullerene 
C60, resveratrol and betaine hydrochloride as non-tox-
ic in the tested dose range.

The blood serum level of diene conjugates, 
malondialdehyde and catalase activity were also stud-
ied. The research results are presented in Fig. 1.

		  Table 2 
Acute toxicity of a compound based on an aqueous solution of fullerene C60, resveratrol 

and betaine hydrochloride for white mice after intragastric administration

Group Dose, mg/kg Number of animals in 
the experiment

Observed effect

mortality survived

1
2
3
4
5
6

550
825
1100
2500
5000

Control

6
6
6
6
6
6

0
0
0
0
0
0

6
6
6
6
6
6

9.01±0.33 10.03±0.61* 9.95±0.26*

10.65±0.84
11.95±0.18* 12.04±0.73*

20.53±1.13
22.96±0.66* 23.13±1.13*

0
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MDA, nmol/L
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Fig. 1. Kinetics of lipid oxidation products and catalase activity in the blood of white rats after administration of 
a compound based on an aqueous solution of fullerene C60, resveratrol and betaine hydrochloride

When assessing the blood serum level of catalase 
in the of experimental animals, the following was not-
ed: on day 7, the activity of the enzyme increased up 
to 22.96 mmol/L, which was by 11.8 % higher than 
the initial value, on day 14 — up to 23.13 mmol/L, 
which was by 12.6 % more relative to day 1 of the  
experiment.

When studying the dynamics of malondialdehyde 
against the background of the use of an aqueous solu-

tion of fullerene C60, resveratrol and betaine hydrochlo-
ride, an increase in its concentration up to 11.95 nmo-
l/L on day 7 of the study and stabilization of values at 
the level of 12.04 nmol/L on day 14, which was high-
er by 12.2 % and 13.1 %, respectively, than on day 1 
of the experiment.

The blood serum content of diene conjugates in 
the of experimental animals on days 7 and 14 of the 
experiment increased up to 10.03 µmol/ml and 9.95 
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µmol/ml, which was higher by 11.3 % and 10.4 %, re-
spectively, than the values recorded on day 1.

In our study, we found an increase in lipid perox-
idation in the blood serum of white rats after the ad-
ministration of the studied compound, as evidenced 
by the concentration of products reflecting the initial 
phase of lipid peroxidation, namely malondialdehyde 
and diene conjugates. On the other hand, we found an 
increase in the activity of the catalase enzyme in the 
blood serum. This can be considered as a compensa-
tory defense reaction of the body, since catalase splits 
free radical molecules into one oxygen molecule and 
two water molecules, thereby reducing the level of free 
radicals in the blood [3].

CONCLUSION
Thus, the designed compound based on an aque-

ous solution of fullerene C60, resveratrol and betaine 
hydrochloride belongs to the hazard class IV and to 
the group of low-toxic substances. When administered 
subcutaneously to white rats at a dose of 5000 mg/kg, 
it causes a slight increase in the content of malondi-
aldehyde and diene conjugates in the blood serum, as 
well as the catalase enzyme activation.
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ПРЕПАРАТА ИНТЕРФЕРОНА ЛЯМБДА ПРИ ЕГО 
МНОГОКРАТНОМ ВВЕДЕНИИ БЕЛЫМ КРЫСАМ
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Аннотация. Первоочередной задачей доклинических исследований лекарственных средств является опре-
деление потенциальных токсических свойств, в том числе при многократном введении в разных дозах — 
терапевтической и кратно ее превышающей. Поэтому целью данного исследования являлось изучение ток-
сических эффектов препарата интерферона лямбда при многократном внутримышечном введении, а так-
же исследование возможности обратимости вызываемых повреждений. Для этого были сформированы 
3 группы белых лабораторных крыс, массой тела 190—210 г. по n = 12 в каждой. Животным группы кон-
троля, в течение 14 дней один раз в сутки применяли стерильный изотонический раствор хлорида натрия 
в объеме 0,25 мл внутримышечно. Крысам опытных групп исследуемый препарат в такой же последова-
тельности в дозах 0,1 мл/кг (условно-терапевтическая) и 1,0 мл/кг (в 10 раз превышающая терапевтиче-
скую) в объеме введения 0,25 мл. После 14‑дневного курса применения препарата и 10 дней после прово-
дился отбор образцов крови, которые исследовались гематологическими и биохимическими методами. 
Для морфометрии и гистологического исследования внутренних органов часть грызунов из каждой груп-
пы подвергали эвтаназии. Установлено, что многократное внутримышечное введение препарата интерфе-
рона лямбда в условно-терапевтической и десятикратно ее превышающей дозах вызвало некоторые неже-
лательные побочные эффекты, выражающиеся в гепатотоксическом действии. Так у крыс, которым вво-
дили препарат интерферона лямбда в  десятикратной терапевтической дозе, наблюдалось увеличение 
активности аминотрансфераз (АсАТ на 21,8 %, АлАТ на 14,8 %) и количества общего билирубина в 2,2 
раза, а при гистологическом исследовании отмечались структурные изменения (умеренная лимфогистио-
цитарная инфильтрация перипортальных трактов, диплоидность ядер гепатоцитов). Стоит отметить, что 
такие же структурные изменения наблюдались у крыс, которым препарат вводился в терапевтической дозе, 
при отсутствии изменений в биохимическом статусе. Однако, данный процесс был обратимым и нивели-
ровался в течение 10 дней после отмены препарата в каждой группе.
Ключевые слова: доклинические исследования, токсикология, интерферон лямбда, белые крысы, гема-
тология, биохимия крови, массовый коэффициент органа
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ВВЕДЕНИЕ

Первоочередной задачей доклинических иссле-
дований лекарственных средств является опреде-
ление потенциальных токсических свойств, в том 
числе при многократном введении в  разных до-
зах — терапевтической и кратно ее превышающей. 
При этом особое внимание уделяется выявлению 
нежелательных побочных эффектов с учетом влия-
ния ряда факторов: доза и кратность применения, 

класс лекарственного вещества, его способность 
к  кумуляции, вид, пол, возраст, уровень продук-
тивности животных. 

Протокол доклинических исследований вклю-
чает ряд обязательных испытаний, в  том числе 
определение токсических эффектов при много-
кратном повторном введении, а также выявление 
органов-мишеней и обратимости вызываемых по-
вреждений. Все это позволяет оценить риск по-
тенциальных негативных последствий его приме-
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нения у целевых видов животных в ходе клиниче-
ского этапа испытаний [1—5].

В современных условиях ведения животновод-
ства актуальной задачей является разработка новых 
безопасных и эффективных лекарственных средств 
для повышения естественной резистентности ор-
ганизма животных. Одним из направлений поиска 
является создание и всесторонняя фармако-токси-
кологическая оценка препаратов на основе реком-
бинантных интерферонов, корригирующих им-
мунные дисфункции посредством нивелирования 
дефицита эндогенных регуляторных молекул и вос-
произведения их эффектов [6—7].

Интерфероны (ИФН) представляют собой се-
мейство секретируемых белков, которые влияют 
на широкий спектр физиологических процессов, 
регулирующих врожденный и адаптивный имму-
нитет [8]. Интерфероны подразделяются на три 
подгруппы: интерфероны типа I  (ИФНα, ИФНβ, 
ИФНε, ИФНκ и  ИФНω), интерфероны типа II 
(ИФНγ) и интерфероны типа III (ИФН λ). Интер-
фероны типа III являются относительно новым до-
полнением к семейству интерферонов и особенно 
важны для иммунной защиты барьерных поверх-
ностей [9]. ИФН-λ выполняют функции, схожие 
с семейством интерферонов I типа, но имеют весо-
мые отличия от последних: действуют прежде все-
го в клетках эпителиальных барьеров и, благодаря 
более целенаправленной передаче сигналов, обла-
дают существенными терапевтическими преиму-
ществами вследствие исключения ряда побочных 
эффектов, лимитирующих клиническое использо-
вание ИФН I типа [10].

Целью данного исследования являлось изуче-
ние токсических эффектов препарата интерферона 
лямбда при многократном внутримышечном введе-
нии белым лабораторным крысам, выявление наи-
более чувствительных органов и систем организ-
ма, а также исследование возможности обратимо-
сти вызываемых повреждений.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Для оценки возможного токсического действия 
препарата интерферона лямбда при многократном 
введении в соответствии с [11] был разработан ди-
зайн эксперимента, одобренный биоэтической ко-
миссией ФГБНУ «ВНИВИПФиТ». В условиях ви-
вария были сформированы 3 группы белых лабо-
раторных крыс, массой тела 190—210 г. по n = 12 
в каждой. Содержание подопытных животных и все 
манипуляции с ними в рамках эксперимента соот-

ветствовали требованиям международных и рос-
сийский законодательных актов (ETS123, Stras-
bourg, 1986; Директива 2010/63/EU от 22.09.2010 г; 
ГОСТ 33216—2014, ГОСТ 33215—2014).

Крысам опытных групп исследуемый препарат 
вводили внутримышечно один раз в сутки пример-
но в одно и то же время в течение 14 дней в дозах 
0,1  мл/кг (условно-терапевтическая) и  1,0  мл/кг 
(в 10 раз превышающая терапевтическую) в объе-
ме введения 0,25 мл. Животным группы контро-
ля, которые содержались в аналогичных услови-
ях, применяли стерильный изотонический раствор 
хлорида натрия в объеме введения 0,25 мл внутри-
мышечно.

Интегральными характеристиками общетокси-
ческого действия препарата служили внешний вид, 
поведение, поедаемость корма и прием воды; дина-
мика массы тела животных при взвешивании 1 раз 
в 7 дней; гематологические и биохимические пока-
затели крови, морфометрия и гистологическое ис-
следование образцов внутренних органов.

Морфологические характеристики перифери-
ческой крови определяли с помощью гематологи-
ческого анализатора (АВХ Micros 60 CT/OT, Фран-
ция), а также по стандартной методике подсчета 
клеток в камере Горяева.

Биохимические показатели определяли в образ-
цах сыворотки крови: концентрацию общего бел-
ка, общих липидов, мочевины, глюкозы, креати-
нина, холестерина, билирубина, активность фер-
ментов аспартат– и аланинаминотрасфераз (АсАТ 
и АлАТ) — наборами фирмы «Витал» (Санкт-Пе-
тербург); фракции белка — электрофорезом в ага-
розном геле.

Образцы крови отбирали через сутки после 
14‑дневного курса применения препарата и окон-
чания 10‑дневного восстановительного периода.

Для морфометрии и гистологического исследо-
вания внутренних органов часть грызунов из каж-
дой группы подвергали эвтаназии передозиров-
кой углекислого газа в специальной камере через 
15 и 25 дней от начала эксперимента.

Статистическая обработка полученных данных 
проведена с помощью компьютерного пакета про-
грамм Statistica 8.0 и представлена в виде средней 
арифметической и ошибки средней арифметиче-
ской (М ± m). Различия считали статистически зна-
чимыми при р < 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
При многократном внутримышечном введе-

нии препарата интерферона лямбда и  в  течение 
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восстановительного периода гибели подопытных 
крыс зафиксировано не было. Так же не наблюда-
ли отклонений в поведенческих реакциях, реакции 
на внешние раздражители и двигательной актив-
ности, нарушений координации движений. Корм 
и воду крысы принимали охотно. Состояние шерст-

ного покрова и слизистых оболочек соответствова-
ло физиологическим нормам, как в опытных, так 
и в контрольной группах.

В течение эксперимента масса тела подопыт-
ных животных увеличивалась во всех группах, но 
динамика имела определенные различия (рис. 1).
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Рис. 1. Влияние многократного введения препарата «Лямбда-интерферон» на динамику массы тела у крыс 
(% к исходной массе тела до начала эксперимента)

Наибольший прирост массы тела лаборатор-
ных крыс относительно исходных данных (до на-
чала эксперимента) был зафиксирован в  группе, 
которой применяли исследуемый препарат в дозе 
0,1 мл/кг. В группе крыс, которым применяли ис-
следуемый препарат в десятикратной терапевтиче-
ской дозе, прирост массы тела был идентичен та-
ковому в группе контроля.

Таким образом, в испытанных дозах при вну-
тримышечном введении животным препарата ин-
терферона лямбда общетоксических эффектов 
у крыс не обнаружено. При этом в группе крыс, ко-
торым применяли условно-терапевтическую дозу, 
прирост массы тела имел более выраженную ди-
намику относительно других групп подопытных 
животных.

Для оценки состояния внутренних органов 
в  токсикологических исследованиях использова-
ли такой интегральный показатель как массовый 
коэффициент органов (МКО) — процентное отно-
шение массы органа к массе тела.

Результаты расчета МКО, представленные 
в таблице 1, указывают на то, что 14‑дневное вну-
тримышечное введение препарата в испытанных 
дозах не вызывает у опытных крыс достоверных 

изменений относительной массы внутренних ор-
ганов по сравнению с таковыми у животных кон-
трольной группы.

Анализ гистопрепаратов внутренних органов 
от подопытных крыс показал, что через 14 дней 
введения препарата интерферона лямбда в испы-
танных дозах в печени были отмечены структур-
ные изменения (умеренная лимфогистиоцитарная 
инфильтрация перипортальных трактов, диплоид-
ность ядер гепатоцитов), что может быть связано 
с взаимодействием реактивных метаболитов пре-
парата со структурными компонентами печеноч-
ной ткани и нарушением структурно-функциональ-
ной целостности гепатоцитов и клеток стромаль-
ного окружения с развитием гепатодистрофии [12]. 
Данные изменения указывают на наличие опреде-
ленного токсического влияния препарата при мно-
гократном его применении, однако, оно было пре-
ходящим, и через 10 дней восстановительного пе-
риода указанные изменения зафиксированы не 
были ни в одной из подопытных групп.

Гематологическое исследование (табл. 2) кро-
ви крыс показало, что после 14 дневного введения 
лямбда-интерферон в дозе 0,1 мл/кг отмечали до-
стоверное снижение количества эритроцитов и об-
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щего гемоглобина на 11,4 и 10,1 %. Уровень лей-
коцитов и тромбоцитов при этом возрастал на 47,7 
и 25,2 %, соответственно. При увеличении дозы до 
1,0 мл/кг наблюдалась аналогичная тенденция. Так 
данные животные в сравнении с контролем име-
ли повышенный уровень лейкоцитов, тромбоци-
тов и сегментоядерных нейтрофилов на 45,8, 16,5 
и 18,3 %, соответственно, а количество общего ге-
моглобина было понижено на 6,4 %. Стоит отме-

тить, что такие изменения характерны при развитии 
воспалительно-дегенеративных процессов; в дан-
ном случае таковой наблюдался в печени, что под-
тверждалось результатом гистологических иссле-
дований. Однако по прошествии 10-дневного вос-
становительного периода достоверных изменений 
по вышеуказанным гематологическим показателям 
зафиксировано не было, что указывает на обрати-
мость процессов при отмене препарата.

		  Таблица 1 
Массовые коэффициенты внутренних органов (МКО) крыс при многократном 

внутримышечном введении препарата интерферона лямбда (M ± m)

Органы
Группа животных

Контроль 0,1 1,0

Через 14 дней

Тимус 0,09 ± 0,012 0,08 ± 0,006 0,08 ± 0,001

Селезенка 0,32 ± 0,024 0,26 ± 0,004 0,29 ± 0,011

Печень 2,99 ± 0,114 3,07 ± 0,146 2,97 ± 0,127

Почки 0,57 ± 0,014 0,59 ± 0,033 0,60 ± 0,034

Надпочечники 0,02 ± 0,002 0,02 ± 0,002 0,03 ± 0,003

Сердце 0,34 ± 0,017 0,33 ± 0,006 0,35 ± 0,019

Легкие 0,67 ± 0,063 0,68 ± 0,052 0,69 ± 0,072

Семенники 1,20 ± 1,126 1,30 ± 0,060 1,13 ± 0,070

Через 10 дней восстановительного периода

Тимус 0,07 ± 0,007 0,06 ± 0,003 0,06 ± 0,005

Селезенка 0,26 ± 0,006 0,29 ± 0,015 0,26 ± 0,023

Печень 3,60 ± 0,151 3,57 ± 0,195 3,37 ± 0,169

Почки 0,58 ± 0,031 0,63 ± 0,066 0,55 ± 0,020

Надпочечники 0,03 ± 0,003 0,02 ± 0,002 0,02 ± 0,002

Сердце 0,37 ± 0,026 0,32 ± 0,015 0,34 ± 0,019

Легкие 0,69 ± 0,038 0,60 ± 0,057 0,68 ± 0,018

Семенники 0,97 ± 0,072 0,96 ± 0,063 1,06 ± 0,047

Подтверждением развития гепатотоксическо-
го действия при длительном применении препа-
рата интерферона лямбда стало увеличение фрак-
ции альфа-глобулинов, входящих в состав белков 
острой фазы. Так у крыс, которым препарат вво-

дили в  дозе 0,1  мл/кг, наблюдалось увеличение 
фракции на 18,1 % в сравнении с контролем, и на 
48,4 % у крыс, которым препарат применялся в дозе 
1,0 мл/кг (табл. 3). Дальнейшие биохимические ис-
следования показали, что у крыс после 14‑дневного 
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введения препарата интерферона лямбда в услов-
но-терапевтической дозе происходило увеличение 
соотношения лактата к пирувату на 12,1 %, а так-
же уменьшение количества общих липидов и три-
глицеридов на 16,7 и 36,5 %, соответственно. На 

фоне этого уровень холестерина оставался без до-
стоверного изменения, но имел тенденцию к уве-
личению количества общего билирубина в крови, 
что может быть связано с  изменением процесса 
желчеотведения.

		  Таблица 2 
Морфологические показатели крови белых крыс при многократном 

внутримышечном применении препарата интерферона лямбда (M ± m)

Показатели Контроль
Опытные группы

0,1 мл/кг 1,0 мл/кг

Через 14 дней

Эритроциты, 1012/л 7,18 ± 0,29 6,36 ± 0,36* 6,97 ± 0,19

Лейкоциты, 109/л 5,35 ± 0,39 7,90 ± 0,79* 7,80 ± 0,42*

Гемоглобин, г/л 116,8 ± 2,7 105,2 ± 5,8* 109,0 ± 2,3*

Нейтрофилы, %
Палочкоядерные 1,75 ± 0,41 1,25 ± 0,31 1,75 ± 0,31

Сегментоядерные 29,0 ± 1,7 28,0 ± 2,2 34,3 ± 2,1*

Эозинофилы, % 0,50 ± 0,19 1,00 ± 0,27 0,75 ± 0,31

Базофилы, % — — —

Лимфоциты, % 66,0 ± 2,3 66,3 ± 2,1 60,8 ± 2,8

Моноциты, % 3,0 ± 0,05 3,5 ± 0,6 2,5 ± 0,3

Тромбоциты, 109/л 925,8 ± 66,4 1158,8 ± 81,4* 1079,7 ± 50,2*

Через 10 дней восстановительного периода

Эритроциты, 1012/л 6,94 ± 0,12 6,42 ± 0,28 6,31 ± 0,27*

Лейкоциты, 109/л 6,35 ± 0,46 7,27 ± 0,45 7,05 ± 0,68

Гемоглобин, г/л 119,7 ± 1,3 113,8 ± 3,1 117,0 ± 3,9

Нейтрофилы, %
Палочкоядерные 1,75 ± 0,31 1,33 ± 0,21 1,25 ± 0,31

Сегментоядерные 30,5 ± 2,5 28,0 ± 1,9 32,5 ± 2,3

Эозинофилы, % 0,50 ± 0,19 0,67 ± 0,21 2,25 ± 0,31

Базофилы, % — — —

Лимфоциты, % 63,8 ± 2,3 66,7 ± 1,8 61,8 ± 3,5

Моноциты, % 3,5 ± 0,54 3,3 ± 0,21 2,3 ± 0,51

Тромбоциты, 109/л 893,3 ± 75,7 850,8 ± 27,4 775,3 ± 56,4

	 *	р ≤ 0,05 относительно группы контроля
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		  Таблица 3 
Влияние многократного введения препарата интерферона лямбда 
на биохимические показатели крови крыс в эксперименте (M ± m)

Показатели Контроль
Группа животных

0,1 мл/кг 1,0 мл/кг

АЛТ, Е/л 76,4 ± 3,6 65,1 ± 7,8 85,4 ± 2,1*

АСТ, Е/л 100,1 ± 6,1 110,8 ± 9,2 121,9 ± 9,1*

Глюкоза, мМ/л 4,2 ± 0,14 4,0 ± 0,20 3,9 ± 0,08*

Лактат, мМ/л 0,85 ± 0,044 0,86 ± 0,072 0,95 ± 0,036*

Пируват, мкМ/л 129,3 ± 5,1 116,8 ± 9,2 107,8 ± 7,9*

Л/П 0,66 ± 0,015 0,74 ± 0,011* 0,88 ± 0,023*

Общ. белок, г/л 66,8 ± 1,8 64,7 ± 0,28 68,2 ± 1,7

Альбумины, % 45,9 ± 2,7 46,1 ± 1,6 47,2 ± 1,8

Глобулины, %
—  альфа 9,2 ± 0,45 10,9 ± 0,8* 13,7 ± 0,5*

—  бета 21,5 ± 0,4 20,7 ± 0,4 20,6 ± 0,6

—  гамма 22,2 ± 1,5 21,2 ± 0,7 18,5 ± 1,4*

Креатинин, мкМ/л 26,0 ± 2,1 28,5 ± 2,7 26,3 ± 1,7

Мочевина, мМ/л 5,22 ± 0,378 5,69 ± 0,387 5,39 ± 0,228

Триглицериды, мМ/л 0,96 ± 0,07 0,61 ± 0,054* 0,48 ± 0,044*

Общ. липиды, г/л 1,62 ± 0,082 1,35 ± 0,084* 1,26 ± 0,050*

Холестерин, мМ/л 1,43 ± 0,039 1,53 ± 0,092 1,42 ± 0,119

Билирубин, мкМ/л 5,75 ± 0,42 9,32 ± 1,56 10,5 ± 2,60*

Общие ИГ, мг/мл 15,4 ± 1,14 13,3 ± 0,73 14,7 ± 1,46

	 *	р ≤ 0,05 относительно группы контроля

В свою очередь у крыс, которым вводили пре-
парат интерферона лямбда в десятикратной тера-
певтической дозе, наблюдалось увеличение актив-
ности аминотрансфераз (АсАТ на 21,8 %, АлАТ на 
14,8 %) и  количества общего билирубина на 2,2 
раза, что указывает на появление первых призна-
ков синдрома холестаза, вызванного развитием ге-
патодистрофии, что также подтверждается гисто-
логическими исследованиями. Вследствие гепато-
токсического действия препарата у  подопытных 
животных отмечали снижение количества глю-
козы и пировиноградной кислоты в крови на 7,2 

и 16,6 %, а также общих липидов и триглицери-
дов на 50,0 и 22,2 % соответственно. Уровень мо-
лочной кислоты при этом увеличивался на 11,8 %, 
что отражалось на соотношении лактата к пирува-
ту, которое было выше уровня контроля на 33,3 %, 
что указывает на смещение метаболизма с аэроб-
ного на анаэробный путь.

Через 10 дней после окончания применения 
препарата у большинства задействованных в ис-
следовании животных наблюдали восстановление 
гематологических и  биохимических параметров 
крови до уровня контрольной группы (табл.  4). 
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У крыс, которым вводили препарат интерферона 
лямбда в десятикратной терапевтической дозе, так-
же наблюдали восстановление большинства био-
химических показателей, что указывает на разре-

шение гепатоксических процессов. Однако уро-
вень общих липидов и триглицеридов все еще был 
ниже уровня контрольной группы на 16,9 и 31,5 %  
соответственно.

		  Таблица 4 
Биохимические и иммунологические показатели крови крыс в эксперименте 

через 10 дней восстановительного периода (M ± m)

Показатели Контроль
Группа животных

0,1 мл/кг 1,0 мл/кг

АлАТ, Е/л 88,5 ± 1,0 86,6 ± 5,3 80,9 ± 5,0

АсАТ, Е/л 110,9 ± 7,3 93,7 ± 9,3 98,1 ± 7,1

Глюкоза, мМ/л 4,8 ± 0,04 4,9 ± 0,13 4,5 ± 0,20

Лактат, мМ/л 0,87 ± 0,09 0,63 ± 0,09* 0,91 ± 0,12

Пируват, мкМ/л 130,0 ± 7,2 138,3 ± 4,3 129,3 ± 10,4

Л/П 0,67 ± 0,014 0,46 ± 0,018* 0,71 ± 0,025

Общ. белок, г/л 69,9 ± 1,3 66,1 ± 1,8 67,2 ± 0,9

Альбумины, % 46,0 ± 2,7 50,1 ± 0,7 47,8 ± 1,0

Глобулины, %
—  альфа 9,9 ± 0,9 9,6 ± 0,3 10,8 ± 0,9

—  бета 22,5 ± 1,2 20,4 ± 0,6 21,4 ± 0,8

—  гамма 21,6 ± 0,6 19,9 ± 0,8 20,0 ± 0,6*

Креатинин, мкМ/л 23,3 ± 2,1 26,0 ± 1,5 25,0 ± 1,2

Мочевина, мМ/л 6,52 ± 0,27 7,03 ± 0,5 6,51 ± 0,18

Триглицериды, мМ/л 0,92 ± 0,089 0,80 ± 0,052 0,63 ± 0,68*

Общ. липиды, г/л 1,77 ± 0,130 1,53 ± 0,068 1,47 ± 0,103*

Холестерин, мМ/л 1,32 ± 0,09 1,28 ± 1,15 1,26 ± 0,07

Билирубин, мкМ/л 6,7 ± 0,57 7,8 ± 0,71 6,6 ± 1,50

Общие ИГ, мг/мл 17,8 ± 1,96 18,8 ± 0,87 20,8 ± 1,97

	 *	р ≤ 0,05 относительно группы контроля

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенные исследования показали, что мно-

гократное внутримышечное введение препарата 
интерферона лямбда в  условно-терапевтической 
и  десятикратно ее превышающей дозах вызвало 
некоторые нежелательные побочные эффекты, вы-
ражающиеся в гепатотоксическом действии. Дан-

ный эффект был дозозависимым, и  более выра-
женно проявился при использовании завышенной 
дозы препарата, что отразилось в изменении от-
дельных гематологических и биохимических по-
казателей крови и гистостуктуры печени. Однако, 
данный процесс был обратимым и нивелировался 
в течение 10 дней после отмены препарата.
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Abstract. The primary task of preclinical studies of drugs is to determine potential toxic properties, including 
those with repeated administration at various doses (therapeutic and a multiple of it). Therefore, the objective of 
this research was to study the toxic effects of the interferon lambda preparation with repeated intramuscular in-
jection, as well as to study the possibility of reversibility of the damage caused. For this, 3 groups of white labo-
ratory rats were formed, weighing 190—210 g, n = 12 in each. The animals of the control group were intramus-
cularly administered a sterile isotonic solution of sodium chloride in a volume of 0.25 ml for 14 days once a day. 
The rats of the experimental groups, were administered the study preparation in the same sequence at doses of 
0.1 ml/kg (conditionally therapeutic) and 1.0 ml/kg (10 times higher than the therapeutic dose, tenfold dose) in 
the injection volume of 0.25 ml. After a 14‑day course of the preparation and 10 days after, blood samples were 
taken, which were examined by the hematological and biochemical methods. For morphometry and histological 
examination of the internal organs, a part of the rodents from each group were subjected to euthanasia. It has been 
established that repeated intramuscular administration of the interferon lambda preparation at conditionally ther-
apeutic and tenfold doses caused some undesirable side effects, expressed in hepatotoxicity. So, in the rats, which 
were injected with interferon lambda at a tenfold therapeutic dose, there was an increase in the activity of amino-
transferases (AST — by 21.8 %, ALT — by 14.8 %) and the amount of total bilirubin — by 2.2 times, and histo-
logical examination showed structural changes (moderate lymphohistiocytic infiltration of periportal tracts, dip-
loidy of hepatocyte nuclei). It should be noted that the same structural changes were observed in the rats, which 
were administered the preparation at a therapeutic dose, in the absence of changes in the biochemical status. How-
ever, this process was reversible and leveled off within 10 days after the preparation withdrawal in each group.
Keywords: preclinical studies, toxicology, interferon lambda, white rats, hematology, blood biochemistry, organ 
mass coefficient
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INTRODUCTION
The primary task of preclinical studies of drugs 

is to determine potential toxic properties, including 
those with repeated administration at different dos-
es (therapeutic and a multiple of it). At the same time, 
special attention is paid to the identification of unde-
sirable side effects, taking into account the effect of a 
number of factors: the dose and frequency of use, the 
class of the medicinal substance, its ability to accumu-
late, species, gender, age and the level of animal pro-
ductivity. The protocol of preclinical studies includes 
a number of mandatory tests, including the determi-
nation of toxic effects with repeated administration, 
as well as the identification of target organs and the 

reversibility of the damage caused. All this makes it 
possible to assess the risk of potential negative conse-
quences of its use in target animal species during the 
clinical stage of testing [1—5].

In modern conditions of animal husbandry, an ur-
gent task is the development of new safe and effec-
tive drugs to increase the natural resistance of the an-
imal organism.

One of the research areas is the design and com-
prehensive pharmaco-toxicological evaluation of drugs 
based on recombinant interferons that correct immune 
dysfunctions by leveling the deficiency of endoge-
nous regulatory molecules and reproducing their ef-
fects [6—7].
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Interferons (IFN) are a family of secreted proteins 
that affect a wide range of physiological processes that 
regulate innate and adaptive immunity [8]. Interferons 
are divided into three subgroups: type I  interferons 
(IFNα, IFNβ, IFNε, IFNκ and IFNω), type II interfer-
ons (IFNγ) and type III interferons (IFN λ). Type III 
interferons are a relatively new addition to the inter-
feron family and are especially important for the im-
mune defense of barrier surfaces [9]. IFN-λ perform 
functions similar to the type I interferon family, but 
have significant differences from the latter: they act 
primarily in epithelial barrier cells and due to more 
targeted signaling have significant therapeutic advan-
tages and can eliminate a number of side effects that 
limit the clinical use of IFN I type [10].

The objective of this research was to study the tox-
ic effects of interferon lambda after repeated intramus-
cular administration to white laboratory rats, to identi-
fy the most sensitive organs and systems of the body, 
and to study the possibility of reversibility of the dam-
age caused.

MATERIAL AND METHODS
To assess the possible toxic effect of the inter-

feron lambda preparation upon repeated administra-
tion, in accordance with [11], an experiment design 
was developed, approved by the bioethical commis-
sion of FSBSI “ARVRIPP&T”. In vivarium condi-
tions, 3 groups of white laboratory rats were formed, 
weighing 190—210 g, n = 12 in each. The keeping 
of experimental animals and all manipulations with 
them within the framework of the experiment com-
plied with the requirements of international and Rus-
sian legislative acts (ETS123, Strasbourg, 1986; Di-
rective 2010/63/EU of 22.09.2010; GOST 33216—
2014, GOST 33215—2014).

The rats of the experimental groups were injected 
intramuscularly once a day at approximately the same 
time for 14 days at doses of 0.1 ml/kg (conditionally 
therapeutic) and 1.0 ml/kg (10 times higher than ther-
apeutic, tenfold) in the injection volume of 0.25 ml. 
The animals of the control group, which were kept in 
similar conditions, were intramuscularly administered 
a sterile isotonic solution of sodium chloride in the in-
jection volume of 0.25 ml.

The integral characteristics of the general toxic ef-
fect of the preparation were appearance, behavior, food 
intake and water intake; dynamics of body weight of 
animals when weighing 1 time in 7 days; hematolog-
ical and biochemical blood indicators, morphometry 
and histological examination of internal organs spec-
imens. Morphological characteristics of peripheral 

blood were determined using a hematological analyzer 
(ABX Micros 60 CT/OT, France), as well as accord-
ing to the standard method for counting cells in a Go-
ryaev chamber.

Biochemical indicators were determined in blood 
serum samples: the concentration of total protein, to-
tal lipids, urea, glucose, creatinine, cholesterol, bili-
rubin, the activity of enzymes of aspartate- and ala-
nine aminotransferases (AST and ALT), using Vital 
kits (St. Petersburg); protein fractions — by electro-
phoresis in agarose gel.

Blood samples were taken one day after a 14‑day 
course of preparation use and the end of the 10‑day 
recovery period.

For the morphometry and histological examina-
tion of internal organs, some of the rodents from each 
group were euthanized by an overdose of carbon di-
oxide in a special chamber 15 and 25 days after the 
experiment onset.

Statistical processing of the data obtained was car-
ried out using the Statistica 8.0 software package and 
presented as the arithmetic mean and arithmetic mean 
error (M ± m). Differences were considered statistical-
ly significant at p < 0.05.

STUDY RESULTS
With repeated intramuscular administration of the 

interferon lambda preparation and during the recov-
ery period, the death of experimental rats was not re-
corded. There were no deviations in behavioral reac-
tions, reactions to external stimuli and motor activity, 
and impaired coordination of movements. The rats ate 
food and drank water willingly. The state of the coat 
and mucous membranes corresponded to physiologi-
cal norms, both in the experimental and control groups.

During the experiment, the body weight of experi-
mental animals increased in all groups, but the dynam-
ics had certain differences (Fig. 1).

The largest increase in body weight of laboratory 
rats relative to the initial data (before the experiment 
onset) was recorded in the group, the animals of which 
were administered the study preparation at a dose of 
0.1 ml/kg. In the group of rats treated with the study 
preparation at a tenfold therapeutic dose, body weight 
gain was identical to that in the control group.

Thus, in the tested doses with intramuscular ad-
ministration of the interferon lambda preparation to 
animals, no general toxic effects were found in rats. 
At the same time, in the group of the rats, which were 
administered a conditionally therapeutic dose, the in-
crease in body weight had a more pronounced dynam-
ics relative to other groups of experimental animals.
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Fig. 1. Effect of repeated administration of the preparation “Lambda-interferon” on the dynamics of body weight 
in rats (% to the initial body weight before the experiment onset)

To assess the state of internal organs in toxicologi-
cal studies, such an integral indicator as the organ mass 
coefficient (OMC) was used — the percentage ratio of 
organ mass to body mass.

The results of the OMC calculation presented in 
Table 1 indicate that the 14‑day intramuscular admin-
istration of the preparation at the tested doses does not 
cause significant changes in the relative mass of inter-
nal organs in experimental rats compared to those in 
the animals of the control group.

The analysis of histology specimens of internal or-
gans from experimental rats showed that 14 days after 
the administration of the interferon lambda prepara-
tion at the tested doses, structural changes have been 
noted in the liver (moderate lymphohistiocytic infil-
tration of the periportal tracts, diploidy of hepatocyte 
nuclei), which may be associated with the interaction 
of reactive metabolites of the preparation with struc-
tural components of hepatic tissue and violation of the 
structural and functional integrity of hepatocytes and 
cells of the stromal environment with the hepatodys-
trophy development [12]. These changes indicate the 
presence of a certain toxic effect of the preparation with 
its repeated use, however, it was transient, and these 
changes were not recorded in any of the experimental 
groups10 days after the recovery period.

A hematological study (Table 2) of rat blood 
showed that 14 days after the administration of inter-
feron lambda at a dose of 0.1 ml/kg, a significant de-
crease in the number of erythrocytes and total hemo-
globin by 11.4 and 10.1 % was noted. The level of leu-
kocytes and platelets at the same time increased by 

47.7 and 25.2 %, respectively. When the dose was in-
creased up to 1.0 ml/kg, a similar trend was observed. 
So these animals, compared with the control, had an 
increased level of leukocytes, platelets and segment-
ed neutrophils by 45.8, 16.5 and 18.3 %, respectively, 
and the amount of total hemoglobin was reduced by 
6.4 %. It should be noted that such changes are typi-
cal of the development of inflammatory and degener-
ative processes; in this case, it was observed in the liv-
er, which was confirmed by the result of histological 
studies. However, after a 10‑day recovery period, no 
significant changes in the above hematological indica-
tors have been recorded, which indicates the reversibil-
ity of the processes after the preparation withdrawal.

An increase in the fraction of alpha-globulins that 
make up acute phase proteins was confirmed by the de-
velopment of a hepatotoxic effect with prolonged use 
of the interferon lambda preparation. Thus, in the rats, 
to which the preparation was administered at a dose of 
0.1 ml/kg, an increase in the fraction by 18.1 % was 
observed compared to the control, and by 48.4 % — in 
the rats, to which the preparation was administered at a 
dose of 1.0 ml/kg (Table 3). Further biochemical studies 
showed that in the rats after a 14‑day administration of 
interferon lambda at a conditionally therapeutic dose, 
there was an increase in the lactate to pyruvate ratio by 
12.1 %, as well as a decrease in the amount of total lip-
ids and triglycerides by 16.7 and 36.5 %, respectively. 
Against this background, the cholesterol level remained 
without significant changes, but tended to increase the 
amount of total bilirubin in the blood, which may be as-
sociated with a change in the process of bile excretion.
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		  Table 1 
Internal organs mass coefficients (OMC) of rats after repeated intramuscular 

administration of the interferon lambda preparation (M ± m)

Organs
Group of animals

Control 0.1 1.0

In 4 d

Thymus 0.09 ± 0.012 0.08 ± 0.006 0.08 ± 0.001

Spleen 0.32 ± 0.024 0.26 ± 0.004 0.29 ± 0.011

Liver 2.99 ± 0.114 3.07 ± 0.146 2.97 ± 0.127

Kidneys 0.57 ± 0.014 0.59 ± 0.033 0.60 ± 0.034

Adrenal glands 0.02 ± 0.002 0.02 ± 0.002 0.03 ± 0.003

Heart 0.34 ± 0.017 0.33 ± 0.006 0.35 ± 0.019

Lungs 0.67 ± 0.063 0.68 ± 0.052 0.69 ± 0.072

Testicles 1.20 ± 1.126 1.30 ± 0.060 1.13 ± 0.070

10 d after the recovery period

Thymus 0.07 ± 0.007 0.06 ± 0.003 0.06 ± 0.005

Spleen 0.26 ± 0.006 0.29 ± 0.015 0.26 ± 0.023

Liver 3.60 ± 0.151 3.57 ± 0.195 3.37 ± 0.169

Kidneys 0.58 ± 0.031 0.63 ± 0.066 0.55 ± 0.020

Adrenal glands 0.03 ± 0.003 0.02 ± 0.002 0.02 ± 0.002

Heart 0.37 ± 0.026 0.32 ± 0.015 0.34 ± 0.019

Lungs 0.69 ± 0.038 0.60 ± 0.057 0.68 ± 0.018

Testicles 0.97 ± 0.072 0.96 ± 0.063 1.06 ± 0.047

		  Table 2 
Morphological blood indicators of white rats with repeated intramuscular 

use of the interferon lambda preparation (M ± m)

Indicators Control
Experimental groups

0.1 ml/kg 1.0 ml/kg

1 2 3 4

In 14 d

Erythrocytes, 1012/L 7.18 ± 0.29 6.36 ± 0.36* 6.97 ± 0.19

Leukocytes, 109/L 5.35 ± 0.39 7.90 ± 0.79* 7.80 ± 0.42*

Hemoglobin, g/L 116.8 ± 2.7 105.2 ± 5.8* 109.0 ± 2.3*

Neutrophils, % 1.75 ± 0.41 1.25 ± 0.31 1.75 ± 0.31
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Table 2 (the end)

1 2 3 4

stab 29.0 ± 1.7 28.0 ± 2.2 34.3 ± 2.1*

segmented 0.50 ± 0.19 1.00 ± 0.27 0.75 ± 0.31

Eosinophils, % — — —

Basophils, % 66.0 ± 2.3 66.3 ± 2.1 60.8 ± 2.8

Lymphocytes, % 3.0 ± 0.05 3.5 ± 0.6 2.5 ± 0.3

Monocytes, % 925.8 ± 66.4 1158.8 ± 81.4* 1079.7 ± 50.2*

10 d after the recovery period

Erythrocytes, 1012/L 6.94 ± 0.12 6.42 ± 0.28 6.31 ± 0.27*

Leukocytes, 109/L 6.35 ± 0.46 7.27 ± 0.45 7.05 ± 0.68

Hemoglobin, g/L 119.7 ± 1.3 113.8 ± 3.1 117.0 ± 3.9

Neutrophils, % 1.75 ± 0.31 1.33 ± 0.21 1.25 ± 0.31

stab 30.5 ± 2.5 28.0 ± 1.9 32.5 ± 2.3

segmented 0.50 ± 0.19 0.67 ± 0.21 2.25 ± 0.31

Eosinophils, % — — —

Basophils, % 63.8 ± 2.3 66.7 ± 1.8 61.8 ± 3.5

Lymphocytes, % 3.5 ± 0.54 3.3 ± 0.21 2.3 ± 0.51

Monocytes, % 893.3 ± 75.7 850.8 ± 27.4 775.3 ± 56.4

	 *	at p ≤ 0.05 relative to the control group

		  Table 3 
Effect of repeated administration of the interferon lambda preparation on the 

biochemical blood indicators of the rats in the experiment (M ± m)

Indicators Control
Group of animals

0.1 ml/kg 1.0 ml/kg

1 2 3 4

ALT, U/L 76.4 ± 3.6 65.1 ± 7.8 85.4 ± 2.1*

AST, U/L 100.1 ± 6.1 110.8 ± 9.2 121.9 ± 9.1*

Glucose, mM/L 4.2 ± 0.14 4.0 ± 0.20 3.9 ± 0.08*

Lactate, mm/L 0.85 ± 0.044 0.86 ± 0.072 0.95 ± 0.036*

Pyruvate, µM/L 129.3 ± 5.1 116.8 ± 9.2 107.8 ± 7.9*

L/P ratio 0.66 ± 0.015 0.74 ± 0.011* 0.88 ± 0.023*

Tot. protein, g/L 66.8 ± 1.8 64.7 ± 0.28 68.2 ± 1.7
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Table 3 (the end)

1 2 3 4

Albumins, % 45.9 ± 2.7 46.1 ± 1.6 47.2 ± 1.8

Globulins, %
—  alpha 9.2 ± 0.45 10.9 ± 0.8* 13.7 ± 0.5*

—  beta 21.5 ± 04 2.0.7 ± 0.4 20.6 ± 0.6

—  gamma 22.2 ± 1.5 21.2 ± 0.7 18.5 ± 1.4*

Creatinine, µM/L 26.0 ± 2.1 28.5 ± 2.7 26.3 ± 1.7

Urea, mm/L 5.22 ± 0.378 5.69 ± 0.387 5.39 ± 0.228

Triglycerides, mM/L 0.96 ± 0.07 0.61 ± 0.054* 0.48 ± 0.044*

Tot. lipids, g/L 1.62 ± 0.082 1.35 ± 0.084* 1.26 ± 0.050*

Cholesterol, mM/L 1.43 ± 0.039 1.53 ± 0.092 1.42 ± 0.119

Bilirubin, µM/L 5.75 ± 0.42 9.32 ± 1.56 10.5 ± 2.60*

Total Igs, mg/ml 15.4 ± 1.14 13.3 ± 0.73 14.7 ± 1.46

	 *	p ≤ 0.05 relative to the control group

In turn, in the rats, which were injected with inter-
feron lambda at a tenfold therapeutic dose, there was an 
increase in the activity of aminotransferases (AST — 
by 21.8 %, ALT — by 14.8 %) and the amount of total 
bilirubin by 2.2 times, which indicated the appearance 
of the first signs of cholestasis syndrome caused by the 
development of hepatodystrophy, which was also con-
firmed by histological studies. Due to the hepatotoxic 
effect of the preparation in the experimental animals, 
a decrease in the amount of glucose and pyruvic acid 
in the blood by 7.2 and 16.6 %, as well as total lipids 
and triglycerides — by 50.0 and 22.2 %, respectively, 
was noted. At the same time, the level of lactic acid 
increased by 11.8 %, which was reflected in the lac-

tate to pyruvate ratio, which was higher than the con-
trol level by 33.3 %, that indicated a shift in metabo-
lism from aerobic to anaerobic pathway.

Ten (10) days after the end of the preparation use, 
most of the animals involved in the study showed the 
restoration of hematological and biochemical blood 
indicators to the level of the control group (Table 4). 
In the rats, which were injected with interferon lamb-
da at a tenfold therapeutic dose, recovery of most bio-
chemical indicators was also observed, which indicat-
ed the resolution of hepatotoxic processes. However, 
the level of total lipids and triglycerides was still be-
low the level of the control group by 16.9 and 31.5 %,  
respectively.

		  Table 4 
Biochemical and immunological blood indicators of the rats in the experiment 10 days after the recovery period (M ± m)

Indicators Control
Group of animals

0.1 ml/kg 1.0 ml/kg

1 2 3 4

ALT, U/L 88.5 ± 1.0 86.6 ± 5.3 80.9 ± 5.0

AST, U/L 110.9 ± 7.3 93.7 ± 9.3 98.1 ± 7.1

Glucose, mM/L 4.8 ± 0.04 4.9 ± 0.13 4.5 ± 0.20
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Table 4 (the end)

1 2 3 4

Lactate, mm/L 0.87 ± 0.09 0.63 ± 0.09* 0.91 ± 0.12

Pyruvate, µM/L 130.0 ± 7.2 138.3 ± 4.3 129.3 ± 10.4

L/P ratio 0.67 ± 0.014 0.46 ± 0.018* 0.71 ± 0.025

Tot. protein, g/L 69.9 ± 1.3 66.1 ± 1.8 67.2 ± 0.9

Albumins, % 46.0 ± 2.7 50.1 ± 0.7 47.8 ± 1.0

Globulins, %
 —  alpha 9.9 ± 0.9 9.6 ± 0.3 10.8 ± 0.9

 —  beta 22.5 ± 1.2 20.4 ± 0.6 21.4 ± 0.8

 —  gamma 21.6 ± 0.6 19.9 ± 0.8 20.0 ± 0.6*

Creatinine, µM/L 23.3 ± 2.1 26.0 ± 1.5 25.0 ± 1.2

Urea, mm/L 6.52 ± 0.27 7.03 ± 0.5 6.51 ± 0.18

Triglycerides, mM/L 0.92 ± 0.089 0.80 ± 0.052 0.63 ± 0.68*

Tot. lipids, g/L 1.77 ± 0.130 1.53 ± 0.068 1.47 ± 0.103*

Cholesterol, mM/L 1.32 ± 0.09 1.28 ± 1.15 1.26 ± 0.07

Bilirubin, µM/L 6.7 ± 0.57 7.8 ± 0.71 6.6 ± 1.50

Total Igs, mg/ml 17.8 ± 1.96 18.8 ± 0.87 20.8 ± 1.97

	 *	p ≤ 0.05 relative to the control group

CONCLUSION
The conducted studies have shown that repeated 

intramuscular administration of the interferon lamb-
da preparation at conditionally therapeutic and tenfold 
doses caused some undesirable side effects, expressed 
in the hepatotoxic effect. This effect was dose-depen-
dent and more pronounced when using an overesti-
mated dose of the preparation, which was reflected in 
the change in individual hematological and biochem-
ical blood indicators and liver histostructure. Howev-
er, this process was reversible and leveled off within 
10 days after the preparation withdrawal.
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Аннотация. В статье представлены результаты исследования по изучению клинической эффективности 
лекарственного препарата для ветеринарного применения Габитабс при идиопатическом цистите кошек. 
Эксперименты были проведены в условиях ветеринарной клиники Айболит (г. Краснодар) на целевых ви-
дах животных — кошках (n = 16) с диагнозом идиопатический цистит. Установлено, что лечение идиопа-
тического цистита кошек с применением в схеме лечения ветеринарного препарата Габитабс в дозировке 
10 мг/кг в течение 7‑ми дней 2 раза в сутки способствовало выздоровлению животных опытной группы 
за 8,75 ± 0,90 сут. против 14,12 ± 0,81 сут. в контроле, что на 61,4 % эффективнее в пользу опытной груп-
пы. При изучении показателей общего анализа мочи отмечено достоверное снижение содержания белка 
у животных обеих групп к концу опыта, с преимуществом в 17,8 % в пользу животных, получавших в схе-
ме лечения препарат Габитабс. В результатах ультразвукового исследования мочевого пузыря кошек, а так-
же в биохимическом и гематологическом анализе крови после курса лечения идиопатического цистита ме-
жду животными опытной и контрольной групп статистически достоверной и диагностически значимой 
разницы отмечено не было.
Ключевые слова: кошки, идиопатический цистит, FIC (ИЦК), габапентин, лекарственное средство, эф-
фективность, УЗИ, биохимия крови, гематология крови, анализ мочи
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Одной из наиболее распространенных пато-
логий нижнего отдела мочевыделительной систе-
мы у молодых домашних кошек является идиопа-
тический цистит (FIC). Долгое время этиология 
ИЦК была неизвестной и терапевтические подхо-
ды строились на устранении кристаллурии, изме-
нении рН мочи и применении антибактериальных 
препаратов. 

Впоследствии при более глубоком рассмотре-
нии проблемы было замечено, что триггером для 
развития цистита выступает стресс. Установлено, 
что у кошек с FIC более крупные сенсорные ней-
роны в спинных рогах, и они, как правило, выделя-
ют больше норадреналина, чем нормальные кошки. 
У кошек, предрасположенных к ИЦК наблюдается 
десенсибилизация альфа‑2‑рецепторов в централь-
ной нервной системе, что приводит к меньшему ин-
гибированию норадреналина и выбросу гормонов 
стресса в организм. 

Такие кошки находятся в  постоянном гипер-
возбудимом состоянии борьбы, бегства или зами-
рания. У кошек с FIC наблюдается патология, свя-
занная с нарушением слоя глюкозаминогликанов 
уротелия, который защищает его от воздействия 
токсических продуктов мочи. Нарушение в  слое 
глюкозамингликанов связано с  высвобождением 
вещества Р, одного из основных нейротрансмит-
теров, опосредующих боль, тревогу и стресс. Но-
вое понимание механизма развития FIC у кошек 
открыло широкие возможности для успешной кор-
рекции состояния через блокирование тревожно-
сти и стрессовой реакции.

Нами была проведена клиническая апробация 
препарата на основе габапентина в терапии кошек 
с идиопатическим циститом. Габапентин широко 
применятся в гуманной медицине как антиконвуль-
сант в купировании нейропатической боли у паци-
ентов. Однако в настоящее время он уже зареко-
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мендовал себя в ветеринарной медицине как пре-
парат для устранения повышенной тревожности 
у собак и кошек [1—4].

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследование эффективности препарата на ос-
нове габапентина (далее — Габитабс) при идиопа-
тическом цистите кошек провели с февраля по май 
2022 г в ветеринарной клинике Айболит, г. Крас-
нодар.

По принципу парных аналогов было сфор-
мировано 2  группы домашних кошек (контроль-
ная и  опытная) по 8 в  каждой, средним весом 
4,26 ± 0,25  кг в  возрасте от 1 г. 2 мес. до 11 лет 
с симптомами цистита [2, 7]. При первичном обра-
щении у животных собирали анамнез, общий ана-
лиз мочи, проводили ультразвуковую диагностику 
мочевого пузыря, биохимические и морфологиче-
ские анализы крови [5—7]. Повторно животных 
исследовали при выздоровлении.

Ультразвуковое исследование мочевого пузы-
ря осуществляли на аппарате Mindray BC‑2800Vet, 
интерпретацию полученных данных согласовыва-
ли с литературными источниками [8—10].

Сбор мочи для общего анализа проводили с по-
мощью цистоцентеза, анализ проводили при по-
мощи визуальных тест-полосок для анализа мочи 
«Уриполиан-11А» (Биосенсор АН, Россия), плот-
ность определяли на Рефрактометре RZ‑128 (RZ, 

Китай), также проводили микроскопию осадка 
и цитологическое исследование мочи.

Для морфологических исследований цельной 
крови использовали пробирки вакуумные объе-
мом 2,0 мл, с реагентом ЭДТА-K2 (МиниМед, Рос-
сия). Для биохимических исследований сыворотки 
крови использовали пробирки вакуумные объемом 
2,0 мл, с реагентом (клот-активатор SiO2) (Мини-
Мед, Россия).

Морфологические исследования крови прово-
дились на автоматическом гематологическом ана-
лизаторе Mindray DC-T6, а также использовались 
стандартные гематологические исследования, при-
нятые в ветеринарной диагностической практике.

Биохимические исследования показателей кро-
ви проводили на экспресс-анализаторе MNCHIP V2 
(Tianjin MNCHIP Technologies Co., Ltd, Китай) с на-
бором дисков для биохимического экспресс-анали-
затора Pointcare (Tianjin MNCHIP Technologies Co., 
Ltd, Китай). Полученные данные по гематологиче-
ским исследованиям сравнивали со значниями до 
начала терапии животных и с референсными по-
казатели для вида [11—13].

Все животные, участвующие в опыте, содержа-
лись в квартирных условиях без выгула. Кормле-
ние было 2-разовым, в основе рациона — промыш-
ленные сухие корма премиум-класса, вода у всех 
животных находилась в постоянном свободном до-
ступе. Схемы лечения для опытной и контрольной 
группы представлены в таблице 1.

		  Таблица 1 
Схема лечения идиопатического цистита кошек

Группа Назначение

Опытная Габитабс 10 мг/кг, 2 р/день, 7 дней
КотЭрвин, перорально, 2 мл 2 р/день, 7 дней

Контрольная КотЭрвин, перорально, 2 мл 2 р/день, 7 дней
СтопСтресс ½ — ¼ табл., 2 раза в день, 14 дней

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
На основании данных клинического осмотра, 

результатов анализа крови и мочи было установ-
лено, что применение препарата Габитабс в схеме 
лечения идиопатического цистита кошек является 
более эффективным, чем аналогичное лечение без 
его использования. Установлено, что сроки лече-
ния идиопатического цистита кошек контрольной 
группы были выше, чем в опытной группе, полу-
чавшей габапентин (рис. 1). Время, потребовавшее-
ся для полного выздоровления животных опытной 

группы, составило 8,75 ± 0,90 сут., в контрольной 
14,12 ± 0,81  сут. Разница между группами была 
статистически достоверной (р ≤ 0,001) и состави-
ла 5,37 сут. или 61,4 %.

Анализируя данные динамики живой массы 
тела подопытных кошек (рис. 2) видно, что изме-
нения живой массы тела животных в течение все-
го периода испытаний в разрезе групп были не-
значительными. При измерении данного показате-
ли в 1‑й день опыта, среднегрупповая масса тела 
кошек опытной группы составила 4,40 ± 0,34  кг, 
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в контроле 4,17 ± 0,34 кг, при контрольном взве-
шивании было отмечено, что масса тела животных 
опытной группы увеличилась на 0,7 % и состави-
ла 4,43 ± 0,32 кг, тогда как в контрольной группе 
было зафиксировано снижение на 0,1 кг (2,4 %). 

Данные изменения у животных контрольной груп-
пы могут быть связаны с более длительным перио-
дом лечения, однако статистической достоверно-
сти полученных цифровых значений зафиксиро-
вано не было.

Рис. 1. Количество дней лечения ИЦК

Рис. 2. Динамика средней живой массы тела подопытных кошек, кг
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При проведении ультразвукового исследова-
ния мочевого пузыря у кошек с идиопатическим 
циститом, установлено, что при первичном иссле-
довании, у животных всех групп мочевой пузырь 
визуализировался, топографическое положение со-

ответствовало анатомическим нормам, отмечалось 
утолщение слизистого слоя, дифференциация сло-
ев стенки была не четкой (рис. 3).

Анализ толщины стенки мочевого пузыря пред-
ставлена на рисунке 4.

	
Рис. 3. УЗИ мочевого пузыря при ИЦК

Рис. 4. Толщина стенки мочевого пузыря кошек при идиопатическом цистите и после лечения

При проведении ультразвукового исследова-
ния мочевого пузыря животных установили, что 
толщина стенки мочевого пузыря у кошек опыт-
ной группы в  день обращения в  клинику соста-

вила 4,35 ± 0,34  мм, в  контрольной группе  — 
3,72 ± 0,24 мм (при норме от 1 до 2,3 мм в зави-
симости от наполненности мочевого пузыря). 
Увеличение толщины стенки мочевого пузыря сви-



Ветеринарный фармакологический вестник • № 1 (22) • 2023	 51

Габитабс — новый подход к лечению идиопатического цистита кошек

детельствует о развитии воспалительного процес-
са. При проведении повторного измерения моче-
вого пузыря у кошек (рис. 5) установлено, что во 
всех группах мочевой пузырь хорошо визуализи-
руется, был разной степени наполненности, эхоген-
ность стенки не была повышена, дифференциация 

слоев четкая, слизистый слой не утолщен, содер-
жимое однородное, эхогенное, не содержит осад-
ка. Толщина стенки мочевого пузыря у животных 
опытной группы уменьшилась на 57,9 %, составив 
1,83 ± 0,13 мм, у кошек контрольной группы изме-
нения составили 53,7 % (1,72 ± 0,09 мм).

	
Рис. 5. УЗИ мочевого пузыря после лечения ИЦК

Результаты общего анализа мочи подопытных 
кошек при первичном исследовании также де-
монстрировали изменения, характерные для ци-
стита. Уровень лейкоцитов у животных опытной 
группы составил 5,75 ± 2,11  ед/п.з., в  контроль-
ной группе 2,62 ± 1,45  ед/п.з., уровень белка со-
ставил в опытной группе 20,00 ± 5,08  г/л, в кон-
трольной группе 13,12 ± 3,39 г/л, рН у животных 
опытной группы находилось в пределах физиоло-
гической нормы и составила 5,46 ± 0,83 ед, в кон-

трольной группе — превышал референсное зна-
чение, составив 7,31 ± 0,16  ед. Количество эри-
троцитов в  моче животных опытной группы 
составило 106,25 ± 35,50 ед/в п. з., в контрольной 
36,87 ± 24,18 ед/в п. з. 

При микроскопии осадка у  животных обеих 
групп обнаружен плоский эпителий, эритроциты, 
единичные лейкоциты. При цитологическом иссле-
довании мочи выявлен плоский эпителий и единич-
ные лейкоциты (табл. 2)

		  Таблица 2 
Результаты общего анализа мочи кошек с FIC

Показатель
1‑е измерение Контрольное измерение

Норма
Опытная Контрольная Опытная Контрольная

1 2 3 4 5 6

Лейкоциты, 
ед/п. з. 5,75 ± 2,11 2,62 ± 1,45 1,50 ± 0,50 1,00 ± 0,56 0,0—3,0

Кетоны, ммоль/л 0,25 ± 0,25 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,0

Уробилиноген 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,0

Билирубин 0,62 ± 0,62 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,0
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Окончание табл. 2

1 2 3 4 5 6

Белок, г/л 20,00 ± 5,08 13,12 ± 3,39 0,25 ± 0,25** 2,50 ± 1,33** 0,0—0,2

Глюкоза, 
ммоль/л 2,50 ± 2,50 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,00 ± 0,00 0,0

Удельный вес,  
г/мл 1,018 ± 0,005 1,014 ± 0,002 1,021 ± 0,004 1,017 ± 0,001 1,020—1,025

Эритроциты, 
ед/п.з. 106,25 ± 35,50 36,87 ± 24,18 5,62 ± 3,19 8,12 ± 6,11 0,0

pH, ед 5,46 ± 0,83 7,31 ± 0,16 5,68 ± 0,81 6,37 ± 0,12** 5,0—6,5

	**	P ≤ 0,001 — по сравнению с животными контрольной группы

При повторном исследовании мочи лечен-
ных кошек, было установлено, что количество 
лейкоцитов у  кошек опытной группы снизилось 
до 1,50 ± 0,50  ед/в п. з. и  в  контрольной группе 
до 1,00 ± 0,56  ед/в п. з. Отмечено снижение бел-
ка в опытной группе на 98,75 % и в контроле на 
80,95 %. Эритроциты в моче животных испытуе-
мых групп после курса лечения еще превышали 
значения нормы, однако снижение данного пока-
зателя составило 94,71 % в опытной группе и на 
77,98 % в контроле. Результаты микроскопии осад-
ка и цитологии не выявили отклонений от рефе-
ренсных показателей животных.

Морфологические показатели крови подопыт-
ных кошек находились в пределах физиологических 
норм (табл. 3). Однако стоит отметить некоторые из-

менения: количество лейкоцитов у кошек опытной 
группы до лечения составило 12,31 ± 1,73 тыс/мкл, 
а после лечения 10,65 ± 0,64 тыс/мкл — снижение 
составило 13,48 %, в контрольной группе данный 
показатель снизился лишь на 9,46 %. Было отме-
чено статистически достоверное снижение коли-
чества эритроцитов у  животных опытной груп-
пы к концу опыта на 25,76 %, в контроле сниже-
ние данного показателя составило 6,94 %, однако 
данное изменение не являлось статистически до-
стоверным. Уровень эозинофилов в опытной груп-
пе в начале опыта составил 1,75 ± 0,36 %, к кон-
цу опыта данный показатель снизился на 7,43 %, 
в контрольной группе отметили противоположную 
ситуацию: к концу эксперимента эозинофилы уве-
личились на 33,69 %.

		  Таблица 3 
Результаты общего анализа крови подопытных кошек

Показатель
1‑е измерение Контрольное измерение

Норма
Опытная Контрольная Опытная Контрольная

1 2 3 4 5 6

Лейкоциты,  
тыс/мкл 12,31 ± 1,73 13,22 ± 1,34 10,65 ± 0,64 11,97 ± 0,78 5,5—18,5

Эритроциты, 
млн/мкл 7,57 ± 0,68 7,92 ± 0,25 5,62 ± 0,43* 7,37 ± 0,19 5,3—10,0

Тромбоциты, 
тыс/мкл 433,25 ± 32,89 497,25 ± 18,34 422,62 ± 15,50 471,50 ± 14,49 300,0—630,0

Гематокрит, % 36,87 ± 2,46 36,25 ± 1,89 39,00 ± 0,70 40,12 ± 1,74 26,0—48,0

Гемоглобин, г/л 117,25 ± 8,26 111,25 ± 6,17 127,00 ± 3,25 124,12 ± 5,53 80,0—150,0
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Окончание табл. 3

1 2 3 4 5 6

Сред. объем 
эритроцитов, 
мкм3

47,37 ± 1,33 46,87 ± 1,38 49,37 ± 0,62 47,75 ± 1,13 43,0—53,0

Сред. концентр. 
гемоглобина 
в эритроците, %

32,87 ± 0,58 36,25 ± 1,93 32,87 ± 0,44 37,75 ± 0,99 31,0—36,0

Сред. содержа-
ние гемоглобина 
в эритроците,  
пг

15,75 ± 0,55 16,87 ± 0,58 15,37 ± 0,46 15,25 ± 0,25* 14,0—19,0

Лимфоциты, % 42,50 ± 2,44 31,00 ± 2,48 42,75 ± 1,13 36,25 ± 1,81 36,0—51,0

Сегментоядер-
ные нейтро-
филы, %

58,25 ± 5,62 51,87 ± 6,65 56,62 ± 3,53 55,12 ± 3,22 35,0—75,0

Палочкоядерные 
нейтрофилы, % 2,75 ± 0,36 1,50 ± 0,56 2,12 ± 0,35 1,75 ± 0,25 0,0—3,0

Эозинофилы, % 1,75 ± 0,36 1,87 ± 0,81 1,62 ± 0,32 2,50 ± 0,46 0,0—4,0

	 *	P ≤ 0,05 — по сравнению с животными контрольной группы

		  Таблица 4 
Результаты биохимического анализа сыворотки подопытных кошек

Показатель
1‑е измерение Контрольное измерение

Норма
Опытная Контрольная Опытная Контрольная

АЛТ, Ед/л 35,75 ± 2,52 35,25 ± 3,663 34,87 ± 1,46 41,25 ± 2,47 8,0—60,0

АСТ, Ед/л 40,32 ± 2,91 33,37 ± 2,46 41,00 ± 1,68 42,75 ± 2,40* 12,0—45,0

ЩФ, Ед/л 91,75 ± 6,86 93,62 ± 8,39 90,50 ± 3,44 105,37 ± 4,86 49,0—90,0

Мочевина, 
ммоль/л 9,81 ± 2,34 7,26 ± 1,21 6,92 ± 0,14 4,92 ± 0,20 5,4—12,1

Глюкоза, 
ммоль/л 4,86 ± 0,21 4,87 ± 0,29 4,70 ± 0,19 7,41 ± 0,24 3,3—6,3

Креатинин, 
мкмоль/л 142,37 ± 47,58 108,62 ± 18,44 105,75 ± 7,26 102,87 ± 5,33 70,0—165,0

Общий белок, 
г/л 73,37 ± 2,69 64,50 ± 1,21 68,37 ± 0,75 66,12 ± 1,21 54,0—79,0

Общий билиру-
бин, мкмоль/л 8,02 ± 0,53 7,41 ± 0,42 7,47 ± 0,42 7,66 ± 0,24 2,0—12,0

	 *	P ≤ 0,01 — по сравнению с животными контрольной группы
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Биохимические показатели крови, представ-
ленные на таблице 4, взятые у подопытных кошек, 
соответствовали физиологической нормы для дан-
ного вида и возрастной группы животных. Одна-
ко, имелись незначительные различия. Так, уро-
вень АЛТ у  кошек опытной группы до лечения 
составил 35,75 ± 2,52  Ед/л, к  концу опыта дан-
ный показатель незначительно снизился и соста-
вил 34,87 ± 1,46 Ед/л, в контрольной группе уро-
вень АЛТ к концу опыта увеличился на 17,02 %. 
Также было отмечено достоверное увеличение 
АСТ в  контрольной группе: в  начале опыта его 
уровень составил 33,37 ± 2,46 Ед/л, к концу опы-
та 42,75 ± 2,40 Ед/л, изменение составило 28,11 %, 
в  опытной группе к  концу опыта отметили не-
значительное увеличение данного показателя на 
1,69 %. Было отмечено значительное снижение 
уровня мочевины к концу опыта у животных опыт-
ной и контрольной групп на 29,46 % и 32,23 % со-
ответственно.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам исследований применение 

препарата Габитабс, разработанного ООО «АПИ-
САН» (Россия) для мелких домашних животных 
в схеме лечения идиопатического цистита кошек 
было эффективным. Назначение габапентина спо-
собствовало ускорению выздоровления животных 
на 61,4 %, в сравнении с кошками, не получавши-
ми препарат. Таким образом, Габитабс может быть 
рекомендован в клинической практике ветеринар-
ного врача в протоколе лечения идиопатического 
цистита кошек.
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Abstract. The article presents the results of a study on the clinical efficacy of the drug for veterinary use Gabit-
abs in case of feline idiopathic cystitis. The experiments were carried out in the conditions of the veterinary clin-
ic “Aybolit” (Krasnodar) on the target animal species — cats (n = 16) with an idiopathic cystitis diagnosis. It was 
established that the treatment of idiopathic cystitis in cats with the use of the veterinary drug Gabitabs in the treat-
ment regimen at a dosage of 10 mg/kg for 7 days 2 times a day contributed to the recovery of the animals of the 
experimental group in 8.75 ± 0.90 days versus 14.12 ± 0.81 days in the control one, which was by 61.4 % more 
effective in favor of the experimental group. When studying the indicators of the urinalysis, a significant decrease 
in the protein content in the animals of both groups by the end of the experiment was noted, with an advantage of 
17.8 % in favor of the animals that received Gabitabs in the treatment regimen. In the results of ultrasound exam-
ination of the bladder of cats, as well as in the biochemical and hematological blood analysis after the course of 
treatment of idiopathic cystitis, there was no statistically significant and diagnostically significant difference among 
the animals of the experimental and control groups.
Keywords: cats, idiopathic cystitis, FIC, gabapentin, drug, efficacy, ultrasound, blood biochemistry, blood hema-
tology, urinalysis
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One of the most common lower urinary tract pa-
thologies in young domestic cats is feline idiopathic 
cystitis (FIC). For a long time, the etiology of FIC was 
unknown and therapeutic approaches were based on the 
elimination of crystalluria, changes in urine pH and the 
use of antibacterial drugs. Subsequently, with a deeper 
consideration of the problem, it has been noticed that 
the trigger for the development of cystitis is stress. It 
has been found that cats with FIC have larger sensory 
neurons in their dorsal horns and tend to release more 
norepinephrine than normal cats. Cats predisposed to 
FCI show desensitization of alpha‑2 receptors in the 
central nervous system, resulting in less norepineph-
rine inhibition and release of stress hormones into the 
body. Such cats are in a constant hyperexcitable state 
of fight, escapement or freezing behavior.

Cats with FIC have an abnormality in the glycos-
aminoglycan layer of urothelium, which protects it 
from exposure to toxic urine products. The disruption 
in the glycosaminoglycan layer is associated with the 
release of substance P, one of the main neurotrans-
mitters mediating pain, anxiety and stress. New un-

derstanding of the mechanism of FIC development in 
cats has opened up great opportunities for successful 
correction of the state through blocking anxiety and 
stress response.

We have conducted a clinical approbation of the 
drug based on gabapentin in the treatment of cats with 
idiopathic cystitis. Gabapentin is widely used in hu-
man medicine as an anticonvulsant in the management 
of neuropathic pain in patients. However, at present, 
it has already established itself in veterinary medicine 
as a drug for the elimination of increased anxiety in 
dogs and cats [1—4].

MATERIAL AND METHODS
The study of the efficacy of a drug based on ga-

bapentin (hereinafter referred to as Gabitabs) in case 
of feline idiopathic cystitis was conducted from Feb-
ruary to May, 2022 at the veterinary clinic “Aybolit”, 
Krasnodar.

According to the principle of paired analogues, 
2 groups of domestic cats (control and experimental) 
were formed, 8 in each one, with an average weight of 
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4.26 ± 0.25 kg, aged from 1 year and 2 mths up to 11 
years of age with cystitis symptoms [2, 7]. 

Anamnesis, urinalysis, ultrasound diagnostics of 
the bladder, biochemical and morphological blood 
analyses were performed at the initial visit to the vet-
erinarian [5—7]. The animals were re-examined upon 
recovery.

Ultrasound examination of the bladder was per-
formed using a Mindray BC‑2800Vet apparatus, the 
interpretation of the data obtained was consistent with 
the literature [8—10].

Urine collection for general analysis was car-
ried out using cystocentesis, the analysis was per-
formed using visual test strips for urine analysis Urip-
olian‑11A (Biosensor AN, Russia), the density was de-
termined on the Refractometer RZ‑128 (RZ, China), 
sediment microscopy and urine cytology were also  
performed.

For morphological studies of whole blood, 2.0 ml 
vacuum tubes with EDTA-K2 reagent (MiniMed, Rus-
sia) were used. For biochemical studies of blood se-

rum, 2.0 ml vacuum tubes with a reagent (clot-activa-
tor SiO2) (MiniMed, Russia) were used.

Morphological blood analyses were carried out on 
an automatic hematological analyzer Mindray DC-T6, 
and standard hematological tests accepted in veterinary 
diagnostic practice were also used.

Biochemical studies of blood indicators were per-
formed on MNCHIP V2 express analyzer (Tianjin MN-
CHIP Technologies Co., Ltd, China) with a set of disks 
for the Pointcare biochemical express analyzer (Tian-
jin MNCHIP Technologies Co., Ltd, China). The ob-
tained data on hematological studies were compared 
with the values before the start of animal therapy and 
with the reference values for the species [11—13].

All animals participating in the experiment were 
kept in apartment conditions without walking. Feed-
ing was 2 times a day, the diet was based on premi-
um industrial dry food, water was in constant free ac-
cess for all animals.

Treatment regimens for the experimental and con-
trol groups are presented in Table 1.

		  Table 1 
Treatment regimen for feline idiopathic cystitis

Group Therapy

Experimental Gabitabs 10 mg/kg, 2 t/d, 7 d
KotErvin, orally, 2 ml 2 t/d, 7 d

Control KotErvin, orally, 2 ml 2 t/d, 7 d
StopStress ½ — ¼ tab., 2 t/d, 14 d

STUDY RESULTS
Based on clinical examination data, blood and 

urine analyses, it has been found that the use of Ga-
bitabs in the treatment regimen for feline idiopathic 
cystitis is more effective than similar treatment with-
out its use. It was established that the terms of treat-
ment of idiopathic cystitis in the cats of the control 
group were higher than in the experimental group that 
received gabapentin (Fig.  1). The time required for 
complete recovery of the animals of the experimen-
tal group was 8.75 ± 0.90 days, in the control group it 
was 14.12 ± 0.81 days. 

The difference between the groups was statisti-
cally significant (p ≤ 0.001) and amounted to 5.37 d 
or 61.4 %.

Analyzing the data on the dynamics of the body 
weight of experimental cats (Fig. 2), it can be seen that 
changes in the body weight of animals during the en-
tire period of testing in the context of groups were in-
significant. When measuring this indicator on day of 

the experiment, the average group body weight of the 
cats of the experimental group was 4.40 ± 0.34  kg, 
in the control — 4.17 ± 0.34 kg, during the control 
weighing it was noted that the body weight of the an-
imals of the experimental group increased by 0.7 % 
and amounted to 4.43 ± 0.32  kg, while in the con-
trol group a decrease by 0.1 kg (2.4 %) was record-
ed. These changes in the animals of the control group 
may be associated with a longer period of treatment, 
but the statistical significance of the obtained numer-
ical values was not recorded.

When conducting an ultrasound examination of the 
bladder in cats with idiopathic cystitis, it was found that 
during the initial study, in the animals of all groups, the 
bladder was visualized, the topographic position cor-
responded to anatomical norms, thickening of the mu-
cous layer was noted, differentiation of the wall layers 
was not clear (Fig. 3).

An analysis of the thickness of the bladder wall is 
presented in Fig. 4.
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Fig. 1. Number of days of FCI treatment

Fig. 2. Dynamics of the average live body weight of experimental cats, kg
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Fig. 3. Ultrasound of the bladder in case of FIC

Fig. 4. Bladder wall thickness in cats with idiopathic cystitis and after treatment

When conducting an ultrasound examination of the 
bladder of animals, it was found that the thickness of 
the bladder wall in the cats of the experimental group 
on the day of visiting the clinic was 4.35 ± 0.34 mm, in 
the control group — 3.72 ± 0.24 mm (with a norm from 
1 up to 2.3 mm depending on the fullness of the blad-
der). An increase in the thickness of the bladder wall 
indicates the development of an inflammatory process.

When re-measuring the bladder in cats (Fig. 5), 
it was found that in all groups the bladder was well 
visualized, it was of varying degrees of fullness, the 

echogenicity of the wall was not increased, the dif-
ferentiation of the layers was clear, the mucous layer 
was not thickened, the contents were homogeneous, 
echogenic, did not contain sediment. The bladder wall 
thickness in the animals of the experimental group de-
creased by 57.9 %, amounting to 1.83 ± 0.13 mm, in 
the cats of the control group the changes were 53.7 % 
(1.72 ± 0.09 mm).

The results of the urinalysis of experimental cats 
at the initial examination also showed changes typ-
ical of cystitis. The level of leukocytes in the an-
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imals of the experimental group was 5.75 ± 2.11 
U/v.f. (v. f. — visual field), in the control group — 
2.62 ± 1.45 U/v.f., the protein level in the experimen-
tal group was 20.00 ± 5.08 g/L, in the control group — 
13.12 ± 3.39 g/L; pH in the animals of the experimental 
group was within the physiological norm and amount-
ed to 5.46 ± 0.83 units, in the control group it exceed-
ed the reference value, amounting to 7.31 ± 0.16 units. 

The number of erythrocytes in the urine of the animals 
of the experimental group was 106.25 ± 35.50 U/v.f., 
in the control group — 36.87 ± 24.18 U/v.f. Micro-
scopic examination of the sediment in the animals of 
both groups revealed squamous epithelium, erythro-
cytes, single leukocytes. Cytological examination of 
urine revealed squamous epithelium and single leu-
kocytes (Table 2)

	
Fig. 5. Ultrasound of the bladder after FIC treatment

		  Table 2 
Results of a urinalysis of cats with FIC

Indicator
1st measurement Control measurement

Norm
Experimental Control Experimental Control

Leukocytes, 
U/v.f. 5.75 ± 2.11 2.62 ± 1.45 1.50 ± 0.50 1.00 ± 0.56 0.0—3.0

Ketones, mmol/L 0.25 ± 0.25 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.0

Urobilinogen 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.0

Bilirubin 0.62 ± 0.62 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.0

Protein, g/L 20.00 ± 5.08 13.12 ± 3.39 0.25 ± 0.25** 2.50 ± 1.33** 0.0—0.2

Glucose, mmol/L 2.50 ± 2.50 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.00 ± 0.00 0.0

Specific gravity, 
g/ml 1.018 ± 0.005 1.014 ± 0.002 1.021 ± 0.004 1.017 ± 0.001 1.020—1.025

Erythrocytes, 
U/v.f. 106.25 ± 35.50 36.87 ± 24.18 5.62 ± 3.19 8.12 ± 6.11 0.0

pH, U 5.46 ± 0.83 7.31 ± 0.16 5.68 ± 0.81 6.37 ± 0.12** 5.0—6.5

	**	P ≤ 0.001 — compared with the animals of the control group
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When re-examining the urine of treated cats, it was 
found that the number of leukocytes in the cats of the 
experimental group decreased to 1.50 ± 0.50 U/v.f. and 
in the control group — up to 1.00 ± 0.56 units/v.f. A 
decrease in protein by 98.75 % was noted in the exper-
imental group and in the control group — by 80.95 %. 
Erythrocytes in the urine of the animals of the exper-
imental groups after the course of treatment still ex-
ceeded the normal values, however, the decrease in 
this indicator was 94.71 % in the experimental group 
and by 77.98 % in the control one. The results of sed-
iment microscopy and cytology did not reveal devia-
tions from the reference indicators of animals.

The morphological blood indicators of the experi-
mental cats were within the physiological norms (Ta-
ble 3). However, it is worth noting some changes: the 

number of leukocytes in the cats of the experimental 
group before treatment was 12.31 ± 1.73 ths/µL, and 
after treatment — 10.65 ± 0.64 ths/µL, the decrease 
was 13.48 %, this indicator in the control group de-
creased only by 9.46 %. A statistically significant de-
crease in the number of erythrocytes by 25.76 % in the 
animals of the experimental group by the end of the 
experiment was noted. In the control one, the decrease 
in this indicator was 6.94 %, however, this change was 
not statistically significant. 

The level of eosinophils in the experimental group 
at the beginning of the experiment was 1.75 ± 0.36 %, 
by the end of the experiment this indicator decreased 
by 7.43 %. In the control group, the opposite situation 
was noted. By the end of the experiment, eosinophils 
increased by 33.69 %.

		  Table 3 
Results of a clinical blood analysis of experimental cats

Indicator
1st measurement Control measurement

Norm
Experimental Control Experimental Control

Leukocytes,  
ths/μL 12.31 ± 1.73 13.22 ± 1.34 10.65 ± 0.64 11.97 ± 0.78 5.5—18.5

Erythrocytes, 
mln/µL 7.57 ± 0.68 7.92 ± 0.25 5.62 ± 0.43* 7.37 ± 0.19 5.3—10.0

Platelets, ths/µL 433.25 ± 32.89 497.25 ± 18.34 422.62 ± 15.50 471.50 ± 14.49 300.0—630.0

Hematocrit, % 36.87 ± 2.46 36.25 ± 1.89 39.00 ± 0.70 40.12 ± 1.74 26.0—48.0

Hemoglobin, g/L 117.25 ± 8.26 111.25 ± 6.17 127.00 ± 3.25 124.12 ± 5.53 80.0—150.0

Mean corpuscu-
lar volume, µm3 47.37 ± 1.33 46.87 ± 1.38 49.37 ± 0.62 47.75 ± 1.13 43.0—53.0

Mean corpuscu-
lar hemoglobin 
concentration, %

32.87 ± 0.58 36.25 ± 1.93 32.87 ± 0.44 37.75 ± 0.99 31.0—36.0

Mean corpuscu-
lar hemoglobin, 
pg

15.75 ± 0.55 16.87 ± 0.58 15.37 ± 0.46 15.25 ± 0.25* 14.0—19.0

Lymphocytes, % 42.50 ± 2.44 31.00 ± 2.48 42.75 ± 1.13 36.25 ± 1.81 36.0—51.0

Segmented 
neutrophils, % 58.25 ± 5.62 51.87 ± 6.65 56.62 ± 3.53 55.12 ± 3.22 35.0—75.0

Stab neutrophils, 
% 2.75 ± 0.36 1.50 ± 0.56 2.12 ± 0.35 1.75 ± 0.25 0.0—3.0

Eosinophils, % 1.75 ± 0.36 1.87 ± 0.81 1.62 ± 0.32 2.50 ± 0.46 0.0—4.0

	 *	P ≤ 0.05 — compared with the animals of the control group



Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 1 (22) • 2023	 61

Gabitabs — a new approach to the treatment of feline idiopathic cystitis

		  Table 4 
Results of a biochemical blood serum analysis of experimental cats

Indicator
1st measurement Control measurement

Norm
Experimental Control Experimental Control

ALT, U/L 35.75 ± 2.52 35.25 ± 3.663 34.87 ± 1.46 41.25 ± 2.47 8.0—60.0

AST, U/L 40.32 ± 2.91 33.37 ± 2.46 41.00 ± 1.68 42.75 ± 2.40* 12.0—45.0

ALP, U/L 91.75 ± 6.86 93.62 ± 8.39 90.50 ± 3.44 105.37 ± 4.86 49.0—90.0

Urea, mmol/L 9.81 ± 2.34 7.26 ± 1.21 6.92 ± 0.14 4.92 ± 0.20 5.4—12.1

Glucose, mmol/L 4.86 ± 0.21 4.87 ± 0.29 4.70 ± 0.19 7.41 ± 0.24 3.3—6.3

Creatinine, 
µmol/L 142.37 ± 47.58 108.62 ± 18.44 105.75 ± 7.26 102.87 ± 5.33 70.0—165.0

Total protein, g/L 73.37 ± 2.69 64.50 ± 1.21 68.37 ± 0.75 66.12 ± 1.21 54.0—79.0

Total bilirubin, 
µmol/L 8.02 ± 0.53 7.41 ± 0.42 7.47 ± 0.42 7.66 ± 0.24 2.0—12.0

	 *	P ≤ 0.01 — compared with the animals of the control group

The biochemical blood indicators presented in Ta-
ble 4, taken from experimental cats, corresponded to 
the physiological norm for this species and age group 
of animals. However, there were minor differences. 
Thus, the level of ALT in the cats of the experimen-
tal group before treatment was 35.75 ± 2.52 U/L, by 
the end of the experiment this indicator slightly de-
creased and amounted to 34.87 ± 1.46 U/L. In the con-
trol group, the level of ALT by the end of the experi-
ment increased by 17.02 %. A significant increase in 
AST was also noted in the control group: at the be-
ginning of the experiment, its level was 33.37 ± 2.46 
U/L, by the end of the experiment it was 42.75 ± 2.40 
U/L, the change was 28.11 %. In the experimental 
group, by the end of the experiment, there was not-
ed a slight increase in this indicator by 1.69 %. There 
was a significant decrease in the level of urea by the 
end of the experiment in the animals of the experi-
mental and control groups by 29.46 % and 32.23 %,  
respectively.

CONCLUSION
According to the results of studies, the use of Gab-

itabs, designed by “API-SAN” LLC (Russia) for small 
pets in the treatment of feline idiopathic cystitis, was 
effective. The administration of gabapentin contributed 
to the acceleration of recovery of animals by 61.4 %, 
in comparison with the cats that did not receive the 
drug. Thus, Gabitabs can be recommended in the clin-

ical practice of a veterinarian in the protocol for the 
treatment of feline idiopathic cystitis.
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Аннотация. Цель исследования — изучить профилактическое действие минерально-белковой кормовой 
добавки остеомин при алиментарной остеодистрофии лактирующих коров в зимне-весенний период года. 
Для исследования было отобрано две группы коров в период раздоя, по 50 голов в каждой. Животные кон-
трольной группы получали корма основного рациона и 100 г минеральной добавки монокальцийфосфат 
в сутки. Животные второй группы к основному рациону получали кормовую добавку остеомин два раза 
в сутки в дозе 1 г/кг массы тела животного. Животные обеих групп раз в десять суток парентерально по-
лучали препарат тетрамаг, содержащий группу жирорастворимых витаминов. Продолжительность опыта 
составила 60 суток. В конце эксперимента у животных опытной группы увеличилось количество эритро-
цитов на 8,8 %, гемоглобина — на 33,2 %, гематокрита — на 5,0 %, среднего объема эритроцитов — на 
6,0 %, среднего содержания гемоглобина в эритроците — на 15,2 %, общего кальция — на 14,7 %, а уро-
вень неорганического фосфора уменьшился — на 17,5 %.
Кроме того, такие показатели, как гамма-глобулины сыворотки крови и фагоцитарная активность нейтро-
филов у опытных коров находились на стабильном уровне в течение всего опыта, а у контрольных живот-
ных отмечалось их снижение. Установлено, что у коров опытной группы увеличилась молочная продук-
тивность на 35,0 %, а в молоке возросло количество белка, жира, сухих веществ. Таким образом, система-
тическое использование в  рационе коров, находящихся в  стадии интенсивной лактации, 
минерально-белковой добавки остеомин, профилактирует развитие алиментарной остеодистрофии.
Ключевые слова. Алиментарная остеодистрофия, лактирующие коровы, нарушение минерального обме-
на, минерально-белковая добавка, молочная продуктивность, биохимия крови

©  Савинков А. В., Лаптева Е. И., Наговицина Е. М., Пузиков И. Д., 2023

Согласно сведениям из литературных источ-
ников, алиментарная остеодистрофия у лактирую-
щих коров чаще всего развивается в период интен-
сивной молокоотдачи и отражается на всех сферах 
жизнедеятельности [2, 3]. Такое состояние суще-
ственно уменьшает резистентность организма к за-
болеваниям инфекционного характера и  способ-
ствует появлению массовых случаев гинекологиче-
ской патологии у взрослых животных и неизбежно 
влечет за собой снижение молочной продуктивно-
сти [6]. В развитии причин этого заболевания рас-
сматривают совокупность факторов: неблагопри-
ятные условия окружающей среды, неудовлетво-
рительные параметры микроклимата, отсутствие 

активного моциона. Однако главной и первостепен-
ной причиной является дисбаланс питательных ве-
ществ в рационах животных, несоблюдение разра-
ботанных нормативов полноценного сбалансиро-
ванного питания. Также большое значение имеет 
стресс, связанный с нарушением технологии содер-
жания, периодом адаптации, кормлением и др. [5].

Несмотря на длительное развитие данного за-
болевания и не выраженность клинических про-
явлений на начальных этапах развития патологии, 
остеодистрофия алиментарного характера и  си-
стемное нарушение минерального обмена при-
водят к  существенному снижению продуктивно-
сти больных животных, дополнительным тратам 
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на лечение, длительному периоду восстановления 
и  развитию вторичных патологических явлений. 
Исходя из этого, следует уделять особое внима-
ние своевременной профилактике нарушений ми-
нерального обмена с учетом всех основных фак-
торов риска [4, 7].

Исходя из этого разработка научно обоснован-
ных, обладающих клинической и экономической 
эффективностью средств лечения и профилакти-
ки алиментарной остеодистрофии молочных коров 
является одной из актуальных задач современной 
ветеринарии [11].

Цель исследования: усовершенствование про-
филактических мероприятий при алиментарной 
остеодистрофии молочных коров.

В задачи исследования входило: изучить про-
филактическое действие минерально-белковой кор-
мовой добавки остеомин при алиментарной остео-
дистрофии лактирующих коров в зимне-весенний 
период года.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Остеомин получают путем смешивания исход-
ных составляющих: бентонит, монокальцийфосфат, 
мел кормовой, автолизат дрожжей.

Для исследования было отобрано две группы 
коров в период раздоя, по 50 голов в каждой группе. 
Лабораторные исследования проводились у 10 го-
лов из каждой группы. Опыт по изучению профи-
лактической эффективности добавки остеомин со-
ставил 60 дней.

Первая группа была определена как контроль-
ная. Животные этой группы получали только корма 
основного рациона, используемого в данном пред-
приятии, а также 100 г минеральной добавки моно-
кальцийфосфат в сутки. Животные второй группы 
к основному рациону получали кормовую добав-
ку остеомин два раза в сутки в дозе 1 г/кг массы 
тела животного.

В ходе экспериментального периода животные 
витаминизировались препаратом тетрамаг имею-
щий в  своем составе ретинол, холекальциферол, 
токоферол и ненасыщенные жирные кислоты (ли-
нолевую, линоленовую и арахидоновую). Тетрамаг 
применяли инъекционно внутримышечно один раз 
каждые десять суток.

В группы были подобранные здоровые живот-
ные, своевременно прошедшие все необходимые 
ветеринарные мероприятия. В  течение экспери-
ментов за животными производилось системати-
ческое клиническое наблюдение. Для оценки со-

стояния животных в начале эксперимента и на 60‑е 
стуки производили взятие крови и молока для ла-
бораторных исследований.

Морфофункциональные показатели крови оце-
нивали на гематологическом ветеринарном анали-
заторе MindrayBC‑2800 Vet. Подсчет лейкограммы, 
после предварительной окраски мазков по Папен-
гейму [1], проводили путем микроскопически об-
щепринятыми способами.

При оценке биохимических параметров сыво-
ротки крови в качестве маркеров использовали ко-
личественное определение общего белка, мочеви-
ны, креатинина, общего кальция, неорганического 
фосфора, глюкозы; активности аминотрансфераз: 
аспартатаминотрансферазы (АсАТ) и аланинами-
нотрансферазы (АлАТ). Определение количествен-
ных значений заявленных параметров производи-
ли на автоматическом биохимическом анализато-
ре Mindray BS‑380 (КНР).

Определение фракционного состава сыворо-
точных белков (α-, β- и γ-глобулинов, альбуминов) 
производили с использованием нефилометрии [10] 
на СФ Флюорат‑02 АБЛФ-Т (Россия).

В качестве критерия оценки активности неспе-
цифической резистентности организма использо-
вали фагоцитарную активность нейтрофилов кро-
ви [8]. Молочную продуктивность подопытных 
животных учитывали по результатам контрольных 
замеров молока не реже одного раза в месяц. В мо-
локе оценивалось количественное содержание су-
хого вещества, белка и жира. Исследования про-
водились на автоматическом анализаторе молока 
Milkoscan Minor (Foss, Дания).

Статистическая обработка полученных сведе-
ний, производилась на персональном компьюте-
ре при помощи приложения Microsoft Office Excel 
2010 с использованием стандартных методов ва-
риационной статистики. Для оценки достоверно-
сти применялся критерий Стьюдента [9].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ
Комплекс причин, в результате которых разви-

вается остеодистрофическое состояние, складыва-
ется из дефицита комплекса минеральных, белко-
вых и витаминных компонентов в рационе живот-
ных. Имеют значение технологические нарушения, 
стрессовые состояния, сезон года и т. д. Исходя из 
ранее проведенных исследований известно, что 
остеодистрофия алиментарного происхождения 
у молочных коров наиболее остро проявляется в пе-
риод интенсивной лактации, что связано с система-
тической потерей организмом животных ряда био-
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тических элементов и пластических составляющих 
в результате образования молока.

При формировании необходимых условий для 
проведения научного опыта учитывалась совокуп-
ность факторов, приводящих к нарушению мине-
рального обмена. Интенсивность минерального 
обмена существенно зависит от долготы дня и по-
этому чаще всего развитие алиментарной остео-
дистрофии приобретает массовый характер в зим-
не-весенний период года. Для оценки изменений 

в  ходе эксперимента учитывали морфофункцио-
нальные и биохимические показатели крови, име-
ющие значение в развитии нарушения минераль-
ного обмена.

Результаты исследования представлены в таб-
лице. В  результате проведенных исследований 
было установлено, что в  количественном выра-
жении морфофункциональные показатели крови 
у  животных опытной группы были больше кон-
трольных значений.

		  Таблица 1 
Динамика показателей крови и молока коров (M ± m; n = 10)

Показатели Фоновые значения
Группы

Контрольная Опытная

1 2 3 4

Морфофункциональные показатели крови

Эритроциты, 1012/л 6,1 ± 0,23 5,7 ± 0,27 6,2 ± 0,36*

Гемоглобин, г/л 93,6 ± 1,59 80,6 ± 5,60 107,4 ± 6,67**

Средний объем эритро-
цитов, фл 48,3 ± 0,76 48,1 ± 0,87 51,0 ± 0,71*

Среднее содержание 
гемоглобина в эритро-
ците, пг

14,8 ± 0,16 13,1 ± 0,65 15,1 ± 0,03

Гематокрит, % 29,4 ± 0,93 27,9 ± 1,14 32,9 ± 1,84*

Тромбоциты, 109/л 382,8 ± 35,46 408,7 ± 34,41 500,3 ± 19,27*

Фагоцитарная активность 
нейтрофилов, % 29,45 ± 1,1 27,05 ± 1,98 29,32 ± 2,54

Биохимические показатели крови

Общий белок, г/л 78,3 ± 1,50 75,4 ± 1,20 79,8 ± 1,32

Общий кальций, ммоль/л 2,45 ± 0,012 2,24 ± 0,12 2,57 ± 0,045*

Неорганический фосфор, 
ммоль/л 2,15 ± 0,45 2,40 ± 0,070 1,98 ± 0,174*

АСТ, Ед/л 103,5 ± 5,45 101,9 ± 2,48 98,9 ± 2,46

АЛТ, Ед/л 30,1 ± 1,99 29,9 ± 2,01 31,3 ± 2,67

Альбумины, % 38,41 ± 2,15 39,01 ± 2,01 38,84 ± 2,04

α-глобулины, % 15,13 ± 1,16 15,12 ± 2,53 14,83 ± 1,56

β-глобулины, % 12,15 ± 1,57 12,81 ± 0, 33 12,49 ± 0,43

γ-глобулины, % 38,99 ± 2,15 28,36 ± 1,66 37,14 ± 1,10
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Окончание табл. 1

1 2 3 4

Молочная продуктивность и биохимические показатели молока

Продуктивность, кг 10,7 ± 0,05 10,3 ± 0,836 13,9 ± 0,53**

Жир, % 3,64 ± 0,63 3,49 ± 0,53 3,69 ± 0,19

Белок, % 3,36 ± 0,16 3,39 ± 0,12 3,53 ± 0,06

Сухие вещества, % 12,75 ± 0,48 12,80 ± 0,32 12,88 ± 0,78

	 *	Р < 0,05
	**	Р < 0,01 в сравнении с контрольной группой

В начале опыта в  обеих группах количество 
эритроцитов соответствовало физиологическим 
нормам и составило 6,1 ± 0,23 1012/л. В процессе 
опыта отмечается устойчивое снижение показате-
лей в группе контрольных животных относитель-
но опытных значений. К концу опыта разница в ко-
личестве красных клеток крови в группе опытных 
животных к показателям контрольной группы рав-
на 8,8 % (Р < 0,05). При этом количество эритроци-
тов оставалось в пределах физиологической нормы.

Уровень гемоглобина в крови в начале иссле-
дования во всех группах был близок к минималь-
ной границе нормы. В процессе наблюдения отме-
чалось снижение уровня этого параметра у живот-
ных в контрольной группе. Значение гемоглобина 
в конце опыта в опытной группе увеличилось отно-
сительно исходных значений на 14,7 % (Р < 0,05), 
в контрольной группе данный показатель имел тен-
денцию к снижению. В итоге разница между значе-
ниями гемоглобина контрольной и опытной груп-
пой составила 33,2 % (Р < 0,01) в пользу второй.

Большое значение имеют эритроцитарные ин-
дексы, они отражают функциональное взаимодей-
ствие эритроцитов, как отдельных клеток, с содер-
жанием гемоглобина в крови. Одним из наиболее 
информативных считается среднее содержание ге-
моглобина в эритроците и средний объем эритроци-
та. В начале эксперимента средний объем эритро-
цитов у животных обеих групп находился в рамках 
референсных значений. У животных в контроль-
ной группе к концу опыта показатель не имел вы-
раженных отклонений. 

Напротив, у животных опытной группы дан-
ный показатель в конце опыта увеличился. В ре-
зультате средний объем эритроцитов был больше 
контрольных показателей в конце опыта на 6,0 % 
(Р < 0,05). Среднее содержание гемоглобина в эри-

троците в  начале опыта находилось в  пределах 
физиологических значений. В конце эксперимен-
тальной работы в контрольной группе этот пока-
затель имел тенденцию к уменьшению, а в опыт-
ной группе произошло его незначительное увеличе-
ние. В итоге опытные значения данного параметра 
были выше, чем у животных в контрольной груп-
пе на 15,2 %.

Гематокритная величина в начале опыта в обеих 
группах была ниже минимальных значений нормы. 
В процессе опыта в контрольной группе произо-
шло несущественное снижение данного показате-
ля. В опытной группе коров гематокритная вели-
чина к концу опытного периода имела тенденцию 
к увеличению. По отношению к показателям кон-
трольной группы отличия составили 5 % (Р < 0,05).

Вначале эксперимента содержание тромбоци-
тов в крови находилось в пределах допустимых гра-
ниц. В ходе опыта в обеих группах присутствова-
ла тенденция к увеличению количества кровяных 
пластинок, с выраженным приоритетом в группе 
опытных животных. В конце экспериментально-
го периода количество тромбоцитов было больше 
в опытной группе по сравнению с контрольными 
значениями на 22,4 % (Р < 0,05), а по отношению 
к фону — на 30,6 % (Р < 0,05).

Анализ показателей белой крови позволил уста-
новить отсутствие выраженных изменений, свя-
занных с использованием кормовой добавки. Ко-
личество лейкоцитов варьировало в обеих группах 
в пределах нормы (7,5—8,2*109/л). В показателях 
лейкоцитарной формулы изменений не было вы-
явлено.

При оценке результатов биохимических показа-
телей сыворотки крови было установлено, что уро-
вень общего белка в течение всего эксперимента 
находился в допустимых границах. В группе кон-
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трольных коров показатели белка в конце опыта не 
имели существенных изменений. У коров в опыт-
ной группе в конце экспериментального цикла зна-
чения белка были больше показателей контроль-
ных животных на 5,8 %.

При оценке метаболитов белкового обмена, та-
ких как мочевина и креатинин, не убыло отмечено 
значимых изменений. Также не было установлено 
значимых изменений при оценке динамики глю-
козы сыворотки крови. Данный показатель варь-
ировал на уровне средних нормативных значений 
в пределах 3,39—3,98 ммоль/л.

В ходе исследования были установлены вы-
раженные изменения показателей, характеризу-
ющих фосфорно-кальциевый обмен. Концентра-
ция общего кальция в сыворотке крови в начале 
опыта был в  пределах средних значений нормы 
(2,45 ± 0,012 ммоль/л), тогда как показатели фос-
фора превышали верхние нормативные границы 
(2,15 ± 0,45 ммоль/л). В итоге соотношение фос-
фора и кальция составило 1/1,14 при оптимальных 
значениях — 1/1,5, что говорит о состоянии, близ-
ком к нарушению обмена веществ.

К концу опыта в  контрольной группе содер-
жание общего кальция оказалось несколько ниже 
минимальных границ нормы. В опытной группе, 
наоборот, отмечалась устойчивая динамика роста 
показателя. В итоге у коров в опытной группе по-
казатели общего кальция были больше значений 
контрольных аналогов — на 14,7 % (Р < 0,05) и на-
ходились в пределах физиологических пределов.

Концентрация неорганического фосфора в кро-
ви к концу опыта в обеих группах имела обратную 
динамику. Через два месяца экспериментально-
го периода в опытной группе происходит сниже-
ние данного показателя относительно изначальных 
значений, в контрольной же группе отмечалось его 
увеличение. При этом различия в значениях у жи-
вотных контрольной и опытной групп составили 
17,5 % (Р < 0,05). Следует отметить, что показате-
ли уровня неорганического фосфора у животных 
опытной группы в конце экспериментального пе-
риода находился на отметках максимальной гра-
ницы нормы.

Полученные динамические изменения пока-
зателей концентрации кальция и фосфора в крови 
отразились на коэффициентах кальций фосфор-
ного отношения. В конце опыта для контрольной 
группы оно составило 1/0,93, что критически ниже 
значений нормы, а для коров опытной группы — 
1/1,4, что близко к средним значениям референс-
ного показателя.

При оценке состояния ферментных систем была 
установлена следующая картина. Изначально в обе-
их группах регистрировалась высокая активность 
АсАТ (103,5 ± 5,45 Ед/л) и, соответственно, высо-
кий коэффициент де Ритиса (3,4), что весьма харак-
терно для нарушения целостности кардиомиоци-
тов у коров на фоне интенсивной лактации. В конце 
эксперимента изменений у животных контрольной 
группы не было выявлено, а в группе опытных жи-
вотных отмечается незначительное снижение по-
казателя по отношению к контрольным и фоновым 
значениям. Таким образом, использование остео-
мина опосредованно создает условия для улучше-
ния качества функционирования сердечной мыш-
цы. Несмотря на то, что в данном случае отсут-
ствует статистическая достоверность изменений, 
аналогичная картина наблюдалась в  последова-
тельности нескольких экспериментальных циклов.

Анализ соотношения фракций сывороточного 
белка показал, что они в процессе всех серий опы-
та имели взаимозависимые изменения. Различия 
между значениями у коров контрольной и опыт-
ной групп были несущественными, за исключени-
ем нескольких случаев.

Уровень альбуминов в обеих группах был на 
уровне референсных значений и колебался в пре-
делах 38,41 ± 2,15—39,15 ± 2,16 %. Уровень бета-
глобулинов оставался в пределах физиологической 
нормы, но имел тенденцию к увеличению. Учиты-
вая стабильность тенденций по ряду других пока-
зателей в данном случае сложно заподозрить раз-
витие патологической реакции. Данное изменение, 
вероятно, связано с активацией синтеза транспорт-
ных белков в клетках печени на фоне метаболи-
ческих изменений. Альфа-глобулины, как белки 
острой фазы воспаления, оставались равнознач-
ными в обеих группах и варьировали в пределах 
14,93 ± 1,25—15,13 ± 1,16 %.

Наиболее показательными были изменения для 
γ-глобулинов. В начале опыта их процентная доля 
из всех сывороточных белков составили в  кон-
трольной группе 35,2 ± 3,15 %, а в  группе опыт-
ных коров — 37,4 ± 2,25 %. В конце эксперимен-
та у животных в контрольной группе показатель 
имел тенденцию к снижению, у животных опыт-
ной группы отмечалось незначительное повыше-
ние данного параметра. Таким образом, преиму-
щественно, за счет снижения данного показателя 
в группе контрольных животных, у опытных ана-
логов доля γ-глобулинов стала больше на 8,78 %.

Белки крови из класса γ-глобулинов являют-
ся основными гуморальными факторами, которые 
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обеспечивают специфическую резистентность ор-
ганизма животных. Исходя из этого, использова-
ние экспериментальной минерально-белковой до-
бавки способствует сохранению фракции γ-глобу-
линов на стабильному уровне.

Для оценки профилактического влияния ис-
пользуемой добавки на статус неспецифического 
иммунитета в  качестве оценочного критерия ис-
пользовали показатели активности фагоцитоза ней-
трофилов. В начале исследования в обеих группах 
животных фагоцитарная активность нейтрофилов 
составила 29,5 ± 1,15 %. Через два месяца экспе-
риментального периода в контрольной группе про-
изошло снижение незначительное данного пока-
зателя, тогда как в группе опытных животных не 
было установлено выраженных изменений. В ито-
ге, в конце опыта фагоцитарная активность нейтро-
филов у животных употреблявших добавку остео-
мин была больше, чем у контрольных аналогов на 
2,3 %. Таким образом, использование эксперимен-
тального средства опосредованно оказывает стаби-
лизирующее влияние на фагоцитарную активность 
нейтрофилов крови.

Профилактическое использование минераль-
ной добавки остеомин в  рационе лактирующих 
коров в результате сохранения гомеостатического 
состояния животных в переходный сезон года по-
ложительно отразилось и на продуктивности жи-
вотных. В начале экспериментального периода про-
дуктивность животных составляла 10,7 ± 0,05  кг 
молока в сутки. В конце экспериментального пе-
риода показатели продуктивности у животных кон-
трольной группы несколько снизились по отно-
шению к исходным значениям. Тогда как в группе 
опытных животных, отмечалось увеличение по-
казателя по отношению к фону на 3,2 кг (32,3 %, 
Р < 0,01), а по отношению к значениям контроль-
ных животных — на 3,6 кг (35,0 %, Р < 0,01).

Вследствие оценки качественных составляю-
щих молока было установлено, что в начале экспе-
риментального периода уровень белка, жира и су-
хих веществ в  молоке составил 3,36 ± 0,057 %, 
3,64 ± 0,63 % и 12,75 ± 0,28 %. В конце опыта со-
держание данных параметров в молоке у живот-
ных в опытной группе данный показатель был не-
существенно выше контрольных и фоновых значе-
ний. Несмотря на то, что изменения качественных 
показателей молока не имели статистически зна-
чимого характера, они устойчиво присутствовали 
для всех оцениваемых показателей.

По результатам исследования стало возмож-
но оценить профилактическую эффективность 

использования остеомина. Учитывая, что оцен-
ку клинической картины не всегда возможно вы-
разить в точных значениях, для определения про-
филактического эффекта были использованы ла-
бораторные показатели, по отклонениям которых 
были ранжированы здоровые и больные животные 
в группах. В итоге, заболеваемость на конец опы-
та в группе контроля составила 50 %, в опытной 
группе — 7,5 %.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Из данного исследования видно, что внесение 

в рацион лактирующих коров минерально-белковой 
добавки для профилактики нарушения фосфорно-
кальциевого обмена в течение шестидесяти дней 
способствует улучшению количественных и каче-
ственных показателей, характеризующих состоя-
ние красной крови, связанное с активацией процес-
сов кроветворения. В частности, показателей гемо-
глобина, гематокритной величины и качественных 
изменений в эритроцитах. 

Также можно засвидетельствовать сохране-
ние устойчивого содержания γ-глобулинов в  сы-
воротке крови и  фагоцитарной активности ней-
трофилов, что в совокупности отражает опосредо-
ванный характер механизма действия, связанный 
с улучшением пищеварительной функции, повы-
шением качества усвоения питательных и  мине-
ральных веществ, нормализацией обмена веществ, 
обогащением рациона белками, природными ма-
кро- и микроэлементами. Это же качество способ-
ствует существенному улучшению параметров, 
отражающих фосфорно-кальциевый обмен и  со-
хранению постоянства метаболизма на физиоло-
гическом уровне. Оптимизация метаболического 
статуса подопытных животных приводит к увели-
чению суточных надоев молока, повышению уров-
ня молочного жира, белка и сухих веществ. В кон-
трольной группе, в  которой в  качестве средства 
минерализации к  рациону использовался только 
монокальцийфосфат и  парентеральное введение 
жирорастворимых витаминов, отмечалось появ-
ление и последующее нарастание признаков нару-
шения минерального обмена. Таким образом, ре-
гулярное введение в рацион лактирующих коров 
минерально-белковой добавки остеомин, профи-
лактирует развитие алиментарной остеодистро-
фии сезонного характера.
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Abstract. The aim of the research was to study the preventive effect of the mineral and protein feed additive os-
teomin in case of alimentary osteodystrophy of lactating cows in the winter-spring period of the year. For the 
study, two groups of cows were selected during the milking period, 50 animals in each. The animals of the con-
trol group received the basic diet and 100 g of the mineral additive monocalcium phosphate per day. The animals 
of the second group received the feed additive osteomin twice a day at a dose of 1 g/kg body weight in addition 
to the basic diet. The animals of both groups parenterally received Tetramag containing a group of fat-soluble vi-
tamins every ten days. The duration of the experiment was 60 days. At the end of the experiment in the animals 
of the experimental group, the number of erythrocytes increased by 8.8 %, hemoglobin — by 33.2 %, hemato-
crit — by 5.0 %, the mean corpuscular volume — by 6.0 %, the mean corpuscular hemoglobin — by 15.2 %, to-
tal calcium — by 14.7 %, and the level of inorganic phosphorus decreased by 17.5 %.
In addition, such indicators as blood serum gamma globulins and neutrophil phagocytic activity in experimental 
cows were at a stable level throughout the experiment, while they decreased in the control animals. It was found 
that the cows of the experimental group increased their milk productivity by 35.0 %, and the amount of protein, 
fat and dry matter in milk increased. Thus, the systematic use of the mineral and protein additive osteomin in the 
diet of cows at the stage of intensive lactation prevents the development of alimentary osteodystrophy.
Keywords: alimentary osteodystrophy, lactating cows, mineral metabolism disorder, mineral and protein addi-
tive, milk productivity, blood biochemistry
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According to the information from literary sourc-
es, alimentary osteodystrophy in lactating cows most 
often develops during the period of intensive milk flow 
and affects all spheres of life [2, 3]. This state signifi-
cantly reduces the body’s resistance to infectious dis-
eases and contributes to the emergence of mass cas-
es of gynecological pathology in adult animals and 
inevitably leads to a decrease in milk production [6]. 
When this disease develops, a combination of factors 
is considered as the causes: unfavorable environmen-
tal conditions, unsatisfactory microclimate parameters, 
lack of active movement. However, the main and pri-
mary reason is the imbalance of nutrients in the diets 
of animals, non-compliance with the developed stan-
dards for a complete and balanced diet. The stress as-
sociated with the violation of the keeping technology, 
the period of adaptation, feeding, etc. is also of great 
importance [5].

Despite the long development of this disease and 
the lack of clinical manifestations severity at the initial 
stages of the pathology development, alimentary osteo-
dystrophy and systemic disturbance of mineral metab-
olism lead to a significant decrease in the productivity 
of sick animals, additional expenses for treatment, a 
long recovery period and the development of second-
ary pathological phenomena. Based on this, special 
attention should be paid to the timely prevention of 
mineral metabolism disorders, taking into account all 
the main risk factors [4, 7]. Based on this, the devel-
opment of evidence-based, clinically and economical-
ly effective means of treating and preventing alimen-
tary osteodystrophy of dairy cows is one of the urgent 
tasks of modern veterinary medicine [11].

The aim of the research is the improvement of 
preventive measures in case of alimentary osteodys-
trophy of dairy cows.
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The objectives of the research were to study the 
preventive effect of the mineral and protein feed addi-
tive osteomin in case of alimentary osteodystrophy of 
lactating cows in the winter-spring period of the year.

MATERIAL AND METHODS
Osteomin is obtained by mixing the initial com-

ponents: bentonite, monocalcium phosphate, fodder 
chalk, yeast autolysate.

For the study, two groups of cows were selected 
during the milking period, 50 animals in each group. 
Laboratory studies were carried out on 10 animals from 
each group. The experiment of studying the prophylac-
tic efficacy of the additive osteomin continued 60 days.

The first group was defined as the control group. 
The animals of this group received only the feed of the 
main diet used at this enterprise, as well as 100 g of 
the mineral additive monocalcium phosphate per day. 
The animals of the second group received the feed ad-
ditive osteomin to the main diet twice a day at a dose 
of 1 g/kg of body weight of the animal.

During the experimental period, the animals were 
vitaminized with the drug tetramag, which contains ret-
inol, cholecalciferol, tocopherol and unsaturated fatty 
acids (linoleic, linolenic and arachidonic). Tetramag 
was administered intramuscularly once every ten days.

The groups were formed from healthy animals, 
timely passed all the necessary veterinary measures. 
During the experiments, the animals were subjected to 
systematic clinical observation. To assess the state of 
the animals at the beginning of the experiment and on 
day 60, blood and milk were taken for laboratory stud-
ies. Morphofunctional blood indicators were evaluat-
ed on a hematological veterinary analyzer Mindray-
BC‑2800 Vet. The counting of the leukogram, after 
preliminary staining of smears according to Papen-
heim [1], was carried out microscopically with con-
ventional methods. When assessing the biochemical 
blood serum indicators, quantitative determination of 
total protein, urea, creatinine, total calcium, inorganic 
phosphorus and glucose were used as markers; activ-
ity of aminotransferases: aspartate aminotransferase 
(AST) and alanine aminotransferase (ALT). The de-
termination of the quantitative values of the declared 
parameters was carried out on an automatic biochem-
ical analyzer Mindray BS‑380 (PRC).

Fractional composition of serum proteins (α-, β- 
and γ-globulins, albumins) was determined using ne-
phylometry [10] on SF Fluorat‑02 ABLF-T (Russia).

The neutrophil phagocytic activity was used as a 
criterion for assessing the activity of nonspecific re-
sistance of the organism [8].

The milk productivity of experimental animals was 
taken into account according to the results of control 
measurements of milk at least once a month. In milk, 
the quantitative content of dry matter, protein and fat 
was evaluated. The studies were carried out on an au-
tomatic milk analyzer Milkoscan Minor (Foss, Den-
mark).

Statistical processing of the obtained information 
was carried out on a personal computer using the Mi-
crosoft Office Excel 2010 application and standard 
methods of variation statistics. To assess the reliabili-
ty, Student’s t-test was used [9].

STUDY RESULTS
The complex of causes, as a result of which the 

osteodystrophic state develops, consists of a deficien-
cy of a complex of mineral, protein and vitamin com-
ponents in the diet of animals. Technological distur-
bances, stress states, the season of the year, etc. matter. 
Based on previous studies, it is known that osteodys-
trophy of alimentary origin in dairy cows is most acute 
during the period of intensive lactation, which is asso-
ciated with the systematic loss of a number of biotic 
elements and plastic components by the body of ani-
mals as a result of milk formation.

When forming the necessary conditions for con-
ducting a scientific experiment, a combination of fac-
tors leading to a violation of mineral metabolism was 
taken into account. The intensity of mineral metabo-
lism significantly depends on the length of the day, and 
therefore, most often the development of alimentary os-
teodystrophy becomes widespread in the winter-spring 
period of the year. To assess changes during the exper-
iment, morphofunctional and biochemical blood indi-
cators, which are important in the development of min-
eral metabolism disorders, were taken into account.

The results of the study are presented in Table 1. 
As a result of the studies, it was found that in quanti-
tative terms, the morphological and functional blood 
indicators in the animals of the experimental group 
were higher than the control values.

At the beginning of the experiment in both groups, 
the number of erythrocytes corresponded to physiolog-
ical norms and amounted to 6.1 ± 0.23 1012/L. During 
the experiment, there was a steady decrease in indica-
tors in the group of control animals relative to the ex-
perimental values. By the end of the experiment, the 
difference in the number of erythrocytes in the group 
of experimental animals compared to the control group 
was 8.8 % (P < 0.05). At the same time, the number 
of erythrocytes remained within the physiological  
norm.
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		  Table 1 
Dynamics of blood and milk indicators of cows (M ± m; n = 10)

Indicators Baseline values
Groups

Control Experimental

Morphofunctional blood indicators

Erythrocytes, 1012/L 6.1 ± 0.23 5.7 ± 0.27 6.2 ± 0.36*

Hemoglobin, g/L 93.6 ± 1.59 80.6 ± 5.60 107.4 ± 6.67**

Mean corpuscular volume, 
fl 48.3 ± 0.76 48.1 ± 0.87 51.0 ± 0.71*

Mean corpuscular hemo-
globin, pg 14.8 ± 0.16 13.1 ± 0.65 15.1 ± 0.03

Hematocrit, % 29.4 ± 0.93 27.9 ± 1.14 32.9 ± 1.84*

Platelets, 109/L 382.8 ± 35.46 408.7 ± 34.41 500.3 ± 19.27*

Neutrophil phagocytic 
activity, % 29.45 ± 1.1 27.05 ± 1.98 29.32 ± 2.54

Biochemical blood indicators

Total protein, g/L 78.3 ± 1.50 75.4 ± 1.20 79.8 ± 1.32

Total calcium, mmol/L 2.45 ± 0.012 2.24 ± 0.12 2.57 ± 0.045*

Inorganic phosphorus, 
mmol/L 2.15 ± 0.45 2.40 ± 0.070 1.98 ± 0.174*

AST, U/L 103.5 ± 5.45 101.9 ± 2.48 98.9 ± 2.46

ALT, U/L 30.1 ± 1.99 29.9 ± 2.01 31.3 ± 2.67

Albumins, % 38.41 ± 2.15 39.01 ± 2.01 38.84 ± 2.04

α-globulins, % 15.13 ± 1.16 15.12 ± 2.53 14.83 ± 1.56

β-globulins, % 12.15 ± 1.57 12.81 ± 0.33 12.49 ± 0.43

γ-globulins, % 38.99 ± 2.15 28.36 ± 1.66 37.14 ± 1.10

Milk productivity and biochemical indicators of milk

Productivity, kg 10.7 ± 0.05 10.3 ± 0.836 13.9 ± 0.53**

Fat, % 3.64 ± 0.63 3.49 ± 0.53 3.69 ± 0.19

Protein, % 3.36 ± 0.16 3.39 ± 0.12 3.53 ± 0.06

Dry matter, % 12.75 ± 0.48 12.80 ± 0.32 12.88 ± 0.78

	 *	Р < 0.05
	**	Р < 0.01 in comparison with the control group
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The level of hemoglobin in the blood at the begin-
ning of the study in all groups was close to the min-
imum limit of normal. During the observation, a de-
crease in the level of this parameter in the animals of 
the control group was noted. The hemoglobin val-
ue at the end of the experiment in the experimental 
group increased relative to the initial values by 14.7 % 
(P < 0.05), in the control group this indicator tended to 
decrease. As a result, the difference between the values 
of hemoglobin in the control and experimental groups 
was 33.2 % (P < 0.01) in favor of the second group.

Erythrocyte indices are of great importance, they 
reflect the functional interaction of erythrocytes, as in-
dividual cells, with the blood content of hemoglobin. 
One of the most informative is the mean corpuscular 
hemoglobin and the mean corpuscular volume. At the 
beginning of the experiment, the mean corpuscular 
volume in animals of both groups was within the ref-
erence values. In the animals in the control group, the 
indicator had no pronounced deviations by the end of 
the experiment. On the contrary, in the animals of the 
experimental group, this indicator increased at the end 
of the experiment. As a result, the mean corpuscular 
volume was by 6.0 % more than the control values at 
the end of the experiment (P < 0.05). The mean cor-
puscular hemoglobin at the beginning of the experi-
ment was within the physiological range. At the end of 
the experimental work in the control group, this indica-
tor tended to decrease, and in the experimental group 
it slightly increased. As a result, the experimental val-
ues of this parameter were higher by 15.2 % than in 
the animals of the control group.

The hematocrit value at the beginning of the ex-
periment in both groups was below the minimum nor-
mal values. During the experiment in the control group 
there was an insignificant decrease in this indicator. In 
the experimental group of cows, the hematocrit value 
tended to increase by the end of the experimental pe-
riod. In relation to the indicators of the control group, 
the differences were 5 % (P < 0.05).

At the beginning of the experiment, the blood con-
tent of platelets was within acceptable limits. During 
the experiment in both groups there was a tendency 
to increase the number of platelets, with a pronounced 
priority in the group of experimental animals. At the 
end of the experimental period, the number of platelets 
in the experimental group was by 22.4 % (P < 0.05) 
higher, compared to the control values, and by 30.6 % 
(P < 0.05) in relation to the baseline values.

The analysis of white blood indicators made it pos-
sible to establish the absence of pronounced changes 
associated with the use of the feed additive. The num-

ber of leukocytes varied in both groups within the nor-
mal range (7.5—8.2*109/L). The changes were not de-
tected in the leukocyte formula indicators.

When evaluating the results of biochemical blood 
serum indicators, it was found that the level of total 
protein during the entire experiment was within accept-
able limits. In the group of control cows, protein indi-
cators at the end of the experiment did not have signif-
icant changes. In the cows of the experimental group 
at the end of the experimental cycle, the protein values 
were higher by 5.8 % than those of the control animals.

When evaluating metabolites of protein metabo-
lism, such as urea and creatinine, no significant changes 
were noted. No significant changes were found when 
assessing the blood serum dynamics of glucose. This 
indicator varied at the level of mean standard values 
within 3.39—3.98 mmol/L.

In the course of the study, pronounced changes in 
indicators characterizing phosphorus-calcium metabo-
lism were established. The blood serum concentration 
of total calcium at the beginning of the experiment was 
within the mean normal values (2.45 ± 0.012 mmol/L), 
while the phosphorus values exceeded the upper stan-
dard limits (2.15 ± 0.45 mmol/L). As a result, the cal-
cium-phosphorus ratio was 1/1.14, while the optimal 
values were 1/1.5, which indicated a state close to met-
abolic disorders.

By the end of the experiment in the control group, 
the content of total calcium was slightly below the min-
imum limits of the norm. In the experimental group, on 
the contrary, there was a steady increase in the indica-
tor. As a result, in the cows in the experimental group, 
the indicators of total calcium were higher than the val-
ues of the control analogues — by 14.7 % (P < 0.05) 
and were within the physiological limits.

The blood concentration of inorganic phosphorus 
by the end of the experiment in both groups had a re-
verse trend. Two months after the experimental peri-
od in the experimental group, this indicator decreased 
relative to the initial values, while in the control group, 
its increase was noted. At the same time, the differenc-
es in the values in the animals of the control and ex-
perimental groups amounted to 17.5 % (P < 0.05). It 
should be noted that the level of inorganic phospho-
rus in the animals of the experimental group at the end 
of the experimental period was at the maximum lim-
it of the norm.

The obtained dynamic changes in the indicators 
of the blood concentration of calcium and phosphorus 
were reflected in the coefficients of the calcium-phos-
phorus ratio. At the end of the experiment, it was 1/0.93 
for the control group, which was critically below the 
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norm, and for the cows of the experimental group — 
1/1.4, which was close to the mean values of the ref-
erence indicator.

When assessing the state of enzyme systems, the 
following picture was established. Initially, high AST 
activity (103.5 ± 5.45 U/L) and a high de Ritis ratio 
(3.4) were recorded in both groups, which was very 
typical of violation of the integrity of cardiomyocytes 
in cows against the background of intensive lactation. 
At the end of the experiment, no changes were detect-
ed in the animals of the control group, and in the group 
of experimental animals there was a slight decrease in 
the indicator in relation to the control and baseline val-
ues. Thus, the use of osteomin indirectly creates con-
ditions for improving the quality of the heart muscle 
functioning. Despite the fact that in this case there is 
no statistical significance of changes, a similar pat-
tern was observed in the sequence of several experi-
mental cycles.

The analysis of the ratio of serum protein fractions 
showed that they had interdependent changes during 
all series of experiments. Differences between the val-
ues in the cows of the control and experimental groups 
were not significant, with the exception of a few cases.

The level of albumins in both groups was at 
the level of reference values and fluctuated within 
38.41 ± 2.15—39.15 ± 2.16 %. The level of beta-glob-
ulins remained within the physiological norm, but tend-
ed to increase. Considering the stability of trends in a 
number of other indicators, in this case it is difficult 
to suspect the pathological reaction development. This 
change is probably associated with the activation of 
the synthesis of transport proteins in liver cells against 
the background of metabolic changes. Alpha globu-
lins, as proteins of the acute phase of inflammation, 
remained equivalent in both groups and varied within 
14.93 ± 1.25—15.13 ± 1.16 %.

The most significant were the changes for γ-glob-
ulins. At the beginning of the experiment, their per-
centage of all serum proteins was 35.2 ± 3.15 % in the 
control group, and 37.4 ± 2.25 % in the group of ex-
perimental cows. At the end of the experiment in the 
animals in the control group, the indicator tended to de-
crease, in the animals of the experimental group there 
was a slight increase in this parameter. Thus, mainly 
due to a decrease in this indicator in the group of con-
trol animals, in the experimental analogues, the pro-
portion of γ-globulins increased by 8.78 %.

Blood proteins from the class of γ-globulins are 
the main humoral factors that provide the specific re-
sistance of the animal organism. Based on this, the use 
of an experimental mineral and protein additive con-

tributes to the preservation of the γ-globulin fraction 
at a stable level.

To assess the preventive effect of the additive used 
on the status of nonspecific immunity, indicators of 
the activity of neutrophil phagocytosis were used as 
an evaluation criterion. At the beginning of the study 
in both groups of animals, the phagocytic activity of 
neutrophils was 29.5 ± 1.15 %. Two months after the 
experimental period, a slight decrease in this indica-
tor occurred in the control group, while no pronounced 
changes were found in the group of experimental ani-
mals. As a result, at the end of the experiment, neutro-
phil phagocytic activity in the animals that were given 
the additive osteomin was by 2.3 % higher than in the 
control analogues. Thus, the use of an experimental 
means indirectly has a stabilizing effect on the phago-
cytic activity of blood neutrophils.

The prophylactic use of the mineral additive os-
teomin in the diet of lactating cows, as a result of main-
taining the homeostatic state of animals in the transi-
tional season of the year, had a positive effect on the 
productivity of animals. At the beginning of the ex-
perimental period, the productivity of the animals was 
10.7 ± 0.05 kg of milk per day. At the end of the ex-
perimental period, the productivity indicators in the 
animals of the control group slightly decreased in re-
lation to the initial values. Whereas in the group of 
experimental animals there was an increase in the in-
dex in relation to the baseline one by 3.2 kg (32.3 %, 
P < 0.01), and in relation to the values of control ani-
mals — by 3.6 kg (35.0 %, P < 0.01).

As a result of assessing the quality components of 
milk, it was found that at the beginning of the exper-
imental period, the level of protein, fat and dry mat-
ter in milk was 3.36 ± 0.057 %, 3.64 ± 0.63 % and 
12.75 ± 0.28 %. At the end of the experiment, the con-
tent of these parameters in the milk of the animals in the 
experimental group, this indicator was slightly higher 
than the control and baseline values. Despite the fact 
that changes in the quality indicators of milk were not 
statistically significant, they were consistently present 
for all assessed indicators.

According to the results of the study, it became pos-
sible to evaluate the prophylactic efficacy of the use of 
osteomin. Taking into account that the assessment of 
the clinical picture is not always possible to express 
in exact values, laboratory indicators were used to de-
termine the prophylactic effect, and healthy and sick 
animals in groups were ranked according to the devi-
ations of them. As a result, at the end of the experi-
ment, the incidence in the control group was 50 %, in 
the experimental group — 7.5 %.
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CONCLUSION
From this study, it can be seen that the introduction of 

the mineral and protein feed additive into the diet of lac-
tating cows to prevent violations of the phosphorus-cal-
cium metabolism for sixty days improves the quantita-
tive and qualitative indicators characterizing the state of 
red blood associated with the activation of hematopoietic 
processes. In particular, indicators of hemoglobin, hema-
tocrit value and qualitative changes in erythrocytes. It is 
also possible to speak about the preservation of a stable 
content of γ-globulins in the blood serum and neutrophil 
phagocytic activity, which together reflects the indirect 
nature of the mechanism of action associated with im-
proving the digestive function, improving the assimila-
tion quality of nutrients and minerals, normalizing me-
tabolism, enriching the diet with proteins, natural mac-
ro- and micronutrients. The same quality contributes to 
a significant improvement in the parameters reflecting 
the phosphorus-calcium metabolism and maintaining 
the constancy of metabolism at the physiological lev-
el. Optimization of the metabolic status of experimen-
tal animals leads to an increase in daily milk yield, an 
increase in the level of milk fat, protein and dry matter. 
In the control group, in which only monocalcium phos-
phate and parenteral administration of fat-soluble vita-
mins were used as a mineralization agent for the diet, the 
appearance and subsequent increase in signs of mineral 
metabolism disorders were noted. Thus, the regular in-
troduction of the mineral and protein additive osteomin 
into the diet of lactating cows prevents the development 
of alimentary osteodystrophy of a seasonal nature.
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Аннотация. В настоящее время иммунотерапия интерферонами используется при различных заболева-
ниях. Многочисленными опытами установлено, что при применении иммунотропных средств повышает-
ся эффективность этиотропного лечения мастита и антимикробных препаратов. Целью данного исследо-
вания было определение эффективности комплексного препарата Гентабиферон-Б, включающего гента-
мицин и рекомбинантные интерфероны, при терапии мастита у коров. В качестве контрольного препарата 
для инъекций использовали гентамицин 4 %. Результаты проведенных исследований свидетельствуют 
о том, что после лечения в обеих группах в пробах молока снижается степень микробной контаминации 
и количество соматических клеток до нормативных значений. Однако у животных, которым вводили Ген-
табиферон-Б эти изменения носили более выраженный характер. Терапевтическая эффективность Гента-
биферона-Б при субклиническом мастите была выше препарата сравнения и составила 95,5 %, а при ка-
таральном — 91,1 % при снижении кратности введения препарата. Повышение терапевтической эффек-
тивности при применении Гентабиферона-Б связано с  наличием в  препарате интерферонов, которые 
усиливают антимикробное действие гентамицина, увеличивают активность иммунных клеток и снижают 
воспалительную реакцию в молочной железе.
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ВВЕДЕНИЕ
Мастит у коров является основной причиной 

экономических потерь в  молочном скотоводстве 
во всем мире [6]. Не зависимо от течения масти-
та (скрытый или клинически выраженный) причи-
ной его развития являются патогенная и условно-
патогенная микрофлора. Среди грамположитель-
ных микроорганизмов наиболее распространены 
Staph. aureus, Streptococcus uber, Streptococcus dys-
galactiae, Streptococcus agalactiae, коагулазонегатив-
ный стафилококк, а среди грамотрицательных — 
Escherichia coli, Enterobacter spp., Proteus vulgaris, 
Pseudomonas aeruginosa и другие [8, 11, 14, 15]. По 
этой причине основным методом лечения мастита 
у коров является парентеральное и (или) интраци-
стернальное введение антибактериальных средств.

В настоящее время многие ученые считают, 
что необходим комплексный подход к  изучению 

механизмов развития воспалительного процесса 
в молочной железе. В частности, не стоит недо-
оценивать взаимосвязь локальных факторов защи-
ты вымени и иммунной системы организма, и при 
создании более эффективных препаратов следует 
учитывать иммунологические аспекты патогенеза 
мастита у коров.

Результаты испытаний, проведенных ранее по-
казали, что применение больным маститом лакти-
рующим коровам одного иммуностимулятора, яв-
ляется малоэффективным. Дальнейшими иссле-
дованиями было доказано, что при использовании 
комплексной терапии, включающей иммунотроп-
ные средства и антимикробные препараты, удает-
ся повысить эффективность проводимых лечебных 
мероприятий [3, 4].

Интерфероны представляют собой класс гли-
копротеинов, свойства которых включают проти-



78	 Ветеринарный фармакологический вестник • № 1 (22) • 2023

В. А. Грицюк, Г. А. Востроилова, Л. В. Ческидова, В. И. Зимников

вовирусное, иммуномодулирующее и антипроли-
феративное действие. Способность интерферонов 
локально модулировать различные виды активно-
сти иммунных клеток может обеспечить неспеци-
фическую защиту от широкого спектра организ-
мов, которым постоянно подвергается молочная 
железа. В связи с этим, для снижения заболевае-
мости и даже летальности рекомендуется приме-
нение интерферонов [5].

В результате в ООО «Научно-Производствен-
ный Центр «ПроБиоТех» (Республика Беларусь) 
был разработан новый комплексный препарат Ген-
табиферон-Б, который в составе в качестве действу-
ющих веществ содержит 40  мг/мл гентамицина 
сульфат, не менее 10 000 МЕ/мл суммарной анти-
вирусной активности смеси белков α- и γ-интерфе-
ронов бычьих рекомбинантных, а также витамины 
А, Е, С и вспомогательные вещества.

Целью нашего исследования было определе-
ние терапевтической эффективности комплекс-
ного препарата Гентабиферон-Б при субклиниче-
ском и клинически выраженном мастите у лакти-
рующих коров.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Испытания эффективности применения препа-
рата Гентабиферон-Б проведены на коровах боль-
ных маститом. После постановки диагноза живот-
ные были разделены по принципу аналогов на две 
группы. Коровам первой группы с субклиническим 
(44 головы) и клинически выраженным катараль-
ным маститом (42 головы) внутримышечно вводи-
ли Гентамицин 4 % для инъекций в дозе 3 мг/1 кг 
массы тела каждые 12 часов в течение 3—5 суток 
в зависимости от тяжести протекания заболевания. 
Коров второй группы лечили Гентабифероном-Б. 
Препарат вводили внутримышечно в дозе 20 мл на 
животное с субклиническим (45 голов) и клиниче-
ски выраженным катаральным маститом (44 голо-
вы) два раза в день.

Диагноз на мастит ставили комплексно с уче-
том анамнеза, общего клинического осмотра живот-
ных, оценки внешнего вида вымени и его пальпа-
ции, определения местной температуры, результа-
тов пробного доения и лабораторного исследования 
молока [2]. Учет реакции проб секрета из долей 
молочной железы с  диагностическим реактивом 
Масттест-АФ проводили по образованию желеоб-
разного сгустка или изменению цвета смеси. Оцен-
ку эффективности лечения осуществляли на осно-
вании исследования молока, отобранного до и по-

сле завершения курса терапии, с диагностикумом, 
бактериологических исследований согласно утвер-
жденных методик и подсчета соматических клеток 
в сыром молоке с помощью экспресс-анализатора 
Фоссоматик [1, 2].

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

В течение опыта тщательно контролировали 
подготовку подопытных коров к доению, включаю-
щую массаж вымени, сдаивание первых струек мо-
лока, обработку сосков и поддержание соответству-
ющего санитарного состояния молочных желез.

От 16 коров с диагнозом субклинический ма-
стит (по 8 голов из каждой группы) до и после кур-
са лечения брали пробы молока для изучения ба-
кобсемененности и определения количества сома-
тических клеток. Результаты бактериологического 
исследования секрета вымени коров (рис. 1) свиде-
тельствуют о том, что после лечения Гентамици-
ном 4 % степень микробной контаминации снизи-
лась в 8,7 раза, а Гентабифероном-Б — в 10,1 раза.

Ряд авторов считает, что определенный уровень 
γ-интерферона может ингибировать размножение 
бактерий и снижать риск инфицирования молочной 
железы [9, 10]. В опытах Sordillo L. M. и др. (1991) 
γ-интерферон значительно увеличивал фагоцитар-
ную и бактерицидную активность иммунных кле-
ток [17]. Таким образом, снижение количества бак-
териальных клеток в молоке коров, которым при-
меняли Гентабиферон-Б, по сравнению с группой, 
в которой применяли гентамицин, вероятно, связа-
но с наличием в препарате γ-интерферона. Резуль-
таты подсчета соматических клеток в молоке ко-
ров до и после применения Гентамицина 4 % рас-
твора и Гентабиферона-Б представлены на рис. 2. 
Как следует из полученных данных, у животных 
обеих групп при выздоровлении отмечали умень-
шение количества соматических клеток: в первой 
группе в 6,6 раза, а во второй — в 9,8 раза, что со-
ответствовало показателям здоровых животных.

Ряд авторов считает, что восстановление ор-
ганизма после заболевания включает в  себя ряд 
сложных взаимодействий между специфически-
ми клетками иммунной системы, многие из кото-
рых опосредованы цитокинами, которые могут ак-
тивировать эти клетки для уничтожения или сни-
жения скорости репликации патогена [5]. Другие 
полагают, что действие интерферонов основано 
на подавлении развития воспалительной реакции, 
что может уменьшить патологические изменения 
в паренхиматозной ткани молочной железы [16].
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Рис. 1. Бактериальная обсемененность секрета вымени до и  после лечения субклинического мастита 
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Таким образом, снижение количества сомати-
ческих клеток в молоке коров второй группы по 
сравнению с первой на 29,2 %, возможно связано 

с наличием интерферонов в Гентабифероне-Б, ко-
торые не только усиливают антимикробное дей-
ствие препарата, но и  снижают воспалительную 
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реакцию в молочной железе. В течение опыта за 
животными вели ежедневное клиническое наблю-
дение, выздоровевшими считали коров, у которых 
не регистрировали клинические признаки мастита, 
а также была отрицательной реакция молока с рас-
твором Масттеста.

Анализируя полученные данные, следует отме-
тить, что при применении комплексного препара-
та выздоровление наступает быстрее. Так, на курс 
лечения коров первой опытной группы при суб-

клиническом мастите в  среднем потребовалось 
2,29 ± 0,02 введений Гентабиферона-Б, а при ката-
ральном — 3,96 ± 0,12. В то же время Гентамици-
на 4 % раствор инъецировали в среднем 4,65 ± 0,04 
и 6,51 ± 0,15 раза, что привело к увеличению крат-
ности введений препарата в 2,0 и 1,6 раза соответ-
ственно.

Терапевтическая эффективность Гентабифе-
рона-Б и  Гентамицина 4 % раствора представле-
на на рис. 3.
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Рис. 3. Результаты производственных испытаний терапевтической эффективности Гентабиферона-Б при 
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Как следует из представленных на рисунке 3 
данных, терапевтическая эффективность Гента-
биферона-Б при субклиническом мастите состави-
ла 95,5 %, а при катаральном — 91,1 %, что было 
выше препарата сравнения на 12,6 % и 11,6 % со-
ответственно.

Таким образом, применение коровам для лече-
ния мастита Гентабиферона-Б обеспечивает высо-
кий терапевтический эффект при снижении сроков 
введения лекарственного препарата.

Полученные нами данные совпадают с рядом 
научных исследований по иммуномодулирующе-
му действию интерферонов на общие и  локаль-
ные факторы защиты молочной железы. Цитоки-
ны, вырабатываемые макрофагами и лимфоцитами, 
мобилизуют иммунную систему в ответ на инфек-

цию, а также играют роль в различных патофизио-
логических процессах в организме, что можно ис-
пользовать для оценки повреждения тканей выме-
ни, определения прогноза и исхода лечения [7, 13]. 
При этом многие авторы считают, что γ-интерферон 
действует как регуляторный цитокин [12].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенных исследований уста-

новлено, что внутримышечное применение Гента-
биферона-Б обеспечивает более высокий терапев-
тический эффект по сравнению с введением пре-
парата, содержащего один антибиотик, а  также 
способствует снижению микробной контаминации 
молока и нормализации в нем содержания сомати-
ческих клеток. Таким образом, Гентабиферон-Б мо-
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жет быть широко использован в производственных 
условиях животноводческих хозяйств при лечении 
мастита у коров.
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Abstract. Currently, immunotherapy with interferons is used in case of various diseases. Numerous experiments 
have established that the use of immunotropic agents increases the efficacy of the etiotropic treatment of mastitis 
and antimicrobial drugs. The objective of this research was to determine the efficacy of the complex drug Genta
biferon-B, including Gentamicin and recombinant interferons, in the treatment of bovine mastitis. Gentamicin 
4 % was used as a control injection. The results of the conducted studies indicate that after the treatment in both 
groups, the degree of microbial contamination and the number of somatic cells in milk samples decrease to the 
normative values. However, in the animals treated with Gentabiferon-B, these changes were more pronounced. 
The therapeutic efficacy of Gentabiferon-B in case of subclinical mastitis was higher than the therapeutic effica-
cy of the reference drug and amounted to 95.5 %, and in case of catarrhal mastitis — 91.1 % with a decrease in 
the frequency of drug administration. The increase in therapeutic efficacy with the use of Gentabiferon-B is asso-
ciated with the presence of interferons in the drug, which enhance the antimicrobial effect of Gentamicin, increase 
the activity of immune cells and reduce the inflammatory response in the mammary gland.
Keywords: mastitis, Gentabiferon-B, Gentamicin, therapeutic efficacy, cows
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INTRODUCTION

Bovine mastitis is the main cause of economic loss-
es in dairy farming worldwide [6]. Regardless of the 
course of mastitis (latent or clinically pronounced), 
the cause of its development is pathogenic and condi-
tionally pathogenic microflora. Among gram-positive 
microorganisms, Staph. aureus, Streptococcus uber, 
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus agalacti-
ae, coagulase-negative staphylococcus are most wide-
spread, and among gram-negative ones — Escherich-
ia coli, Enterobacter spp., Proteus vulgaris, Pseudo-
monas aeruginosa and others [8, 11, 14, 15]. For this 
reason, the main method of treating bovine mastitis is 
parenteral and (or) intracisternal administration of an-
tibacterial agents.

Currently, many scientists believe that an integrat-
ed approach is needed to study the mechanisms of the 
inflammatory process development in the mammary 
gland. In particular, one should not underestimate the 
relationship between local udder protection factors and 

the body’s immune system, and when designing more 
effective drugs, one should take into account the im-
munological aspects of bovine mastitis pathogenesis.

The results of trials conducted earlier showed that 
the use of one immunostimulant for lactating cows with 
mastitis is ineffective. Further studies have shown that 
when using complex therapy, including immunotropic 
agents and antimicrobials, it is possible to increase the 
efficacy of ongoing therapeutic measures [3,4].

Interferons are a class of glycoproteins, the prop-
erties of which include antiviral, immunomodulatory 
and antiproliferative effects. The ability of interfer-
ons to locally modulate various types of immune cell 
activity can provide non-specific protection against a 
wide range of organisms to which the mammary gland 
is constantly exposed. In this regard, the use of inter-
ferons is recommended to reduce morbidity and even 
mortality [5].

As a result, LLC “Scientific and Production Cen-
ter “ProBioTech” (Republic of Belarus) has designed 
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a new complex drug Gentabiferon-B, which contains 
40 mg/ml of Gentamicin sulfate as active ingredients, 
at least 10000 IU/ml of the total antiviral activity of 
the mixture proteins of recombinant bovine interferons 
-α and -γ, as well as vitamins A, E, C and adjuvants.

The objective of our research was to determine the 
therapeutic efficacy of the complex drug Gentabifer-
on-B in case of subclinical and clinically pronounced 
mastitis in lactating cows.

MATERIAL AND METHODS
Trials of the efficacy of the use of the drug Gentab-

iferon-B were carried out on cows with mastitis. After 
the diagnosis was made, the animals were divided ac-
cording to the principle of analogues into two groups. 
The cows of the first group with subclinical (44 cows) 
and clinically pronounced catarrhal mastitis (42 cows) 
were intramuscularly injected with Gentamicin 4 % for 
injection at a dose of 3 mg/1 kg of body weight every 
12 hours for 3—5 days, depending on the severity of 
the disease course. The cows of the second group were 
treated with Gentabiferon-B. The drug was adminis-
tered intramuscularly at a dose of 20 ml per animal 
with subclinical (45 cows) and clinically pronounced 
catarrhal mastitis (44 cows) twice a day.

Mastitis was diagnosed in a complex manner, tak-
ing into account the anamnesis, general clinical exam-
ination of animals, assessment of the udder appearance 

and its palpation, determination of local temperature, 
results of test milking and laboratory testing of milk 
[2]. Accounting for the reaction of secretion samples 
from the mammary gland lobes with the diagnostic re-
agent Masttest-AF was carried out by the formation of 
a jelly-like clot or a change in the color of the mixture. 
The efficacy of treatment was assessed on the basis of 
a study of milk taken before and after the completion 
of the therapy course, with a diagnosticum, bacterio-
logical studies according to approved methods, and 
counting somatic cells in raw milk using the Fosso-
matic express analyzer [1, 2].

RESULTS AND DISCUSSION
During the experiment, the preparation of experi-

mental cows for milking was carefully controlled, in-
cluding udder massage, milking of the first streams of 
milk, teat treatment and maintenance of the appropri-
ate sanitary state of the mammary glands.

From 16 cows diagnosed with subclinical mastitis 
(8 cows from each group) before and after the course 
of treatment, milk samples were taken to study bacilli 
and to determine the number of somatic cells.

The results of a bacteriological study of cow ud-
der secretion (Fig. 1) indicate that after treatment with 
Gentamicin 4 %, the degree of microbial contamination 
decreased by 8.7 times, and with Gentabiferon-B — 
by 10.1 times.
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Fig. 1. Bacterial contamination of the udder secretion before and after treatment of subclinical mastitis (ths. CFU/ ml)
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A number of authors believe that a certain level of 
interferon-γ can inhibit the reproduction of bacteria and 
reduce the risk of mammary gland infection [9, 10]. 
In the experiments of Sordillo L. M. et al. (1991) in-
terferon-γ significantly increased the phagocytic and 
bactericidal activity of immune cells [17]. Thus, the 
decrease in the number of bacterial cells in the milk of 

cows treated with Gentabiferon-B, compared with the 
group in which Gentamicin was used, is probably due 
to the presence of interferon-γ in the drug.

The results of counting somatic cells in cows” 
milk before and after the application of Gentamy-
cin 4 % solution and Gentabiferon-B are shown in  
Fig. 2.
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Fig. 2. Content of somatic cells in the udder secretion before and after treatment of subclinical mastitis (ths/ml)

As follows from the data obtained, in the animals 
of both groups during recovery, a decrease in the num-
ber of somatic cells was noted: in the first group — by 
6.6 times, in the second — by 9.8 times, which corre-
sponded to the indicators of healthy animals.

A number of authors believe that the recovery of 
the body after a disease involves a number of complex 
interactions between specific cells of the immune sys-
tem, many of which are mediated by cytokines that 
can activate these cells to destroy or reduce the rate 
of pathogen replication [5]. Others believe that the ac-
tion of interferons is based on the development sup-
pression of an inflammatory reaction, which can re-
duce pathological changes in the parenchymal mam-
mary gland tissue [16].

Thus, the decrease by 29.2 % in the number of so-
matic cells in the milk of cows of the second group 
compared to the first one is possibly due to the presence 
of interferons in Gentabiferon-B, which not only en-
hance the antimicrobial effect of the drug, but also re-
duce the inflammatory response in the mammary gland.

During the experiment, the animals were daily 
clinically observed, cows were considered recovered 
if clinical signs of mastitis were not registered in them, 
and if there also was a negative reaction of milk with 
the Masttest solution. Analyzing the data obtained, it 
should be noted that when using a complex drug, re-
covery occurs faster. Thus, for the course of treatment 
of cows of the first experimental group with subclin-
ical mastitis, an average of 2.29 ± 0.02 injections of 
Gentabiferon-B was required, and with catarrhal — 
3.96 ± 0.12. At the same time, Gentamicin 4 % solution 
was injected on average 4.65 ± 0.04 and 6.51 ± 0.15 
times, which led to an increase in the frequency of in-
jections of the drug by 2.0 and 1.6 times, respectively.

The therapeutic efficacy of Gentabiferon-B and 
Gentamicin 4 % solution is shown in Fig. 3.

As follows from the data presented in Fig. 3, the 
therapeutic efficacy of Gentabiferon-B in case of sub-
clinical mastitis was 95.5 %, and in case of catarrhal 
mastitis — 91.1 %, which was higher than the refer-
ence drug by 12.6 % and 11.6 %, respectively.
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Fig. 3. Results of industrial trials of the therapeutic efficacy of Gentabiferon-B in case of bovine mastitis (%)

Thus, the use of Gentabiferon-B in cows for the 
treatment of mastitis provides a high therapeutic ef-
fect while reducing the period of drug administration.

The data obtained by us coincide with a number of 
scientific studies on the immunomodulatory effect of 
interferons on general and local mammary gland pro-
tection factors. Cytokines produced by macrophages 
and lymphocytes mobilize the immune system in re-
sponse to infection, and also play a role in various 
pathophysiological processes in the body, which can 
be used to assess damage to udder tissues, determine 
the prognosis and outcome of treatment [7, 13]. At the 
same time, many authors believe that interferon-γ acts 
as a regulatory cytokine [12].

CONCLUSION
As a result of the studies, it has been found that the 

intramuscular use of Gentabiferon-B provides a high-
er therapeutic effect compared to the administration of 
a drug containing one antibiotic, and also helps to re-
duce the microbial contamination of milk and normal-
ize the content of somatic cells in it. Thus, Gentabifer-
on-B can be widely used in the production conditions 
of livestock farms for the treatment of bovine mastitis.
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Аннотация. Заболевания кожи у мелких домашних животных являются актуальной проблемой в совре-
менной ветеринарной дерматологии, поэтому это требует особого внимания как плане развития диагно-
стики, так и в плане совершенствования терапевтических методов лечения. Нарушения целостности кож-
ных покровов при аллергическом дерматите не только влияют на внешний вид животного, но и причиня-
ют значительный дискомфорт и  могут служить причиной различных осложнений, например, 
возникновения пиодермы. Поэтому при дерматитах, сопровождающихся повреждением кожи в составе 
комплексной терапии используются наружные средства различных фармакологических групп. Препарат 
ВетЛан представляет собой мазевую композицию, включающую в себя гидрофильную гидроксиэтил-цел-
люлозу марки В30К, наночастицы ZnO в качестве активного вещества и оксид лантана (La2O3). В резуль-
тате проведенного исследования установлено, что применение препарата ВетЛан клинически здоровым 
кошкам в течение 14 дней не оказало отрицательного влияния на физиологический статус животных. По 
данным гематологических и биохимических исследований сыворотки крови не установлено статистиче-
ски достоверных отличий определяемых показателей до и после применения препарата и отличий от по-
казателей животных контрольной группы.
Ключевые слова: дерматиты, кошка, переносимость, морфологические, биохимические показатели, до-
клинические исследования
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Дерматиты, связанные с реакциями гиперчув-
ствительности, диагностируются у кошек доволь-
но часто, сопровождаясь во многих случаях повре-
ждением кожного покрова [1—3].

Основными препаратами выбора для контро-
ля аллергических реакций у мелких домашних жи-
вотных на данный момент являются глюкортико-
стероиды (ГКС), циклоспорин, оклатициниб. ГКС 
являются высоко эффективными для купирования 
зуда и снятия воспалительной реакции, связанной 
с аллергиями и рекомендуется для использования 
на этапе диагностики короткими курсами. При не-
обходимости длительных курсов лечения данной 
группой препаратов стоит рассмотреть альтерна-
тивные решения, позволяющие избежать побочных 
эффектов. Кошки, в отличие от собак, обычно бо-
лее толерантны к терапии с глюкокортикостерои-
дами, однако при длительном применении и ис-
пользовании высоких доз побочные эффекты все 
же возможны. Использование циклоспорина может 
быть оправдано в случае постановки диагноза ко-

шачий атопический кожный синдром и обеспечи-
вает хороший терапевтический эффект, но для до-
стижения необходимого результата циклоспорин во 
многих случаях необходимо применять в течение 
3—4 недель, что затрудняет снятие острой симпто-
матики. Оклатициниб не лицензирован для кошек 
и  при необходимости применяется вне инструк-
ции, так как в исследованиях показал себя эффек-
тивным и безопасным для контроля зуда у данно-
го вида животных [4—6].

Нарушения целостности кожных покровов 
при аллергическом дерматите не только влияют 
на внешний вид животного, но и причиняют зна-
чительный дискомфорт и могут служить причиной 
различных осложнений, например, возникновения 
пиодермы. Поэтому, при дерматитах, сопровожда-
ющихся повреждением кожи в составе комплекс-
ной терапии используются наружные средства раз-
личных фармакологических групп [7].

Местное применение препаратов может обес-
печивать результат не только при локальном пора-
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жении кожи, но и в значительной степени повыша-
ет эффективность комплексного лечения животных 
при дерматофитозе, бактериальной и дрожжепо-
добной инфекции кожи и при мультирезистентных 
штаммах микроорганизмов [8].

Наружные средства применяется дополнитель-
но к системному лечению, сокращая сроки выздо-
ровления и давая врачу возможность снизить дозы 
и  частоту использования основного системного 
препарата. При возникновении кожных инфекций, 
как осложнения аллергического дерматита, у ко-
шек предпочтительно использовать местное лече-
ние локально, тем самым избегая назначения си-
стемных антибиотиков и снижая риски возникнове-
ния случаев устойчивой бактериальной инфекции.

Вместе с тем, местное применение антибакте-
риальных препаратов может вызывать нежелатель-
ные эффекты в виде контактного дерматита, гипе-
ремии и зуда. Кроме этого, при трансдермальном 
поступлении препарата в организм животных воз-
можно его системное воздействие. Поэтому изуче-
ние переносимости новых лекарственных средств 
является необходимым и важным этапом опреде-
ления безопасности их применения на целевых 
животных.

Нами был разработан препарат ВетЛан пред-
ставляющий собой мазевую композицию, вклю-
чающую в себя гидрофильную гидроксиэтил-цел-
люлозу марки В30К, наночастицы ZnO в качестве 
активного вещества и оксид лантана (La2O3). Орга-
нические соединения лантана потенцируют в ком-
позиции противовоспалительное, бактерицидное 
и ранозаживляющее действие. Соединения ланта-
на обладают осмотической активностью (подсуши-
вающее действие, уменьшение отеков), ускоряют 
репарацию и заживление кожного покрова, обла-
дают противозудным эффектом, что особенно важ-
но в лечении дерматитов кошек. Ионы цинка, вхо-
дящие в состав препарата, обеспечивают процес-
сы регенерации поврежденной поверхности кожи.

В связи с этим, целью данного исследования 
было определение переносимости препарата Вет-
Лан на кошках.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследования на животных проводили в  со-
ответствии с  законодательством Российской Фе-
дерации согласно правилам, принятым Директи-
вой 2010/63/eu Европейского парламента и Сове-
та Европейского Союза от 22 сентября 2010 года, 
по охране животных, используемых в научных це-

лях 2010 г. о защите животных, использующихся 
для научных целей [9]. 

При доклинических исследованиях препара-
та ВетЛан руководствовались Приказом МСХ РФ 
№ 101 от 06.03.2018 г., руководством по проведе-
нию доклинических исследований лекарственных 
средств (А. Н. Миронов, Н. Д. Бунатян и др. 2012) 
[10], Приказом Минсельхоза России № 4 от 10 ян-
варя 2018 года.

Изучение переносимости препарата ВетЛан 
проводили на клинически здоровых беспородных 
кошках различного пола и возраста (n = 10). Жи-
вотные были разделены по принципу аналогов, 
с учетом возраста, массы и пола на две группы по 
5 кошек в каждой. 

В период проведения опыта по изучению влия-
ния препарата ВетЛан другие лекарственные сред-
ства животным не применяли. Препарат ВетЛан 
наносили кошкам на выстриженные участок тела, 
площадью 3 × 3 см в области спины в течение 14 
дней — средний срок лечения местными препа-
ратами и оценки динамики эффективности с воз-
можной необходимостью продления курса с уче-
том особенностей течения заболевания и индиви-
дуальных характеристик пациента по решению 
ветеринарного специалиста. Животным контроль-
ной группы аналогично применяли изотонический 
раствор хлорида натрия. 

В ходе проведения испытания препарата за жи-
вотными вели ежедневное наблюдение, определяя 
общее клиническое состояние, поведение, аппе-
тит, температуру тела, частоту пульса и дыхания. 
До начала применения препарата, затем через 14 
и 21 день отбирали пробы крови для исследования 
морфологических и биохимических показателей. 
Морфологические исследования крови проводили 
на гематологическом ветеринарном анализаторе 
DF50 Vet (Dymind, Китай) с использованием метода 
кондуктометрии для определения RBC и PLT; фо-
тометрического метода определения HGB и лазер-
ной проточной цитометрии для определения WBC. 

Биохимическое исследование крови живот-
ных выполнены с помощью автоматического био-
химического и  иммуноферментного анализатора 
CHEM WELL 2910V (Awareness Technology, Inc. 
США) с не ограниченным количеством устанав-
ливаемых пользователем профилей животных. До-
стоверность результатов, полученных в ходе про-
веденных исследований обрабатывали с помощь 
статистических программ Microsoft Excel 2007, 
STATISTICA 7,0 при доверительной вероятности 
значений 0,95.
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РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
В результате проведенных исследований было 

определено, что местное применение препарата 
ВетЛан клинически здоровым кошкам не повлияло 
на общее клиническое состояние животных опыт-
ной группы — активность, закрепленные поведен-
ческие реакции, аппетит, диурез, дефекацию, ре-
акцию на внешние раздражители. При использова-
нии препарата местных — сухости, раздражения, 

аллергического контактного дерматита, мацерации 
кожи, атрофии кожи и системных побочных реак-
ций не установлено. При оценке функционально-
го состояния (температура, частота дыхательных 
движений и сердечных сокращений) отклонений 
от нормы для данного вида животных не зафикси-
ровано. Результаты морфологического анализа кро-
ви кошек до применения препарата, через 14 и 21 
день представлены в таблице 1.

		  Таблица 1 
Морфологические показатели крови кошек (n = 10), M ± m

Показатель До применения Через 14 дней Через 21 день

Опытная группа

Гематокрит, % 36,8 ± 5,49 35,6 ± 4,07 35,6 ± 4,49

Гемоглобин, г/л 122,4 ± 5,42 123,8 ± 8,51 122,2 ± 8,93

Эритроциты, 1012 /л 7,21 ± 0,55 7,24 ± 0,73 7,53 ± 0,64

Лейкоциты, 109 /л 11,3 ± 2,78 11,1 ± 2,53 10,9 ± 2,38

Тромбоциты, 109 /л 388,9 ± 87,7 384,7 ± 92,6 377,4 ± 83,0

Эозинофилы, % от WBC 2,2 ± 0,74 2,0 ± 0,63 2,2 ± 0,75

Контрольная группа

Гематокрит, % 33,6 ± 5,31 33,8 ± 5,11 33,8 ± 5,15

Гемоглобин, г/л 120,2 ± 17,51 120,2 ± 18,32 119,4 ± 18,09

Эритроциты, 1012 /л 6,88 ± 1,17 6,84 ± 1,15 6,90 ± 1,18

Лейкоциты, 109 /л 9,70 ± 3,22 9,63 ± 3,10 9,62 ± 2,92

Тромбоциты, 109 /л 407,8 ± 91,2 408,8 ± 86,3 413,4 ± 85,7

Эозинофилы, % от WBC 1,6 ± 1,01 1,8 ± 0,40 1,8 ± 1,16

При сопоставлении полученных данных обще-
го анализа крови животных опытных и контроль-
ных групп не установлено достоверных отличий 
по количеству гемоглобина, эритроцитов, лейко-
цитов, тромбоцитов, эозинофилов, процентному 
соотношению объема плазмы и эритроцитов, как 
в начале эксперимента, так и через 14 применения. 
Через 7 дней после последнего применения препа-
рата по показателям количества гемоглобина, эри-
троцитов, лейкоцитов, тромбоцитов, эозинофилов 
достоверных изменений зафиксировано не было.

В программе биохимического исследования 
определяли активность ферментов аланинамино-

трансферазы (АсАт) и  аспартатаминотрансфера-
зы (АлАт), количеств общего белка, общего били-
рубина, глюкозы, креатинина и мочевины. Выбор 
параметров исследования был определен с учетом 
необходимости исключения негативного воздей-
ствия испытуемого препарата на некоторые пока-
затели биохимического профиля кошек (табл. 2).

Важным параметром для исключения патоло-
гии печени является определение активности ами-
нотрансфераз. Аминотрансферазы катализируют 
межмолекулярный перенос аминогрупп с амино-
кислот на кетокислоты, которые выступают источ-
ником энергии для многочисленных реакций в ор-
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ганизме животных. При поражении печени повы-
шается уровень активности обоих ферментов. При 
этом значение увеличения АсАт выше, чем АлАт. 
Вместе с  тем, необходимо учитывать, что одно-
значным критерием поражения печени можно счи-
тать при увеличении активности этих ферментов 

в 10—20 раз относительно референсных значений. 
В наших исследованиях через 7 дней после курса 
применения препарата ВетЛан показатели АсАт 
и АлАт в сыворотке крови кошек опытной группы 
достоверно не отличались от показателей живот-
ных контрольной группы.

		  Таблица 2 
Биохимические показатели крови кошек (n = 10), M ± m

Показатель До применения Через 14 дней Через 21 день

Опытная группа

АлАТ, Ед 24,8 ± 6,28 24,7 ± 7,09 25,5 ± 6,45

АсАТ, Ед 15,0 ± 5,72 15,3 ± 5,84 15,2 ± 5,74

Общий белок, г/л 62,9 ± 8,83 63,2 ± 9,18 62,7 ± 9,76

Общий билирубин, 
ммоль/л 5,44 ± 2,41 5,46 ± 2,13 5,64 ± 2,97

Глюкоза, ммоль/л 4,98 ± 0,92 5,05 ± 1,07 4,98 ± 0,97

Креатинин, мкмоль/л 96,4 ± 18,5 94,9 ± 16,07 93,8 ± 14,24

Мочевина, ммоль/л 7,29 ± 1,34 7,27 ± 1,29 7,19 ± 1,18

Контрольная группа

АлАТ, Ед. 29,7 ± 6,21 29,8 ± 5.98 29,8 ± 6,26

АсАТ, Ед. 17,9 ± 5,17 18,1 ± 5,03 17,6 ± 5,02

Общий белок, г/л 59,7 ± 9,85 59,1 ± 10,67 59,4 ± 10,07

Общий билирубин, 
ммоль/л 6,40 ± 1,86 6,12 ± 1,55 6,20 ± 1,84

Глюкоза, ммоль/л 5,34 ± 1,21 5,48 ± 1,13 5,36 ± 1,22

Креатинин, мкмоль/л 98,4 ± 14,97 99,6 ± 16,39 99,2 ± 14,46

Мочевина, ммоль/л 7,70 ± 1,48 7,77 ± 1,48 7,60 ± 1,51

Показатель общего белка характеризует сово-
купность группы гетерогенных белков плазмы, 
40—60 % которых составляет альбумин. В данном 
случае диагностическое значение может иметь аб-
солютная гипопротеинемия, свидетельствующая 
о нарушении синтеза белка в гепатоцитах. Уровень 
общего белка у животных опытной группы через 
7 дней после курса применения препарата соста-
вил 62,7 ± 9,76 г/л, что соответствует референсным 
значениям для данного вида животных. Для диф-
ференциальной диагностики между относитель-
ным и абсолютным изменением этого показателя 

при интерпретации содержания общего белка учи-
тываем состояние водного обмена по процентному 
соотношению объема плазмы и эритроцитов. По-
казатель гематокрита во все дни исследования на-
ходился в пределах 35,6—36,8 %, что соответству-
ет референсным значениям [11].

Основной пигмент  — билирубин образуется 
в клетках ретикулоэндотелиальной системы (РЭС) 
селезенки и печени в результате распада гемогло-
бина по истечению срока жизни эритроцитов. 

Кроме этого источником образования билиру-
бина являются другие гемосодержащие белки, ко-
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торые распадаются в  клетках РЭС. Повышение 
уровня билирубина наблюдается при нарушении 
функции гепатоцитов, когда затрудняется его раз-
рушение с образованием моно- и дипиррольных 
соединений. По данным биохимического анали-
за сыворотки крови уровень билирубина находил-
ся в  границах физиологической нормы  — 3,0—
12,0 ммоль/л [11].

Патология печени может сопровождаться также 
повышением концентрации глюкозы. При исполь-
зовании препарата ВетЛан уровень глюкозы во все 
дни исследования и не имел достоверных отличий 
от показателей животных контрольной группы.

Известно, что конечными продуктами азоти-
стого обмена млекопитающих являются креатинин 
и мочевина. По показателям содержания креати-
нина и мочевины можно судить о состоянии почек 
животного. Уровень кретинина в сыворотке крови 
опытных животных через 14 и 21 день после нача-
ла применения препарата ВетЛан не имел досто-
верных отличий от исходных значений и показате-
лей животных контрольной группы.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования уста-

новлено, что применение препарата ВетЛан клини-
чески здоровым кошкам в течение 14 дней не ока-
зало отрицательного влияния на физиологический 
статус животных. По данным гематологических 
и биохимических исследований сыворотки крови 
не выявлено статистически достоверных отличий 
определяемых показателей до и после применения 
препарата и отличий от аналогичных показателей 
животных контрольной группы.
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Abstract. Skin diseases in small pets are an urgent problem in modern veterinary dermatology, so this requires 
special attention both in terms of the diagnostics development and in terms of improving therapeutic methods of 
treatment. Violations of the skin integrity in case of allergic dermatitis not only affect the appearance of the ani-
mal, but also cause significant discomfort and can cause various complications, such as pyoderma. Therefore, in 
case of dermatitis accompanied by skin damage, external agents of various pharmacological groups are used as 
part of complex therapy. The drug VetLan is an ointment composition that includes hydrophilic hydroxyethyl cel-
lulose grade B30K, ZnO nanoparticles as an active substance and lanthanum oxide (La2O3). As a result of the 
study, it was found that the use of VetLan in clinically healthy cats for 14 days did not adversely affect the phys-
iological status of animals. According to hematological and biochemical blood serum studies, there were no sta-
tistically significant differences in the determined indicators before and after the use of the drug and differences 
from the indicators of animals in the control group.
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Dermatitises associated with hypersensitivity re-
actions are diagnosed in cats quite often, accompanied 
by skin damage in many cases [1—3].

Currently, the main drugs of choice for controlling 
allergic reactions in small pets are glucocorticoste-
roids (GCs), cyclosporine, and oclacitinib. Corticoste-
roids are highly effective in relieving itching and re-
lieving the inflammatory reaction associated with al-
lergies and are recommended for use at the diagnostic 
stage in short courses. If a long-term treatment with 
this group of drugs is needed, alternative solutions to 
avoid side effects should be considered. Cats, unlike 
dogs, are usually more tolerant of glucocorticosteroid 
therapy, however, with long-term use and high doses, 
side effects are still possible. The use of cyclosporine 
may be justified in the case of a diagnosis of feline 
atopic skin syndrome and provides a good therapeu-
tic effect, but to achieve the desired result, cyclospo-
rine in many cases must be used for 3—4 weeks, which 
makes it difficult to relieve acute symptoms. Oclaci-
tinib is not licensed for use in cats and is used without 
prescribing information when needed, as the studies 
have shown it to be effective and safe for controlling 
pruritus in this species [4—6].

Violations of the skin integrity in case of allergic 
dermatitis not only affect the appearance of the animal, 
but also cause significant discomfort and can cause 
various complications, such as pyoderma. Therefore, 

for dermatitis accompanied by skin damage, external 
agents of various pharmacological groups are used as 
part of complex therapy [7].

Topical application of drugs can provide results 
not only in case of local skin lesions, but also signifi-
cantly increase the efficacy of complex treatment of 
animals with dermatophytosis, bacterial and yeast-like 
skin infections, and with multidrug-resistant strains of 
microorganisms [8].

External agents are used in addition to systemic 
treatment, reducing the recovery time and giving the 
doctor the opportunity to reduce the dose and frequen-
cy of use of the main systemic drug. When skin infec-
tions occur as a complication of allergic dermatitis in 
cats, it is preferable to use topical treatment locally, 
thereby avoiding the prescription of systemic antibi-
otics and reducing the risk of cases of resistant bacte-
rial infection. However, local application of antibac-
terial drugs can cause undesirable effects in the form 
of contact dermatitis, hyperemia and itching. In addi-
tion, when the drug enters the body of animals trans-
dermally, its systemic effects are possible. Therefore, 
the study of the tolerability of new drugs is a neces-
sary and important step in determining the safety of 
their use in target animals.

We have designed the drug VetLan, which is an 
ointment composition that includes hydrophilic hy-
droxyethyl cellulose grade B30K, ZnO nanoparticles 
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as an active substance, and lanthanum oxide (La2O3). 
Organic lanthanum compounds potentiate anti-inflam-
matory, bactericidal and wound healing effects in the 
composition. Lanthanum compounds have osmotic 
activity (drying effect, reduction of edema), acceler-
ate the repair and healing of the skin, have an antipru-
ritic effect, which is especially important in the treat-
ment of cat dermatitis. Zinc ions, which are part of 
the drug, provide the processes of regeneration of the 
damaged skin surface.

In this regard, the objective of this study was to de-
termine the tolerability of VetLan in cats.

MATERIAL AND METHODS
Animal studies were carried out in accordance with 

the legislation of the Russian Federation in accordance 
with the rules adopted by Directive 2010/63/EU of the 
European Parliament and the Council of the European 
Union dtd. September 22, 2010 on the Protection of 
Animals Used for Scientific Purposes [9]. In preclini-
cal studies of VetLan, we were guided by the Order of 
the Ministry of Agriculture of the Russian Federation 
No. 101 dtd. March 6, 2018, the Guidelines for Con-
ducting Preclinical Studies of Drugs (A. N. Miron-
ov, N. D. Bunyatyan et al. 2012) [10], the Order of 
the Ministry of Agriculture of Russia No. 4 dtd. Jan-
uary 10, 2018.

The study of the tolerability of VetLan was carried 
out on clinically healthy outbred cats of different gen-
der and age (n = 10). The animals were divided accord-
ing to the principle of analogues, taking into account 
age, weight and gender into two groups of 5 cats each. 
During the experiment to study the effect of VetLan, 
no other drugs were used in animals. The drug VetLan 
was applied to cats on a shorn area of the body, with a 
back area of 3 × 3 cm for 14 days — the average du-
ration of treatment with local drugs and evaluation of 
the efficacy dynamics with the possible need to extend 
the course, taking into account the characteristics of 

the course of the disease and the individual character-
istics of the animal, as decided by a veterinary special-
ist. The animals of the control group were similarly ad-
ministered isotonic sodium chloride solution. During 
the trial of the drug, the animals were observed daily, 
determining the general clinical state, behavior, appe-
tite, body temperature, pulse rate and respiration. Be-
fore the start of using the drug, then 14 and 21 days 
after, blood samples were taken for the study of mor-
phological and biochemical indicators. Morphological 
blood analyses were performed on a DF50 Vet hema-
tological veterinary analyzer (Dymind, China) using 
conductometry to determine RBC and PLT; photomet-
ric method for determining HGB and laser flow cytom-
etry for determining WBC. Biochemical blood analy-
sis was performed using an automatic biochemical and 
enzyme immunoassay analyzer CHEM WELL 2910V 
(Awareness Technology, Inc. USA) with an unlimit-
ed number of animal profiles set by the user. The reli-
ability of the results obtained in the course of the stud-
ies was processed using the statistical programs Mic-
rosoft Excel 2007, STATISTICA 7.0 at a confidence 
level of 0.95.

STUDY RESULTS
As a result of the studies, it was determined that the 

local application of VetLan to clinically healthy cats 
did not affect the general clinical state of the animals 
of the experimental group — activity, fixed behavior-
al reactions, appetite, diuresis, defecation, reaction to 
external stimuli. When using the local drug, dryness, 
irritation, allergic contact dermatitis, skin maceration, 
skin atrophy and systemic adverse reactions have not 
been detected. When assessing the functional state 
(temperature, respiratory rate and heart rate), no de-
viations from the norm were recorded for this type of 
animal. The results of the morphological blood anal-
ysis of cats before the use of the drug, 14 and 21 days 
after are presented in Table 1.

		  Table 1 
Morphological blood indicators of cats (n = 10), M ± m

Indicator Before the use In 14 d In 21 d

1 2 3 4

Experimental group

Hematocrit, % 36.8 ± 5.49 35.6 ± 4.07 35.6 ± 4.49

Hemoglobin, g/L 122.4 ± 5.42 123.8 ± 8.51 122.2 ± 8.93

Erythrocytes, 1012/L 7.21 ± 0.55 7.24 ± 0.73 7.53 ± 0.64
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Table 1 (the end)

1 2 3 4

Leukocytes, 109 /L 11.3 ± 2.78 11.1 ± 2.53 10.9 ± 2.38

Platelets, 109 /L 388.9 ± 87.7 384.7 ± 92.6 377.4 ± 83.0

Eosinophils, % of WBC 2.2 ± 0.74 2.0 ± 0.63 2.2 ± 0.75

Control group

Hematocrit, % 33.6 ± 5.31 33.8 ± 5.11 33.8 ± 5.15

Hemoglobin, g/L 120.2 ± 17.51 120.2 ± 18.32 119.4 ± 18.09

Erythrocytes, 1012/L 6.88 ± 1.17 6.84 ± 1.15 6.90 ± 1.18

Leukocytes, 109 /L 9.70 ± 3.22 9.63 ± 3.10 9.62 ± 2.92

Platelets, 109 /L 407.8 ± 91.2 408.8 ± 86.3 413.4 ± 85.7

Eosinophils, % of WBC 1.6 ± 1.01 1.8 ± 0.40 1.8 ± 1.16

When comparing the data obtained from the gen-
eral blood analysis of the animals from the experimen-
tal and control groups, no significant differences were 
found in the amount of hemoglobin, erythrocytes, leu-
kocytes, platelets, eosinophils, the percentage of plas-
ma volume and erythrocytes, both at the beginning of 
the experiment and after 14 applications. In 7 days af-
ter the last use of the drug, no significant changes were 
recorded in terms of the amount of hemoglobin, eryth-
rocytes, leukocytes, platelets, eosinophils.

The enzyme activity of alanine aminotransfer-
ase (ALT) and aspartate aminotransferase (AST), the 
amounts of total protein, total bilirubin, glucose, cre-
atinine and urea were determined in the biochemical 
study program. The choice of study parameters was de-
termined taking into account the need to exclude the 
negative effect of the test drug on some indicators of 
the biochemical profile of cats (Table 2).

An important parameter for excluding liver pa-
thology is the determination of aminotransferase ac-
tivity. Aminotransferases catalyze the intermolecular 
transfer of amino groups from amino acids to keto ac-
ids, which act as an energy source for numerous reac-
tions in the animal body. With liver damage, the lev-
el of activity of both enzymes increases. At the same 
time, the value of the increase in AST is higher than 
that of ALT. At the same time, it should be taken into 
account that an unambiguous criterion for liver damage 
can be considered with an increase by 10—20 times in 
the activity of these enzymes relative to the reference 
values. In our studies, 7 days after the course of using 

the drug VetLan, the indicators of AST and ALT in the 
blood serum of cats of the experimental group did not 
significantly differ from those of animals in the con-
trol group. The total protein index characterizes the 
totality of a group of heterogeneous plasma proteins, 
40—60 % of which is albumin. In this case, absolute 
hypoproteinemia may be of diagnostic value, indi-
cating a violation of protein synthesis in hepatocytes. 
The level of total protein in the animals of the exper-
imental group 7 days after the course of the drug was 
62.7 ± 9.76 g/L, which corresponded to the reference 
values for this type of animal. For differential diagno-
sis between the relative and absolute changes in this 
indicator, when interpreting the content of total pro-
tein, we take into account the state of water metabo-
lism in terms of the percentage of plasma volume and 
erythrocytes. The hematocrit index on all days of the 
study was in the range of 35.6—36.8 %, which corre-
sponded to the reference values [11].

The main pigment (bilirubin) is formed in the cells 
of the reticuloendothelial system (RES) of the spleen 
and liver as a result of the breakdown of hemoglobin 
after the expiration of the life of erythrocytes. In ad-
dition, other heme-containing proteins, which are de-
graded in RES cells, are a source of bilirubin forma-
tion. An increase in the level of bilirubin is observed 
when the function of hepatocytes is impaired, when its 
destruction with the formation of mono- and dipyrrole 
compounds is difficult. According to the biochemical 
blood serum analysis, the level of bilirubin was with-
in the physiological norm — 3.0—12.0 mmol/L [11].
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		  Table 2 
Biochemical blood indicators of cats (n = 10), M ± m

Indicator Before the use In 14 d In 21 d

Experimental group

ALT, U 24.8 ± 6.28 24.7 ± 7.09 25.5 ± 6.45

AST, U 15.0 ± 5.72 15.3 ± 5.84 15.2 ± 5.74

Total protein, g/L 62.9 ± 8.83 63.2 ± 9.18 62.7 ± 9.76

Total bilirubin, mmol/L 5.44 ± 2.41 5.46 ± 2.13 5.64 ± 2.97

Glucose, mmol/L 4.98 ± 0.92 5.05 ± 1.07 4.98 ± 0.97

Creatinine, µmol/L 96.4 ± 18.5 94.9 ± 16.07 93.8 ± 14.24

Urea, mmol/L 7.29 ± 1.34 7.27 ± 1.29 7.19 ± 1.18

Control group

ALT, U 29.7 ± 6.21 29.8 ± 5.98 29.8 ± 6.26

AST, U 17.9 ± 5.17 18.1 ± 5.03 17.6 ± 5.02

Total protein, g/L 59.7 ± 9.85 59.1 ± 10.67 59.4 ± 10.07

Total bilirubin, mmol/L 6.40 ± 1.86 6.12 ± 1.55 6.20 ± 1.84

Glucose, mmol/L 5.34 ± 1.21 5.48 ± 1.13 5.36 ± 1.22

Creatinine, µmol/L 98.4 ± 14.97 99.6 ± 16.39 99.2 ± 14.46

Urea, mmol/L 7.70 ± 1.48 7.77 ± 1.48 7.60 ± 1.51

Liver pathology may also be accompanied by an 
increase in glucose concentration. When using the drug 
VetLan, on all days of the study, the glucose level did 
not have significant differences from the indicators of 
the animals in the control group.

It is known that the end products of nitrogen me-
tabolism in mammals are creatinine and urea. Accord-
ing to the indicators of the creatinine and urea content, 
one can judge the state of the animal’s kidneys. The 
blood serum level of creatinine in the experimental an-
imals 14 and 21 days after the start of VetLan use did 
not have significant differences from the initial values 
and indicators of animals in the control group.

CONCLUSION
As a result of the study, it was found that the use 

of VetLan in clinically healthy cats for 14 days did not 
adversely affect the physiological status of animals. Ac-
cording to hematological and biochemical blood se-
rum studies, there were no statistically significant dif-
ferences in the determined indicators before and after 

the use of the drug and differences from similar indi-
cators in the animals of the control group.
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Аннотация. Целью исследований был анализ экспрессии маркера Ki‑67 при пренатальном воздействии раз-
личных доз синтетического аналога эстрогена синэстрола на семенники потомства белых беспородных ла-
бораторных мышей. Эксперимент выполнен на потомстве мышей, матерям которых на 11 сутки беремен-
ности внутримышечно однократно вводили экспериментальные дозы синтетического аналога эстрогена 
синэстрола в виде 2 % масляного раствора. Полученное потомство разделили на группы по 5 животных 
в каждой: интактная группа — без воздействия, первая экспериментальная группа — синэстрол в дозе 25 мкг/
кг «С‑25», вторая экспериментальная группа — синэстрол в дозе 40 мкг/кг «С‑40». Иммуногистохимиче-
ский анализ проводили на срезах с парафиновых блоков семенников потомства, предназначенных для стан-
дартного морфологического исследования. Иммуногистохимическим методом определяли маркер проли-
феративной активности к белку Ki‑67, на структурах семенников потомства: сперматогонии, сперматоци-
ты, сперматиды, сперматозоиды, клетки Лейдига. Наблюдались изменения в сторону увеличения позитивно 
окрашенных клеток в сперматидах на 11,3 % (p ≤ 0,05) и 4,1 %, соответственно по сравнению с интактной 
группой. А также отмечалось значимое уменьшение количества позитивно окрашенных клеток Лейдига на 
52,0 % (p ≤ 0,05) и 48,0 % (p ≤ 0,05) соответственно по сравнению с интактной группой. Результаты иссле-
дования свидетельствуют об актуальности проблемы лимитирования дозазависимого воздействия синтети-
ческого эстрогена синэстрола в период пренатального развития органов плода, что позволит избежать не-
благоприятного эффекта на развитие и структурно-функциональную организацию семенников потомства.
Ключевые слова: белые беспородные лабораторные мыши, пренатальное введение, потомство, синэст-
рол, семенники, маркер Ki‑67
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ВВЕДЕНИЕ
Особое внимание в научной индустрии уделяет-

ся гормональному балансу и вопросу пренатально-
го воздействия гормонов и их аналогов на челове-
ка и животных. Беременность вызывает физиоло-
гическое повышение гормонов, действие которых 
влияет не только на организм матери, но и влечет 
за собой изменения в функциональном развитии 
у формирующегося плода. Высокая концентрация 
гормонов и  их производных в материнской кро-
ви не зависит от пола развивающегося плода [3].

У потомства при патогенном воздействии ве-
ществ различной природы истощаются компенса-

торные возможности, приводящие к невосполни-
мому распаду субклеточных структур, нарушению 
функций, дистрофическому процессу и гибели кле-
ток [7]. Пренатальный стресс вызывает комплекс 
разнообразных морфологических, нейрохимиче-
ских, эндокринных, метаболических изменений, 
проявляющихся в постнатальной жизни [6]. Пре-
натальная стероидная эстрогенная нагрузка сопро-
вождается параллельным ростом значительно по-
молодевших случаев рака молочной железы, рака 
яичников, рака семенников, рака простаты и других 
стероидозависимых органов [12]. Рак яичка име-
ет пиковую частоту среди мужчин в возрасте от 25 
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до 34 лет. Существует гипотеза об этиологии рака 
семенников, которая гласит, что риск его развития 
в значительной степени или исключительно опре-
деляется внутриутробным периодом [13].

Решение проблемы репродуктивного мужско-
го здоровья и долголетия является жизненно необ-
ходимой задачей [8, 14]. Концепция демографиче-
ской политики Российской Федерации на период 
до 2025 года была утверждена Указом Президен-
та № 1351 от 9 октября 2007 года, которая опреде-
лила укрепление репродуктивного здоровья и ин-
ститута семьи в качестве приоритетных направле-
ний государственной политики [10].

В современной биологии появилась возмож-
ность иммуноцитохимически (ИГХ) маркировать 
клетки при различных фазах клеточного цикла. 
Большое внимание уделяется изучению молеку-
лярно-биологическим маркерам, характеризую-
щие пролиферацию — белок Ki‑67 [8].

Моделирование патологических состояний 
у лабораторных животных является важным раз-
делом экспериментальной медицины, поскольку 
от качества и воспроизводимости модели зависит 
не только обоснованность фундаментальных выво-
дов о механизмах развития заболеваний, но и ре-
зультаты доклинических испытаний медикамен-
тозных препаратов [9].

В настоящее время количество существующих 
моделей провоцирующего действия веществ с эст-
рогеноподобным действием на организм челове-
ка и животных незначительно. Пренатальное воз-
действие препаратов с эстрогенной активностью, 
а также изучение последствий их применения на 
потомство, является актуальной и малоизученной 
проблемой.

Цель исследования: анализ экспрессии марке-
ра Ki‑67 при пренатальном воздействии различных 
доз синтетического аналога эстрогена синэстрола 
на семенники потомства белых беспородных лабо-
раторных мышей.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведены с  2014 по 2020  год 
в условиях кафедры гистологии ФГБОУ ВО «Баш-
кирский государственный медицинский универси-
тет» Министерства здравоохранения РФ. Экспери-
мент выполнен на потомстве белых беспородных 
лабораторных мышей, матерям которых на 11 сутки 
беременности внутримышечно однократно вводи-
ли экспериментальные дозы синтетического анало-
га эстрогена синэстрола в виде 2 % масляного рас-

твора. Полученное потомство разделили на группы 
по 5 животных в каждой: интактная группа — без 
воздействия, первой экспериментальной группе 
вводили — синэстрол в дозе 25 мкг/кг «С‑25», вто-
рой экспериментальной групп вводили — синэст-
рол в дозе 40 мкг/кг «С‑40». Расчеты эффективно-
сти доз препарата производили в соответствии с ко-
эффициентами для перерасчета доз веществ в мкг/
кг для мышей [2, 4, 11].

Вывод из эксперимента лабораторных живот-
ных производили в  фазу диэструса на 90  сутки. 
Эстральный цикл у  потомства определяли с  ис-
пользованием влагалищных мазков, окрашенных 
по критериям M. C. Cora [15]. Исследованию под-
вергались семенники потомства лабораторных мы-
шей, фиксация и гистологическая проводка осуще-
ствлялась по стандартной схеме. Подсчет структур 
семенников потомства производился под иммер-
сионным объективом на стандартных полях зре-
ния 90× [1].

Экспериментальная часть исследования вы-
полнена в соответствии с Директивой 2010/63/EU 
Европейского парламента и Совета европейского 
союза по охране животных, используемых в науч-
ных целях.

Иммуногистохимический анализ проводили на 
срезах с парафиновых блоков семенников потом-
ства, предназначенных для стандартного морфоло-
гического исследования. Парафиновые срезы де-
парафинировали и регидратировали по стандарт-
ной методике. Иммуногистохимическим методом 
определяли маркеры пролиферативной активно-
сти белка Ki‑67. Использовали непрямую стрепта-
видин-биотиновую систему детекции Leica BOND 
(Novocastra™, Германия) для мыши (Mouse Mono-
clonal Antibody Ki‑67 Antigen. Клон MIB‑1; раз-
ведение: 1:300; Mouse Monoclonal Antibody Bcl‑2 
Oncoprotein. Клон N‑19, разведение: 1:300) по ре-
комендации производителя Santa Cruz Biotechnol-
ogy (США). 

Гистологические срезы толщиной 4 мкм окра-
шивали с  помощью иммуногистостейнера Leica 
Microsystems Bond™ (Германия). Оценку окрашен-
ных препаратов проводили с использованием све-
тового микроскопа Leica, в 10 полях зрения каж-
дого образца при увеличении ×100 производили 
подсчет среднего числа иммуннопозитивных кле-
ток с положительной реакцией. Среднее число по-
ложительных к антигенам клеток вычисляли соот-
ношением с клетками, в которых эти антигены не 
определялись (на 100 просчитанных клеток) [12]. 
Экспрессию антител оценивали в следующих клет-
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ках семенников потомства: сперматогониях, спер-
матоцитах, сперматидах, сперматозоидах, клет-
ках Лейдига.

Статистическую обработку осуществляли с ис-
пользованием программы Statistica 7.0 (StatSoft, 
США). По каждому параметру вычисляли сред-
нее арифметическое значение и его стандартную 
ошибку (М ± SD). Достоверность изменений оце-
нивали с помощью метода Краскела — Уолиса, раз-

личия определяли при достигнутом уровне значи-
мости p ≤ 0,05.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Экспрессия маркера Ki‑67 семенников потом-

ства лабораторных мышей при пренатальном од-
нократном внутримышечном введении синтетиче-
ского препарата синэстрол представлены в табли-
це 1 и на рисунках 1—3.

		  Таблица 1 
Количество Ki‑67иммунопозитивных клеток в семенниках потомства белых беспородных 
лабораторных мышах при пренатальном введении синтетического препарата синэстрол

Показатели Интактная С‑25 С‑40

Клетки сперматогониев в эпителии извитого семен-
ного канальца 27,6 ± 1,7 25,4 ± 1,8 29,4 ± 1,1

Клетки сперматоцитов в эпителии извитого семен-
ного канальца 29,2 ± 1,3 29,6 ± 2,1 27,8 ± 1,5

Клетки сперматид в эпителии извитого семенного 
канальца 24,8 ± 0,8 27,6 ± 1,1* 25,8 ± 0,8

Клетки сперматозоидов в просвете извитого семен-
ного канальца 121,7 ± 0,3 120,9 ± 0,1 119,3 ± 0,4

Клетки Лейдига в соединительнотканной строме 
между извитыми семенными канальцами 5,0 ± 1,0 2,6 ± 0,5* 2,4 ± 0,5*

	 *	В сравнении с интактной группой выявлены различия со статистической значимостью p ≤ 0,05

В результате анализа экспрессии маркера Ki‑67 
в экспериментальных группах «С‑25» и «С‑40» по-
зитивно окрашенных клеток в сперматогониях, по 
сравнению с интактной группой, значимых разли-
чий не выявлено. Сравнительный анализ интактной 
группы с экспериментальными группами «С‑25» 
и  «С‑40» клетках сперматоцитов в  эпителии из-
витого семенного канальца различий не показал. 
Уровень экспрессий маркера Ki‑67 в клетках спер-
матидов в  эпителии извитого семенного каналь-
ца в экспериментальных группах «С‑25» и «С‑40» 
увеличилось на 11,3 % (p ≤ 0,05) и 4,1 %, соответ-
ственно, по сравнению с интактной группой. В экс-
периментальных группах «С‑25» и «С‑40» позитив-
но окрашенных клеток сперматозоидов в просвете 
извитого семенного канальца значимых различий 
не обнаружено. Степень экспрессии белка Ki‑67 
уменьшилась в экспериментальных группах «С‑25» 
и «С‑40» в клетках Лейдига в слоях соединительной 
ткани между извитыми семенными канальцами на 
52,0 % (p ≤ 0,05) и 48,0 % (p ≤ 0,05) соответственно.

Рис. 1. Семенник потомства интактной группы. 
ИГХ-реакция на маркер Ki‑67. Докраска ядер 

гематоксилином. ×100

Таким образом, в  результате морфометриче-
ского анализа ИГХ-маркера Ki‑67 при введении 
синтетического препарата синэстрол в  дозах 25 
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и 40 мкг/кг позитивно окрашенных клеток в спер-
матогониях, сперматоцитах и в сперматозоидах по 
сравнению с интактной группой различий не вы-
явлено. Наблюдались изменения в сторону увели-
чения позитивно окрашенных клеток в спермати-
дах на 11,3 % (p ≤ 0,05) и 4,1 %, соответственно по 
сравнению с интактной группой. А также отмеча-
лось значимое уменьшение количества позитивно 
окрашенных клеток Лейдига на 52,0 % (p ≤ 0,05) 
и 48,0 % (p ≤ 0,05) соответственно по сравнению 
с интактной группой.

Рис. 2. Семенник потомства экспериментальной 
группы С‑25  мкг/кг. ИГХ-реакция на маркер 

Ki‑67. Докраска ядер гематоксилином. ×100

Рис. 3. Экспрессия белка Ki‑67 в  семенниках 
потомства экспериентальной группы С‑40. 
Иммуногистохимическая реакция с  монокло-
нальным антителом Ki‑67. Докраска ядер гема-

токсилином. ×100

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Таким образом, структурные изменения в се-

менниках потомства белых беспородных лабо-
раторных мышей определяются вводимой дозой 

синтетического аналога эстрогена синэстрола, 
в период пренатального развития органов плода. 
Лимитирование дозозависимости вводимого пре-
парата в пренатальный период позволит избежать 
неблагоприятного эффекта на развитие и структур-
но-функциональную организацию семенников по-
томства, о чем свидетельствует маркер Кi‑67.
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Abstract. The objective of the study was to analyze the expression of the Ki‑67 marker during prenatal exposure 
to various doses of the synthetic estrogen analog synoestrol on the offspring testes of outbred laboratory mice. 
The experiment was performed on the offspring of mice, whose mothers on day 11 of gestation were injected in-
tramuscularly with experimental doses of the synthetic estrogen analogue synoestrol in the form of a 2 % oil solu-
tion. The obtained offspring was divided into groups of 5 animals each: intact group — without exposure, the an-
imals of the first experimental group were administered synoestrol at a dose of 25 μg/kg — S‑25, the animals of 
the second experimental group were administered synoestrol at a dose of 40 μg/kg — S‑40. Immunohistochemi-
cal analysis was performed on sections from paraffin blocks of offspring testes intended for standard morpholog-
ical studies. An immunohistochemical method was used to determine the marker of proliferative activity to the 
Ki‑67 protein on the structures of the offspring testes: spermatogonia, spermatocytes, spermatids, spermatozoa, 
Leydig cells. There were changes towards an increase in positively stained cells in spermatids by 11.3 % (p ≤ 0.05) 
and 4.1 %, respectively, compared with the intact group. There was also a significant decrease in the number of 
positively stained Leydig cells by 52.0 % (p ≤ 0.05) and 48.0 % (p ≤ 0.05), respectively, compared with the in-
tact group. The results of the study indicate the relevance of the problem of limiting the dose-dependent effect of 
the synthetic estrogen synoestrol during the prenatal development of the fetal organs, which will allow avoid an 
adverse effect on the development and structural and functional organization of the offspring testes.
Keywords: outbred laboratory mice, prenatal administration, offspring, synoestrol, testes, Ki‑67 marker
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INTRODUCTION
Particular attention in the scientific industry is paid 

to hormonal balance and the issue of prenatal effects 
of hormones and their analogues on humans and ani-
mals. Gestation causes a physiological increase in hor-
mones, the action of which affects not only the moth-
er’s body, but also entails changes in the functional 
development of the fetus. The high concentration of 
hormones and their derivatives in maternal blood does 
not depend on the gender of the developing fetus [3].

In offspring, under the pathogenic effect of sub-
stances of various nature, compensatory capabilities 
are depleted, leading to irreparable decay of subcellu-
lar structures, dysfunction, dystrophic process and cell 
death [7]. Prenatal stress causes a complex of various 
morphological, neurochemical, endocrine and met-
abolic changes that manifest themselves in postna-

tal life [6]. Prenatal steroid estrogen load is accompa-
nied by a parallel increase in significantly rejuvenated 
cases of mammary gland cancer, ovarian cancer, tes-
ticular cancer, prostate cancer and other steroid-de-
pendent organs [12]. Testicular cancer has a peak in-
cidence among men at the age ranging from 25 to 34. 
There is a hypothesis about the etiology of testicular 
cancer, which states that the risk of its development 
is largely or exclusively determined by the intrauter-
ine period [13].

Solving the problem of male reproductive health 
and longevity is a vital task [8, 14]. The concept of the 
demographic policy of the Russian Federation for the 
period up to 2025 was approved by Presidential Decree 
No. 1351 dtd. October 9, 2007, which determined the 
strengthening of reproductive health and the institu-
tion of the family as priority areas of state policy [10].
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In modern biology, it has become possible to label 
cells immunohistochemically (IHC) at different phases 
of the cell cycle. Much attention is paid to the study of 
molecular biological markers that characterize prolif-
eration — the Ki‑67 protein [8].

Modelling of pathological states in laboratory ani-
mals is an important branch of experimental medicine, 
since not only the validity of fundamental conclusions 
about the mechanisms of disease development, but also 
the results of preclinical trials of drugs depend on the 
quality and reproducibility of the model [9].

Currently, the number of existing models of the 
provocative action of substances with estrogen-like 
effects on the human body and animals is insignifi-
cant. The prenatal effect of drugs with estrogenic ac-
tivity, as well as the study of the consequences of their 
use on offspring, is an urgent and insufficiently stud-
ied problem.

The objective of the study was to analyze the ex-
pression of the Ki‑67 marker during prenatal expo-
sure to various doses of the synthetic estrogen ana-
log synoestrol on the offspring testes of outbred lab-
oratory mice.

MATERIAL AND METHODS
The study was carried out from 2014 to 2020 at 

the Department of Histology of FSBEI HE “Bashkir 
State Medical University” of the Ministry of Health 
of the Russian Federation. The experiment was per-
formed on the offspring of outbred laboratory mice, 
whose mothers on day 11 of gestation were once in-
tramuscularly injected with experimental doses of the 
synthetic estrogen analogue synoestrol in the form of 
a 2 % oil solution. The obtained offspring was divid-
ed into groups of 5 animals each: the intact group — 
without exposure, the animals of the first experimen-
tal group were administered synoestrol at a dose of 
25 μg/kg — S‑25, the animals of the second experi-
mental group were administered synoestrol at a dose 
of 40 μg/kg — S‑40. Calculations of the efficacy of 
drug doses were made in accordance with the coeffi-
cients for recalculating doses of substances in μg/kg 
for mice [2, 4, 11].

The withdrawal of laboratory animals from the ex-
periment was carried out in the diestrus phase on day 
90. The estrous cycle in offspring was determined using 
vaginal swabs stained according to M. C. Cora [15]. 
The testes of the offspring of laboratory mice were 
subjected to the study, fixation and histological wiring 
were carried out according to the standard scheme. The 
structures of the offspring testes were counted under an 
immersion lens in a standard field of view of 90× [1].

The experimental part of the study was carried 
out in accordance with Directive 2010/63/EU of the 
European Parliament and the Council of the Europe-
an Union on the Protection of Animals Used for Sci-
entific Purposes.

Immunohistochemical analysis was performed on 
sections from paraffin blocks of offspring testes intend-
ed for standard morphological studies. Paraffin sec-
tions were deparaffinized and rehydrated according 
to standard procedures. The markers of the prolifera-
tive activity of the Ki‑67 protein were determined by 
the immunohistochemical method. We used an indi-
rect streptavidin-biotin detection system Leica BOND 
(Novocastra™, Germany) for mice (Mouse Monoclo-
nal Antibody Ki‑67 Antigen. Clone MIB‑1; dilution: 
1:300; Mouse Monoclonal Antibody Bcl‑2 Oncopro-
tein. Clone N‑19, dilution: 1:300), as recommended by 
the manufacturer Santa Cruz Biotechnology (USA). 
Histological sections 4 μm thick were stained with a 
Leica Microsystems Bond™ immunohistotainer (Ger-
many). The evaluation of stained specimens was car-
ried out using a Leica light microscope, in 10 fields of 
view of each specimen at a magnification of ×100, the 
average number of immunopositive cells with a posi-
tive reaction was counted. The average number of an-
tigen-positive cells was calculated as the ratio with 
cells, in which these antigens were not detected (per 
100 counted cells) [12].

The expression of antibodies was evaluated in the 
following cells of the offspring testes: spermatogonia, 
spermatocytes, spermatids, spermatozoa, Leydig cells.

Statistical processing was carried out using Statis-
tica 7.0 program (StatSoft, USA). For each parameter, 
the arithmetic mean and its standard error (M ± SD) 
were calculated. Significance of changes was assessed 
using the Kruskal — Wallis test; differences were de-
termined at the achieved significance level p ≤ 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION
The expression of the Ki‑67 marker in the offspring 

testes of laboratory mice after prenatal single intramus-
cular administration of the synthetic drug synoestrol 
is presented in Table 1 and in Fig. 1—3.

As a result of the analysis of the expression of the 
Ki‑67 marker in the experimental groups S‑25 and S‑40 
of positively stained cells in spermatogonia, compared 
with the intact group, no significant differences were 
found. Comparative analysis of the intact group with 
the experimental groups S‑25 and S‑40 showed no dif-
ferences in spermatocyte cells in the epithelium of the 
convoluted seminiferous tubule. The expression level 
of the Ki‑67 marker in spermatid cells in the epithe-
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lium of the convoluted seminiferous tubule in the ex-
perimental groups S‑25 and S‑40 increased by 11.3 % 
(p ≤ 0.05) and 4.1 %, respectively, according to com-
pared with the intact group. No significant differences 
were found in the experimental groups S‑25 and S‑40 
of positively stained spermatozoa cells in the lumen 

of the convoluted seminiferous tubule. The degree of 
expression of the Ki‑67 protein decreased in the ex-
perimental groups S‑25 and S‑40 in Leydig cells in 
the connective tissue layers between the convoluted 
seminiferous tubules by 52.0 % (p ≤ 0.05) and 48.0 % 
(p ≤ 0.05), respectively.

		  Table 1 
Number of Ki‑67 immunopositive cells in the offspring testes of outbred laboratory 

mice after prenatal administration of the synthetic drug synoestrol

Indicators Intact S‑25 S‑40

Spermatogonian cells in the epithelium of the convoluted 
seminiferous tubule 27.6 ± 1.7 25.4 ± 1.8 29.4 ± 1.1

Spermatocyte cells in the epithelium of the convoluted 
seminiferous tubule 29.2 ± 1.3 29.6 ± 2.1 27.8 ± 1.5

Spermatid cells in the epithelium of the convoluted 
seminiferous tubule 24.8 ± 0.8 27.6 ± 1.1* 25.8 ± 0.8

Sperm cells in the lumen of the convoluted seminiferous 
tubule 121.7 ± 0.3 120.9 ± 0.1 119.3 ± 0.4

Leydig cells in the connective tissue stroma between the 
convoluted seminiferous tubules 5.0 ± 1.0 2.6 ± 0.5* 2.4 ± 0.5*

	 *	In comparison with the intact group, there were differences with statistical significance p ≤ 0.05

Fig. 1. Testis of the offspring of the intact group. 
IHC reaction to the Ki‑67 marker. Nucleus staining 

with hematoxylin. ×100

Thus, as a result of the morphometric analysis of 
the IHC marker Ki‑67, with the administration of the 
synthetic drug synoestrol at doses of 25 and 40 μg/kg, 
positively stained cells in spermatogonia, spermato-
cytes and spermatozoa, compared with the intact group, 
did not reveal any differences. There were changes to-

wards an increase in positively stained cells in sperma-
tids by 11.3 % (p ≤ 0.05) and 4.1 %, respectively, com-
pared with the intact group. There was also a significant 
decrease in the number of positively stained Leydig 
cells by 52.0 % (p ≤ 0.05) and 48.0 % (p ≤ 0.05), re-
spectively, compared with the intact group.

Fig. 2. Testis of the offspring of the experimental 
group S‑25 µg/kg. IHC reaction to the Ki‑67 mark-

er. Nucleus staining with hematoxylin. ×100



Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 1 (22) • 2023	 105

Immunohistochemical analysis of the testes of white laboratory mice with prenatal estrogen administration

Fig. 3. Ki‑67  protein expression in the offspring 
testes of the experimental group S‑40. Immunohis-
tochemical reaction with monoclonal antibody 
Ki‑67. Nucleus staining with hematoxylin. ×100

CONCLUSION
Thus, structural changes in the offspring testes of 

white outbred laboratory mice are determined by the 
administered dose of the synthetic estrogen analog sy-
noestrol during the period of prenatal development of 
fetal organs. Limiting the dose-dependence of the ad-
ministered drug in the prenatal period will allow avoid 
an adverse effect on the development and structural 
and functional organization of the offspring testes, as 
evidenced by the Ki‑67 marker.
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Аннотация: Актуальность поиска наиболее перспективных способов гармонизации гомеостаза, через оп-
тимизацию гематологического профиля организма птицы, как залога повышения результативности инку-
бации не вызывает сомнений. Высокую эффективность в этом отношении показали трансовариальные об-
работки инкубационных яиц различными биостимуляторами-антиоксидантами. Детальное изучение их 
свойств и механизмов действия с выявлением тех веществ, которые позволят получить наилучший резуль-
тат — важная задача птицеводства. В этой связи коллективом авторов была поставлена цель: оценить влия-
ние антиоксиданта — цитрата цинка на гематологический профиль у молодняка суточного возраста. Экс-
перимент был проведен на базе Селекционно-генетического центра Загорское Экспериментальное Пле-
менное Хозяйство Всероссийского Научно-исследовательского и  Технологического Института 
Птицеводства на курах кросса «Смена‑9». Результаты проведенных исследований показали, что цитрат 
цинка в оптимальной концентрации вследствие участия в синтезе гема, повышения активности ряда фер-
ментов (таких как карбоангидраза и альдолаза), а также оптимизации энергетических процессов за счет 
цитрата способствуют гармонизации гематологического профиля организма, создавая условия для стаби-
лизации гомеостаза. Заявленное определило повышение эмбриональной жизнеспособности (выводимость 
яиц и вывод цыплят повысились на 4,42 % и на 3,59 %, соответственно) и качества молодняка суточного 
возраста (бальная оценка по шкалам ПАСГАР и ОПТИСТАРТ в опытной группе превосходила контроль 
на 2,4 и 2,2 балла, соответственно). Исходя из этого, коллектив авторов считает цитрат цинка перспектив-
ным биостимулятором эмбриогенеза кур.
Ключевые слова: гематологический фон, эмбриогенез, эмбрионы, антиоксидант, цитрат цинка, выво
димость
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Гематологический профиль во многом опре-
деляет состояние гомеостаза в организме, как жи-
вотных, так и человека. Стабилизировать это со-
стояние — важная задача ветеринарии и медици-
ны. Это позволит организму реализовывать свои 
функции качественно и более полно. Не вызывает 
сомнений, что особую значимость стабилизация го-
меостаза приобретает для эмбрионов, как наибо-
лее уязвимых внешним воздействиям систем [1]. 
Как известно, качество и интенсивность развития 

зародыша определяют его существование в даль-
нейшем онтогенезе, а вместе с тем степень реали-
зации хозяйственно-полезных признаков.

Как было указано ранее, гематологический 
профиль определяет условия для стабилизации 
гомеостаза через ряд параметров. Так, только от 
адекватного синтеза и структуры гемоглобина за-
висит реализация функций поддержания рН, кол-
лоидной защиты, газотранспортная, терморегуля-
ции, иммунная и ряд других [9]. 
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В этой связи, очевидно, что использование био-
стимуляторов, способных оптимизировать гемато-
логический фон, а вместе с тем стабилизировать 
гомеостаз является перспективным направлением 
медицины, ветеринарии и производства животно-
водческой продукции.

Многими авторами доказано, что эмбрион птиц 
наиболее подвержен дестабилизации гомеостаза 
вследствие того, что яйцо после снесения от орга-
низма курицы существует независимо и  поступ-
ление необходимых веществ в последствии в него 
невозможно.

В литературе описано много различных био-
стимуляторов эмбриогенеза, оказывающих благо-
приятное влияние на гематологические показате-
ли с/х птицы, однако поиск наиболее перспектив-
ных и эффективных остается открытым.

Мотивацией к выбору цитрата цинка для ис-
пользования в  эмбриогенезе с/х птицы служило 
следующее. Как известно, заявленный металл необ-
ходим для форменных элементов крови, в частно-
сти, эритроцитов, что в первую очередь актуально 
для снабжения тканей кислородом, а вместе с тем, 
функционирования митохондриальной дыхатель-
ной цепи, как важнейшего процесса, определяю-
щего синтез энергии [17]. Этот аспект также ва-
жен для профилактики задержки физиологически 
обусловленных гипоксических явлений, сопрово-
ждающих инкубацию в начале, когда еще не сфор-
мирован аллантоис эмбриона и в конце- перед на-
клевом цыпленка.

Наряду с этим, заявленный металл входит в со-
став более 200 ферментов [14]. Так, например, цинк 
представлен в составе металлоферментов, в част-
ности — карбоновых ангидраз [15]. Эти фермен-
ты взаимопревращают угольную кислоту и угле-
кислый газ: H2CO3↔CO2↑ + H2O. Угольная кислота 
является ключевым компонентом бикарбонатно-
го буфера, участвующем в поддержании pH кро-
ви в оптимальном диапазоне (для птиц 7,36—7,4) 
[18]. Также заявленный элемент входит в структу-
ру альдолазы, катализирующей превращение фрук-
тозо‑1,6‑дифосфата в  дигидроксиацетонфосфат 
и глицеральдегид‑3‑фосфат в процессе гликолиза, 
обеспечивая осуществление важнейшего процес-
са углеводно-энергетического обмена.

В свою очередь, лимонная кислота является ин-
термедиатом цикла Кребса. Также цитрат способен 
аллостерически регулировать ацетил-КоА-карбок-
силазу [19]. Этот фермент необходим для биосин-
теза жирных кислот, так как катализирует реакцию 
синтеза малонил-КоА.

Рядом авторов было подтверждено позитивное 
влияние заявленного биостимулятора на с/х птицу 
в постэмбриогенезе. Так, добавление цитрата цин-
ка, в качестве добавки к комбикорму птиц было осу-
ществлено Манукяном А. В. (2008) [11]. При этом 
были получены следующие результаты: увеличе-
ние среднесуточных приростов цыплят бройлеров 
составило — 12,4 %, снижение затрат корма на 1 кг 
прироста живой массы — 12,2 %. В свою очередь, 
Кочеткова Н. А. (2009) использовала в  рационе 
цыплят-бройлеров различные хелатные комплек-
сы цинка, что обусловило повышение сохранности 
птицы на 2—6 % [7]. Следует отметить, что дан-
ные о трансовариальном введении предложенной 
соли в научной литературе обнаружены не были.

Совокупность описанных свойств, как цин-
ка, так и цитрата, а также исследовательские ра-
боты предшественников, осуществленные в пост-
эмбриогенезе, несомненно, представляют интерес 
в разрезе оптимизации гематологического профи-
ля и стабилизации гомеостаза, а вместе с тем, по-
вышения интенсивности роста, качества и жизне-
способности особи.

В этой связи цель работы: оценить влияние 
цитрата цинка на гематологический профиль у мо-
лодняка кур в раннем онтогенезе.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Эксперимент был проведен на базе Селекци-
онно-генетического центра Загорское экспери-
ментальное племенное хозяйство Всероссийско-
го научно-исследовательского и технологического 
института птицеводства. При этом были сформи-
рованы 1 контрольная и 4 опытные партий по 252 
яйца в каждой. Последние были подобраны от од-
ного родительского стада кросса «Смена 9» по 
принципу аналогов с учетом: времени снесения, 
сроков хранения, массы. Опытные группы ороша-
ли растворами биостимулятора в концентрациях, 
допустимых для предынкубационной обработки 
[5]. Контрольную партию обработке не подверга-
ли. В данной статье будут представлены результа-
ты исследования лучшей по совокупности полу-
ченных биологических эффектов (качеству и жиз-
неспособности) и контрольной групп.

В ходе исследований был изучен широкий 
спектр различных показателей, в  частности зоо-
технических (биоконтроль инкубации) в соответ-
ствии с руководством Дядичкиной Л. Ф. [3], кри-
терии ПАСГАР и ОПТИСТАРТ с использованием 
пособия Епимаховой Е. Э. [4].
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У бройлеров лучшей опытной группы и контро-
ля была взята кровь путем декапитации, при этом 
коллектив руководствовался принципами гуман-
ности в соответствии с международной конвенци-
ей «О защите позвоночных животных, используе-
мых для экспериментов или в иных научных це-
лях» от 1986 года.

На основе проведенных гематологических ис-
следований, были рассчитаны лейкоцитарные ин-
дексы, а именно: Кребса, лейкоцитарный инток-
сикации (ЛИИ), лимфоцитарно-грануло-цитарный 
(ИЛГ), кровно клеточный показатель (ККП) и ядер-
ный Даштаянца [10].

Полученный в  ходе эксперимента материал 
подвергали статистической обработке с использо-
ванием критерия Стьюдента с помощью программ 
Microsoft Excel. Результат считался достоверным 
при p ≤ 0.05 (* ≤ 0.05; ** ≤ 0.01)

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Анализ гематологических показателей указыва-

ет на тот факт, что биостимулятор оказывал пози-
тивное воздействие на гематологический профиль 
организма молодняка суточного возраста, обуслав-
ливая стабилизацию гомеостаза (табл. 1).

		  Таблица 1 
Показатели гематологического профиля крови цыплят суточного возраста (n = 5).

Показатели
Группы

Контрольная Опытная

Гематокрит, % 24,42 ± 2,57 25,96 ± 3,01

Гемоглобин, г/л 98 ± 5 131 ± 8**

Эритроциты,1012/л 4,5 ± 0,11 7,4 ± 0,15

MCH, пг 58,4 ± 1,12 65,2 ± 1,4

MCHC, % 44,6 ± 0,9 50,3 ± 1,5

MCV, мкм3 13,1 ± 0,8 12,9 ± 0,55

RDW, % 14,5 ± 0,35 11,4 ± 0,2

Лейкоциты (WBC), 109/л 6,8 ± 0,7 4,8 ± 0,4**

Псевдоэозинофилы, % от WBC 42 ± 2,0 33 ± 2,5

Эозинофилы, % от WBC 2 ± 0 2 ± 0

Моноциты, % от WBC 3 ± 0 4 ± 1

Лимфоциты, % от WBC 53 ± 3 61 ± 2

Тромбоциты, % от WBC 86 ± 4 56 ± 4

	**	р < 0,01 (здесь и далее)
MCH — среднее содержание гемоглобина в эритроците; MCHC — средняя концентрация гемоглобина в эри-

троците; MCV — средний объем эритроцитов; RDW — степень разброса эритроцитов по объему

Заявленное выразилось в повышении в опыт-
ной группе в пределах референтных значений ко-
личества эритроцитов в 1,6 раза, что по данным 
Кузнецова В. В. (2012) свидетельствует об усиле-
нии эритропоэза и возможности лучшего насыще-
ния кислородом клеток организма, а вместе с тем 
о возможности более быстрого и масштабного пе-

рехода от анаэробного к более энергетически вы-
годным — аэробному гликолизу, β-окислению жир-
ных кислот в ранний поствыводной период. Заяв-
ленное также свидетельствует о возможности более 
эффективной и своевременной реализации меха-
низмов адаптации, необходимых для коррекции 
стрессовых воздействий, сопровождающих молод-
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няк в первые сутки жизни, а вместе с тем о стаби-
лизации гомеостаза [8]. В свою очередь увеличе-
ние концентрации гемоглобина на 33,6 % подтвер-
ждает вышеприведенные утверждения, при этом 
также связано с  интенсификацией синтеза гема 
вследствие непосредственного участия составля-
ющих обсуждаемого биостимулятора [14]. Следу-
ет отметить, что повышение среднего содержания 
гемоглобина в эритроците (MCH) на 11,6 % наря-
ду с  ростом средней концентрации гемоглобина 
в  эритроците (MCHC) на 12,8 % свидетельству-
ет не только о количественном, но и о качествен-
ном составе эритроцитов, что определяет эффек-
тивность реализации, прежде всего, транспортных 
функций крови.

Факт оптимизации гематологического профи-
ля также демонстрируют зафиксированные нами 
численные значения индексов белой крови. В пред-
ставленном эксперименте ЛИИ был ниже контроля 
на 10,9 %, что в соответствии с работами А. И. Лет-
кина (2022) свидетельствует об уменьшении, по 
сравнению с контролем, напряженности адаптаци-
онных реакций, при этом снижение ККП на 32,9 % 
обусловлено по данным того же автора функцио-
нальной активностью нейтрофилов и уменьшени-
ем количества лимфоцитов, что является важным 
показателем инактивации стресс-реакции [10]. 

В свою очередь рассчитанный нами индекс Креб-
са, снизившийся у представителей опытной груп-
пы по отношению к контролю на 31,6 %, свиде-
тельствует о повышении реализационных возмож-
ностей адаптационных реакций (табл. 2).

Зафиксированные параметры гематологиче-
ского профиля у особей опытной группы, очевид-
но, были более физиологически оправданными, 
так как ее представители были более жизнеспо-
собны практически на всех этапах эмбриогенеза. 
Так, процент средней эмбриональной смертности 
(6—16 день) в виде замерших был ниже, на 2,78 
и 1,98 % соответственно по сравнению с контро-
лем. Заявленное обусловило повышение вывода 
цыплят и выводимости яиц на 4,42 % и 3,59 % со-
ответственно (табл. 3).

Повышение эмбриональной жизнеспособности 
сопровождалось повышением качества получаемо-
го молодняка суточного возраста. Балльная оцен-
ка по шкалам ПАСГАР и ОПТИСТАРТ в опытной 
группе превосходила контроль на 2,4 и на 2,2 со-
ответственно. Наибольшие различия между опы-
том и контролем фиксировали по критериям: «ре-
флекс поведения» (0,8) (табл. 4), «плюсны пальцев» 
(0,8) (табл. 5), тогда как «клюв» и «мышечный то-
нус шеи» превосходили последний равнозначно на 
0,6 соответственно.

		  Таблица 2 
Лейкоцитарные индексы крови у цыплят-бройлеров

Группы птиц
Лейкоцитарные индексы

Индекс Кребса ЛИИ ИЛГ ККП ЯИ Даштаянца

Контроль 0,79 1,38 1,21 0,79 0,06

Опытная 0,54 1,23 1,56 0,53 0,12

		  Таблица 3 
Биологический контроль инкубации (M ± m, n = 252)
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		  Таблица 4 
Качество цыплят суточного возраста по шкале ПАСГАР, баллы (M ± m, n = 10)

Рефлекс 
поведения

Пупочное 
кольцо

Плюсны 
пальцев Клюв Живот Совокупный 

балл

Контроль 1,2 ± 0,3 1,6 ± 0,2 1 ± 0 1 ± 0,1 1,8 ± 0,2 6,6 ± 0,3

Опытная 2 ± 0** 1,8 ± 0,1 1,8 ± 0,1 1,6 ± 0,2 1,8 ± 0,1* 9,0 ± 0,2

		  Таблица 5 
Качество цыплят суточного возраста по шкале ОПТИСТАРТ, баллы (M ± m, n = 10)

Мышечный 
тонус шеи

Рефлекс 
поведения

Пупочное 
кольцо Клюв Живот Совокупный 

балл

Контроль 1,2 ± 0,29 1.2 ± 0,3 1,6 ± 0,2 1 ± 0,1 1,8 ± 0,2 6,8 ± 0,2

Опытная 1,8 ± 0,2 2 ± 0** 1,8 ± 0,1 1,6 ± 0,2 1,8 ± 0,1* 9,0 ± 0,1

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Цитрат цинка в  оптимальной концентрации 

стимулирует эритропоэз, оптимизируя соотноше-
ние форменных элементов крови, определяя усло-
вия для стабилизации гомеостаза у особей опыт-
ной группы. Заявленное создает условия для более 
качественного развития эмбриона и более высокой 
его жизнеспособности.
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Abstract. The relevance of the search for the most promising ways to harmonize homeostasis, through the opti-
mization of the hematological profile of the poultry’s body, as a guarantee of increasing the efficacy of incuba-
tion, is beyond doubt. High efficacy in this regard was shown by transovarial treatments of hatching eggs with 
various biostimulants-antioxidants. A detailed study of their properties and mechanisms of action with the iden-
tification of those substances that will allow to get the best result is an important task for poultry farming. In this 
regard, a team of authors set an objective to evaluate the effect of the antioxidant (zinc citrate) on the hematolog-
ical profile in young poultry at the age of one day. The experiment was carried out on the basis of the Breeding 
and Genetic Center “Zagorsk Experimental Breeding Farm” — the All-Russian Poultry Research and Technolog-
ical Institute of Poultry Farming” on hens of the cross Smena‑9. The results of the studies showed that zinc ci-
trate at the optimal concentration for participation in the synthesis of heme, increased activity of a number of en-
zymes (such as carbonic anhydrase and aldolase), as well as optimization of energy processes, due to citrate con-
tribute to the harmonization of the hematological profile of the body, creating conditions for homeostasis 
stabilization. The claimed determined the increase in embryonic viability (hatchability of eggs and hatching of 
chickens increased by 4.42 % and 3.59 %, respectively) and the quality of young poultry at the age of one day 
(points according the PASGAR and OPTISTART scales in the experimental group exceeded the control by 2.4 
and 2.2 points, respectively). Based on this, the team of authors considers zinc citrate to be a promising biostim-
ulator of hen embryogenesis.
Keywords: hematological background, embryogenesis, embryos, antioxidant, zinc citrate, hatchability
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The hematological profile largely determines the 
state of homeostasis in the body, both animals and hu-
mans. Stabilizing this state is an important task of vet-
erinary and medical science. This will allow the body 
to implement its functions qualitatively and more ful-
ly. There is no doubt that the stabilization of homeo-
stasis acquires special significance for embryos, as sys-
tems most vulnerable to external influences [1]. As it 
is known, the quality and intensity of the embryo de-
velopment determine its existence in further ontogen-
esis, and at the same time the degree of realization of 
economically useful traits.

As stated earlier, the hematological profile de-
termines the conditions for stabilizing homeostasis 

through a number of parameters. Thus, the implemen-
tation of the functions of maintaining pH, colloidal pro-
tection, gas transport, thermoregulation, immune and 
a number of others depends only on adequate synthe-
sis and structure of hemoglobin [9]. In this regard, it is 
obvious that the use of biostimulants capable of opti-
mizing the hematological background, and at the same 
time stabilizing homeostasis, is a promising direction 
in medicine, veterinary medicine and animal products.

Many authors have proved that the poultry embryo 
is most susceptible to destabilization of homeostasis 
due to the fact that the egg, after being laid, exists inde-
pendently from the body of the hen, and subsequently 
it is impossible to add the necessary substances into it.
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The literature describes many different biostimu-
lants of embryogenesis that have a beneficial effect on 
the hematological indicators of poultry, but the search 
for the most promising and effective remains.

The motivation for choosing zinc citrate for use 
in poultry embryogenesis was the following. As you 
know, the claimed metal is necessary for blood cells, 
in particular, erythrocytes, which is primarily import-
ant for supplying tissues with oxygen, and at the same 
time, the functioning of the mitochondrial respiratory 
chain, as the most important process that determines 
energy synthesis [17]. This aspect is also important for 
preventing the delay of physiologically caused hypox-
ic phenomena accompanying incubation at the begin-
ning, when the allantois of the embryo has not yet been 
formed, and at the end, before the chicken is pipping.

Along with this, the claimed metal is a part of more 
than 200 enzymes [14]. For example, zinc is present 
in the composition of metalloenzymes, in particular, 
carboxylic anhydrases [15]. These enzymes intercon-
vert carbonic acid and carbon dioxide: H2CO3↔-
CO2↑ + H2O. Carbonic acid is a key component of 
the bicarbonate buffer involved in maintaining blood 
pH in the optimal range (7.36—7.4 for poultry) [18]. 
The claimed element is also included in the structure 
of aldolase, which catalyzes the conversion of fruc-
tose‑1,6‑diphosphate into dihydroxyacetone phosphate 
and glyceraldehyde‑3‑phosphate during glycolysis, en-
suring the implementation of the most important pro-
cess of carbohydrate-energy metabolism.

In turn, citric acid is an intermediate of the Krebs 
cycle. Citrate is also able to allosterically regulate ace-
tyl-CoA carboxylase [19]. This enzyme is necessary 
for the biosynthesis of fatty acids, as it catalyzes the 
malonyl-CoA synthesis reaction.

A number of authors confirmed the positive effect 
of the claimed biostimulator on poultry in postembryo-
genesis. So, the addition of zinc citrate, as an addi-
tive to the feed of poultry, was carried out by Manuk-
yan A. V. (2008) [11]. At the same time, the following 
results were obtained: an increase in the average daily 
weight gain of broiler chickens was 12.4 %, a decrease 
in feed costs per 1 kg of live weight gain was 12.2 %. 
In turn, Kochetkova N. A. (2009) used various zinc 
chelate complexes in the diet of broiler chickens that 
led to an increase in the poultry’s livability by 2—6 % 
[7]. It should be noted that the data on the transovari-
al administration of the proposed salt were not found 
in the scientific literature.

The combination of the described properties of 
both zinc and citrate, as well as the research work of 
predecessors carried out in postembryogenesis, is un-

doubtedly of interest in terms of optimizing the hema-
tological profile and stabilizing homeostasis, and at the 
same time, increasing the intensity of growth, quality 
and viability of the individual.

In this regard, the objective of the work is to eval-
uate the effect of zinc citrate on the hematological pro-
file in young chickens in early ontogenesis.

MATERIAL AND METHODS
The experiment was carried out on the basis of the 

Breeding and Genetic Center “Zagorsk Experimental 
Breeding Farm” — the All-Russian Poultry Research 
and Technological Institute of Poultry Farming”. At 
the same time, 1 control and 4 experimental batches 
of 252 eggs each were formed. The latter were select-
ed from one parental flock of the cross Smena 9 ac-
cording to the principle of analogues, taking into ac-
count the time of laying, storage periods, weight. The 
experimental groups were irrigated with biostimulant 
solutions at concentrations acceptable for pre-incu-
bation treatment [5]. The control batch was not pro-
cessed. This article will present the results of a study 
of the best in terms of the totality of biological effects 
obtained (quality and viability) and control groups.

In the course of the research, a wide range of var-
ious indicators was studied, in particular, zootechni-
cal ones (biocontrol of incubation) in accordance with 
the guidance of Dyadichkina L. F. [3], PASGAR and 
OPTISTART criteria using E. E. Epimakhova’s man-
ual. [4].

Blood was taken from broilers of the best experi-
mental group and control one by decapitation, and the 
team was guided by the principles of humanity in ac-
cordance with the international convention On the Pro-
tection of Vertebrate Animals used for Experiments or 
for other Scientific Purposes dtd.1986.

Based on the conducted hematological studies, leu-
kocyte indices were calculated: the Krebs index, leu-
kocyte intoxication index (LII), lymphocytic-granu-
locytic index (LGI), blood cell index (BCI) and the 
Dashtayants nuclear [10].

The material obtained during the experiment was 
subjected to statistical processing using Student’s cri-
terion using Microsoft Excel programs. The result was 
considered significant at p ≤ 0.05 (* ≤ 0.05; ** ≤ 0.01)

STUDY RESULTS
The analysis of hematological indicators indicates 

the fact that the biostimulator had a positive effect on 
the hematological profile of the organism of young 
poultry at the age of one day, causing the stabilization 
of homeostasis (Table 1).
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		  Table 1 
Hematological blood profile indicators of day-old chickens (n = 5)

Indicators
Groups

Control Experimental

Hematocrit, % 24.42 ± 2.57 25.96 ± 3.01

Hemoglobin, g/L 98 ± 5 131 ± 8**

Erythrocytes, 1012/L 4.5 ± 0.11 7.4 ± 0.15

MCH, pg 58.4 ± 1.12 65.2 ± 1.4

MCHC, % 44.6 ± 0.9 50.3 ± 1.5

MCV, µm3 13.1 ± 0.8 12.9 ± 0.55

RDW, % 14.5 ± 0.35 11.4 ± 0.2

Leukocytes (WBC), 109/L 6.8 ± 0.7 4.8 ± 0.4**

Pseudo-eosinophils, % of WBC 42 ± 2.0 33 ± 2.5

Eosinophils, % of WBC 2 ± 0 2 ± 0

Monocytes, % of WBC 3 ± 0 4 ± 1

Lymphocytes, % of WBC 53 ± 3 61 ± 2

Platelets, % of WBC 86 ± 4 56 ± 4

	**	p < 0.01 (hereinafter)
MCH — mean cell hemoglobin; MCHC — mean corpuscular hemoglobin concentration; MCV — mean erythrocyte 

volume; RDW — red blood cell (erythrocyte) distribution width

The declared resulted in an increase in the experi-
mental group within the reference values of the num-
ber of erythrocytes by 1.6 times, which according to 
Kuznetsov V. V. (2012) indicates an increase in eryth-
ropoiesis and the possibility of better oxygenation of 
the body cells, and at the same time, the possibility of 
a faster and more extensive transition from anaerobic 
to more energetically beneficial — aerobic glycolysis, 
β-oxidation of fatty acids in early post-release period. 
The stated also indicates the possibility of a more effec-
tive and timely implementation of the adaptation mech-
anisms necessary to correct the stressful effects that ac-
company young poultry in the first day of life, and at 
the same time to stabilize homeostasis [8]. In turn, an 
increase in hemoglobin concentration by 33.6 % con-
firms the above statements, while it is also associated 
with the intensification of heme synthesis due to the 
direct participation of the components of the discussed 
biostimulator [14]. It should be noted that an increase 
in the mean cell hemoglobin (MCH) by 11.6 %, along 
with an increase in the mean corpuscular hemoglobin 

concentration (MCHC) by 12.8 %, indicates not only 
the quantitative, but also the qualitative composition 
of erythrocytes that determines the effective realiza-
tion of blood transport functions.

The fact of optimizing the hematological profile 
is also demonstrated by the numerical values of white 
blood indices recorded by us. In the presented ex-
periment, the LII was lower by 10.9 % than the con-
trol, which in accordance with the works of A. I. Let-
kin (2022) indicates a decrease, compared to the con-
trol, in the intensity of adaptive reactions, while the 
decrease in the BCI by 32.9 % according to the same 
author is determined by the functional activity of neu-
trophils and a decrease in the number of lymphocytes, 
which is an important indicator of the stress response 
inactivation [10]. 

In turn, the Krebs index calculated by us, which 
decreased by 31.6 % in the representatives of the ex-
perimental group in relation to the control, indicates 
an increase in the implementation possibilities of adap-
tive reactions (Table 2).
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		  Table 2 
Leukocyte blood indicators in broiler chickens

Group of poultry
Leukocyte indices

Krebs index LII LGI BCI Dashtayants 
nuclear

Control 0.79 1.38 1.21 0.79 0.06

Experimental 0.54 1.23 1.56 0.53 0.12

The recorded parameters of the hematological pro-
file in the individuals of the experimental group were 
obviously more physiologically justified, since its rep-
resentatives were more viable at almost all stages of 
embryogenesis. Thus, the percentage of average em-
bryonic mortality (6—16 days) in the form of dead-in-
shell was lower by 2.78 and 1.98 %, respectively, com-
pared to the control. The declared led to an increase in 
the hatching of chickens and the hatchability of eggs 
by 4.42 % and 3.59 % respectively (Table 3).

An increase in embryonic viability was accom-
panied by an increase in the quality of the resulting 
day-old young poultry. The points according to the 
PASGAR and OPTISTART scales in the experimen-
tal group exceeded the control by 2.4 and 2.2, respec-
tively. The greatest differences between the experiment 
and the control were recorded according to the crite-
ria: “behavior reflex” (0.8) (Table 4), “metatarsal pad” 
(0.8) (Table 5), while “beak” and “neck muscle tone” 
exceeded the latter by 0.6 respectively.

		  Table 3 
Biological control of incubation (M ± m, n = 252)
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Control 2.78 ± 
1.04 0 0 5.95 ± 

1.49
3.57 ± 
1.17

1.59 ± 
0.79

0.40 ± 
0.40

88.05 ± 
2.07

85.71 ± 
2.21

Experi-
mental

3.17 ± 
1.10 0 0 3.17 ± 

1.10
1.59 ± 
0.79

1.98 ± 
0.88

0.79 ± 
0.56

92.47 ± 
1.65** 4.42 89.3 ± 

1.92** 3.59

		  Table 4 
Quality of day-old chickens according to the PASGAR scale, points (M ± m, n = 10)

Behavior 
reflex Umbilical ring Metatarsal pad Beak Abdomen Total points

Control 1.2 ± 0.3 1.6 ± 0.2 1 ± 0 1 ± 0.1 1.8 ± 0.2 6.6 ± 0.3

Experimental 2 ± 0** 1.8 ± 0.1 1.8 ± 0.1 1.6 ± 0.2 1.8 ± 0.1* 9.0 ± 0.2

		  Table 5 
Quality of day-old chickens according to the OPTISTART scale, points (M ± m, n = 10)

Neck muscle 
tone

Behavior 
Reflex

Umbilical 
Ring Beak Abdomen Total points

Control 1.2 ± 0.29 1.2 ± 0.3 1.6 ± 0.2 1 ± 0.1 1.8 ± 0.2 6.8 ± 0.2

Experimental 1.8 ± 0.2 2 ± 0** 1.8 ± 0.1 1.6 ± 0.2 1.8 ± 0.1* 9.0 ± 0.1
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CONCLUSION
Zinc citrate in the optimal concentration stimulates 

erythropoiesis, optimizing the ratio of blood cells, de-
termining the conditions for stabilizing homeostasis in 
individuals of the experimental group. The claimed 
creates conditions for better embryo development and 
its higher viability.
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Аннотация. В статье представлены материалы изучения морфобиохимического и иммунологического ста-
туса крови коров после отела с полноценным проявлением половой цикличности, а также с гипофункцио-
нальным состоянием яичников, сопровождающимся явлениями анафродизии и ановуляции. Гипофунк-
циональные состояния яичников характеризуются близкими по своему характеру морфологическими и им-
мунобиохимическими изменениями различной степени выраженности. Более значительные изменения 
происходят при гипофункции яичников, проявляющейся анафродизией, свидетельствующие о снижении 
интенсивности эритропоэза, гуморального и клеточного звена неспецифической резистентности, синте-
за половых стероидов в 1,87—7,92 раза, содержания противовоспалительных цитокинов на 28,7—29,2 % 
при повышении уровня провоспалительных на 50,2—74,3 %. Гормональный статус коров с гипофункци-
ей яичников, сопровождающейся ановуляцией, характеризуется снижением уровня половых стероидов 
в период проявления ановуляторного полового цикла в 1,33—4,11 раза, что клинически проявляется от-
сутствием в яичниках функционально активного желтого тела. 
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Высокая молочная продуктивность, являющая-
ся необходимым условием рентабельного ведения 
скотоводства, оказывает отрицательное влияние на 
воспроизводительную функцию животных, осо-
бенно состояние гормонального гомеостаза, опре-
деляемого функциональной деятельностью яични-
ков. В большинстве случаев нарушения гормоно-
продуцирующей функции яичников у  молочных 
коров клинически проявляются в форме их гипо-
функции  — 32,7—42,9 %. Гипофункциональное 
состояние половых гонад наиболее часто диагно-
стируется у коров-первотелок [1—3].

Широкое распространение дисфункциональ-
ных расстройств яичников у коров и наносимый 
ими значительный экономический ущерб живот-
новодческим хозяйствам обуславливает необхо-
димость детального изучения этиопатогенетиче-
ских механизмов.

По мнению многочисленных исследователей, 
гипофункция яичников является полиэтиологич-
ной патологией. Вместе с тем, в основе развития 
гипофункциональных расстройств яичников явля-
ется не только пониженная их функциональная ак-
тивность, но и снижение гормонопоэза в гипото-
ламо-гипофизарной системе, сопровождающееся 
развитием ановуляторных половых циклов [4—7].

Кроме того, помимо гонадотропных гормонов, 
которым отводилась доминирующая роль в разви-
тии дисфункциональных расстройств яичников, 
в этиологии гипофункции играют роль метаболи-
ческие гормоны (инсулин, тироксин, инсулино-
подобный фактор роста, кортизол), интерлейки-
ны и др. [8, 9].

Алиментарные причины (обеспеченность ос-
новными питательными веществами, витамина-
ми, минералами и др.) в этиологии гипофункции 
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яичников у коров выступают в качестве предраспо-
лагающих факторов. Вместе с тем, результаты био-
химических исследований крови коров с гипофунк-
циональным состоянием яичников свидетельству-
ют о глубоких нарушениях обмена веществ [10, 11].

Поэтому изучение показателей морфобиохи-
мического и  иммунологического статуса крови 
коров при гипофункциональном состоянии яич-
ников является актуальным и требует дальнейше-
го изучения.

Цель исследований — изучить морфобиохи-
мический и иммунологический статус крови коров 
при гипофункции яичников.

МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Объектом исследований служили лактирующие 
бесплодные коровы через 40—45 дней после отела, 
которые по результатам анамнестических и клини-
ко-эхографических исследований были разделены 
по принципу аналогов на три группы: проявляю-
щие половую цикличность (n = 12), с гипофункци-
ей яичников, сопровождающуюся анафродизией 
(n = 12), с гипофункцией яичников, сопровождаю-
щуюся ановуляцией фолликула (n = 12). За живот-
ными проводили наблюдение, учитывали все слу-
чаи проявления половой цикличности.

От животных, включенных в опыт (по 7—8 из 
каждой группы) отобраны пробы крови для прове-
дения лабораторных исследований. В крови опре-
делено содержание эритроцитов, лейкоцитов, лей-
коформула, гемоглобина, показатели гематокрита, 
общего белка и его фракций, общих иммуногло-
булинов, циркулирующих иммунных комплексов 
(ЦИК), бактерицидную активность сыворотки кро-
ви (БАСК), лизоцимную активность сыворотки 
крови (ЛАСК), фагоцитарную активность лейкоци-

тов (ФАК), фангоцитарный индекс (ФИ), фагоци-
тарное число (ФЧ). Кроме того, в крови определе-
но содержание прогестерона, эстрадиола, тестосте-
рона, дегидроэпиандростерона сульфата (ДЭАС), 
кортизола, интерлейкина — 1β, 2, 4, 10 и фактора 
некроза опухоли альфа (ФНОα).

Морфологический состав крови изучен на ге-
матологическом анализаторе «АВХ MICRO S60», 
биохимические показатели — на анализаторе «Hita-
chi‑902» и наборами фирмы «Витал» согласно уста-
новленным методикам, БАСК  — по О. В. Смир-
новой и  Т.А.. Кузьминой (1966), ЛАСК  — по 
К. Кагромановой, З. В. Ермольевой (1966), ФАЛ — 
с антигеном Staph. aureus по В. С. Гостеву (1950). 
Содержание гормонов в сыворотке крови опреде-
лено методом ИФА с использованием тест-систем 
ЗАО «НВО Иммунотех» (Россия), а  уровень ин-
терлейкинов — с использованием видоспецифич-
ных тест-систем Elisa Kit (Cloud-Clone Corp., USA).

Полученный цифровой материал подвергали 
статистической обработке с использованием паке-
та прикладных программ Statistica 6.0.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ
Морфологические показатели крови коров 

с различным функциональным состоянием яични-
ков представлены в таблице 1.

Установлено, что в  крови коров с  гипофунк-
цией яичников, сопровождающейся ановуляци-
ей, содержание лейкоцитов больше на 9,8 % по 
сравнению с  животными, проявляющими поло-
вую цикличность, в  том числе палочкоядерных 
нейтрофилов — в 1,62 раза (Р < 0,001), эозинофи-
лов — в 2,68 раза (Р < 0,001), моноцитов — в 2,31 
раза (Р < 0,001) при снижении уровня лимфоцитов 
на 12,8 % (Р < 0,05) и величины гематокрита — на 
16,9 % (Р < 0,05).

		  Таблица 1 
Морфологические показатели крови коров при различном функциональном состоянии яичников

Показатели Проявляющие половую 
цикличность, n = 8

Гипофункция, сопро-
вождающаяся анафроди-

зией, n = 7

Гипофункция, сопро-
вождающаяся ановуля-

цией, n = 7

1 2 3 4

Эритроциты, 1012 /л 6,48 ± 0,31 5,94 ± 0,29 6,32 ± 0,24

Гемоглобин, г/л 121,6 ± 6,7 110,2 ± 7,9 114,3 ± 10,2

Гематокрит, % 43,2 ± 2,1 37,1 ± 1,5* 35,9 ± 1,3*

Лейкоциты, 109/л 7,54 ± 0,31 8,61 ± 0,34* 8,28 ± 0,33
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Окончание табл. 1

1 2 3 4

палочкоядерные, % 5,5 ± 0,19 7,7 ± 0,21*** 8,9 ± 0,23***

сегментноядерные, % 45,1 ± 2,1 41,5 ± 2,2 40,3 ± 1,9

Эозинофилы, % 2,2 ± 0,11 4,4 ± 0,14*** 5,9 ± 0,16***

Моноциты, % 2,6 ± 0,13 4,8 ± 0,11*** 6,0 ± 0,12***

Лимфоциты, % 44,6 ± 1,9 41,6 ± 1,9 38,9 ± 1,7*

	 *	Р < 0,05
	***	Р < 0,001 — по сравнению с животными, проявляющими половую цикличность

У животных с гипофункциональным состояни-
ем яичников, сопровождающейся анафродизией, 
в крови установлено снижение уровня эритроцитов 
на 8,3 % по сравнению с коровами, проявляющих 
половую цикличность, гемоглобина  — на 9,4 %, 
величины гематокрита — на 14,1 % (Р < 0,05), что 
свидетельствует о снижении интенсивности эритро-
поэза. В то же время в крови этих животных уста-
новлено повышенное на 14,2 % (Р < 0,05) содержа-
ние лейкоцитов, палочкоядерных нейтрофилов — 
на 40,0 % (Р < 0,001), эозинофилов — в 2,0 раза 
(Р < 0,001), моноцитов — в 1,85 раза (Р < 0,001).

При изучении показателей клеточного и гумо-
рального звена неспецифической резистентности 
установлено (табл. 2), что у животных с гипофунк-
цией яичников, клинически сопровождающейся 
ановуляцией, фагоцитарная активность лейкоци-
тов ниже на 6,9 % (Р < 0,05), чем у коров с полно-
ценными половыми циклами, фагоцитарный ин-

декс — на 15,8 % (Р < 0,05), фагоцитарное число — 
на 20,9 % (Р < 0,01), БАСК — на 7,7 %, ЛАСК — на 
10,7 % (Р < 0,05), при повышении уровня общих 
иммуноглобулинов на 17,5 % (Р < 0,05) и цирку-
лирующих иммунных комплексов — в 1,86 раза 
(Р < 0,001).

У животных с гипофункциональным состояни-
ем половых гонад с явлением анафродизии измене-
ния иммунологических показателей имеют более 
выраженный характер. Так, фагоцитарный индекс 
у них снижен на 19,7 % (Р < 0,01), фагоцитарное 
число — на 24,2 % (Р < 0,001), содержание обще-
го белка — на 8,2 % (Р < 0,05), БАСК — на 11,0 % 
(Р < 0,05), ЛАСК — на 14,3 % (Р < 0,05), при по-
вышении концентрации α-глобулинов на 28,7 % 
(Р < 0,05) и циркулирующих иммунных комплек-
сов — на 50,0 % (Р < 0,001), свидетельствующее 
о снижении гуморального и клеточного звена не-
специфической резистентности.

		  Таблица 2 
Показатели клеточного и гуморального звена неспецифической резистентности 

коров при различном функциональном состоянии яичников

Показатели Проявляющие половую 
цикличность, n = 8

Гипофункция, сопро-
вождающаяся анафроди-

зией, n = 7

Гипофункция, сопро-
вождающаяся ановуля-

цией, n = 7

1 2 3 4

ФАЛ, % 81,4 ± 1,6 76,5 ± 1,4* 75,8 ± 1,3*

ФИ 7,6 ± 0,21 6,1 ± 0,33** 6,4 ± 0,37*

ФЧ 6,2 ± 0,19 4,7 ± 0,21*** 4,9 ± 0,26**

Общий белок, г/л 79,6 ± 2,1 73,1 ± 1,9* 77,8 ± 3,8

Альбумины, % 43,6 ± 1,9 38,1 ± 1,5* 42,7 ± 1,7
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Окончание табл. 2

1 2 3 4

α-глобулины, % 10,8 ± 0,7 13,9 ± 1,1* 11,3 ± 0,7

β-глобулины, % 18,6 ± 0,9 19,9 ± 1,1 20,7 ± 1,3

γ-глобулины, % 27,0 ± 1,3 28,1 ± 1,5 25,3 ± 1,4

Общие Jg, г/л 22,8 ± 1,4 24,9 ± 1,3 26,8 ± 1,1*

ЦИК, г/л 0,22 ± 0,01 0,33 ± 0,01*** 0,41 ± 0,02***

БАСК, % 84,4 ± 3,8 75,1 ± 2,9* 77,9 ± 3,1

ЛАСК, мкг/мл 2,8 ± 0,11 2,4 ± 0,13* 2,5 ± 0,09*

	 *	Р < 0,05
	**	Р < 0,01
	***	Р < 0,001 — по сравнению с животными, проявляющими половую цикличность

Цитокиновый профиль крови коров с различ-
ным проявлением половой цикличности пред-
ставлен в таблице 3. Установлено, что гипофунк-
циональное состояние яичников, проявляющееся 
ановуляцией, характеризуется повышением уров-
ня ФНО-α на 19,1 % (Р < 0,05), ИЛ‑2 — на 30,4 % 
(Р < 0,05), ИЛ‑1β — на 24,6 % (Р < 0,05), при сни-
жении ИЛ‑4 на 17,7 % (Р < 0,05) и  ИЛ‑10  — на 
19,4 % (Р < 0,05).

У животных с явлениями анафродизии измене-
ния цитокинового профиля имеют схожий харак-
тер. Так, в крови коров с гипофункцией яичников, 
клинически проявляющейся анафродизией, уста-
новлено повышение уровня провоспалительных 
(ФНО-α — на 50,2 %, Р < 0,001; ИЛ‑2 — на 74,3 %, 
Р < 0,001; ИЛ‑1β — на 57,9 %, Р < 0,001) при сни-
жении противовоспалительных (ИЛ‑4 — на 29,2 %, 
Р < 0,001, ИЛ‑10 — на 28,7 %, Р < 0,01) цитокинов.

		  Таблица 3 
Содержание цитокинов в крови коров при различном функциональном состоянии яичников

Показатели Проявляющие половую 
цикличность, n = 8

Гипофункция, сопро-
вождающаяся анафроди-

зией, n = 7

Гипофункция, сопро-
вождающаяся ановуля-

цией, n = 7

ФНО-α, пг/мл 132,4 ± 6,6 198,8 ± 10,3*** 157,7 ± 7,7*

ИЛ‑2, пг/мл 42,1 ± 3,3 73,4 ± 4,1*** 54,9 ± 3,4*

ИЛ‑1β, пг/мл 18,3 ± 1,1 28,9 ± 1,9*** 22,8 ± 1,2*

ИЛ‑4, пг/мл 62,3 ± 3,5 44,1 ± 2,2*** 51,3 ± 2,4*

ИЛ‑10, пг/мл 66,9 ± 4,2 47,7 ± 3,1** 53,9 ± 2,2*

	 *	Р < 0,05
	**	Р < 0,01
	***	Р < 0,001 — по сравнению с животными, проявляющими половую цикличность

Гормональный статус коров с  гипофункцио-
нальным состоянием яичников и  полноценным 
проявлением половой цикличности представ-
лен в  таблице 4. Установлено, что у  коров с  ги-
пофункцией яичников, клинически проявляю-

щейся анафродизией, содержание прогестерона 
ниже в  7,92 раза (Р < 0,001), эстрадиола‑17β  — 
в 1,87 раза (Р < 0,001), тестостерона — в 2,55 раза 
(Р < 0,001), ДЭАС — в 2,84 раза (Р < 0,001), кор-
тизола — в 1,61 раза (Р < 0,001), свидетельствую-
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щее о полной депрессии функции половых желез. 
Гипофункция, сопровождающаяся ановуляцией, 
характеризуется снижением уровня прогестеро-
на в период проявления ановуляторного полово-
го цикла в 4,11 раза (Р < 0,001), эстрадиола‑17β — 
в 1,33 раза (Р < 0,001), тестостерона — в 1,51 раза 

(Р < 0,001), ДЭАС — в 1,69 раза (Р < 0,001) и корти-
зола — в 1,30 раза (Р < 0,01). При проведении кли-
нико-эхографических исследований этих животных 
на 6—8 дни после осеменения констатируется от-
сутствие в яичниках функционально активного жел-
того тела, что подтверждает явление ановуляции.

		  Таблица 4 
Концентрация гормонов в крови коров при различном функциональном состоянии яичников

Показатели Проявляющие половую 
цикличность, n = 8

Гипофункция, сопро-
вождающаяся анафроди-

зией, n = 7

Гипофункция, сопро-
вождающаяся ановуля-

цией, n = 7

Прогестерон, нМоль/л 15,2 ± 1,0 1,92 ± 0,11*** 3,7 ± 0,16***

Эстрадиол‑17β, нМоль/л 0,28 ± 0,01 0,15 ± 0,01*** 0,21 ± 0,01***

Тестостерон, нМоль/л 1,07 ± 0,06 0,42 ± 0,02*** 0,71 ± 0,04***

ДЭАС, нМоль/л 0,54 ± 0,03 0,19 ± 0,01*** 0,32 ± 0,01***

Кортизол, нМоль/л 219,3 ± 12,4 135,9 ± 9,4*** 168,4 ± 11,4**

	**	Р < 0,01
	***	Р < 0,001 — по сравнению с животными, проявляющими половую цикличность

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Гипофункциональные состояния яичников, со-

провождающиеся явлениями анафродизии и  ан-
овуляции, характеризуются близкими по своему 
характеру морфологическими и иммунобиохими-
ческими изменениями различной степени выра-
женности. Более значительные изменения проис-
ходят при гипофункции яичников, проявляющей-
ся анафродизией, свидетельствующие о снижении 
интенсивности эритропоэза, гуморального и кле-
точного звена неспецифической резистентности, 
синтеза половых стероидов, содержания противо-
воспалительных цитокинов при повышении уров-
ня провоспалительных.
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Abstract. The article presents the material on studying the morpho-biochemical and immunological blood status 
of cows after calving with a full manifestation of sexual cyclicity, as well as with a hypofunctional state of the 
ovaries, accompanied by the phenomena of anaphrodisia and anovulation. Hypofunctional states of the ovaries 
are characterized by similar morphological and immunobiochemical changes of varying severity. More signifi-
cant changes occur in case of ovarian hypofunction, manifested by anaphrodisia, indicating a decrease in the in-
tensity of erythropoiesis, humoral and cellular non-specific resistance, synthesis of sex steroids by 1.87—7.92 
times, the content of anti-inflammatory cytokines — by 28.7—29.2 %, with an increase in the level of pro-inflam-
matory ones by 50.2—74.3 %. The hormonal status of cows with ovarian hypofunction accompanied by anovu-
lation is characterized by a decrease in the level of sex steroids during the manifestation of the anovulatory sex-
ual cycle by 1.33—4.11 times, which is clinically manifested by the absence of a functionally active corpus lute-
um in the ovaries.
Keywords: cows, ovaries, hypofunction, anaphrodisia, anovulation, morphobiochemical and immunological status
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High milk productivity, which is a necessary con-
dition for profitable livestock breeding, has a negative 
effect on the reproductive function of animals, espe-
cially the state of hormonal homeostasis, determined 
by the functional activity of the ovaries. In most cas-
es, violations of the hormone-producing function of 
the ovaries in dairy cows are clinically manifested in 
the form of their hypofunction — 32.7—42.9 %. The 
hypofunctional state of the gonads is most often diag-
nosed in first-calf cows [1—3].

The widespread prevalence of dysfunctional ovari-
an disorders in cows and the significant economic dam-
age they cause to livestock farms necessitates a detailed 
study of etiopathogenetic mechanisms.

According to numerous researchers, ovarian hy-
pofunction is a polyetiological pathology. At the same 
time, the development of hypofunctional disorders of 
the ovaries is based not only on their reduced function-
al activity, but also on the decrease in hormonopoiesis 
in the hypothalamic-pituitary system, accompanied by 
the development of anovulatory sexual cycles [4—7].

Moreover, in addition to gonadotropic hormones, 
which were assigned the dominant role in the devel-
opment of dysfunctional ovarian disorders, metabolic 
hormones (insulin, thyroxine, insulin-like growth fac-
tor, cortisol), interleukins, etc. play a role in the etiol-
ogy of hypofunction [8, 9].

Alimentary causes (sufficiency of basic nutrients, 
vitamins, minerals, etc.) in the etiology of ovarian hy-
pofunction in cows act as predisposing factors. At the 
same time, the results of biochemical blood studies of 
cows with a hypofunctional state of the ovaries indi-
cate profound metabolic disorders [10, 11].

Therefore, the study of indicators of the morpho-
biochemical and immunological blood status of cows 
with a hypofunctional state of the ovaries is relevant 
and requires further study.

The objective of the research is to study the mor-
phobiochemical and immunological blood status of 
cows with ovarian hypofunction.



Bulletin of Veterinary Pharmacology • No. 1 (22) • 2023	 125

Morphobiochemical and immunological blood status of cows with ovarian hypofunction

MATERIAL AND METHODS
The object of the research was lactating infertile 

cows 40—45 days after calving, which, according 
to the results of anamnestic and clinical echograph-
ic studies, were divided according to the principle of 
analogues into three groups: exhibiting sexual cyclic-
ity (n = 12); with ovarian hypofunction, accompanied 
by anaphrodisia (n = 12); with ovarian hypofunction, 
accompanied by anovulation of the follicle (n = 12). 
Animals were observed, all cases of manifestation of 
sexual cyclicity were taken into account.

Blood samples were taken from the animals includ-
ed in the experiment (7—8 from each group) for labora-
tory tests. The content of erythrocytes, leukocytes, leu-
koformula, hemoglobin, hematocrit, total protein and its 
fractions, total immunoglobulins, circulating immune 
complexes (CIC), serum bactericidal activity (SBA), 
serum lysozyme activity (SLA) were determined in the 
blood, leukocyte phagocytic activity (LPA), phagocyt-
ic index (PhI), phagocytic number (PhN). In addition, 
the content of progesterone, estradiol, testosterone, de-
hydroepiandrosterone sulfate (DHEAS), cortisol, inter-
leukin — 1β, 2, 4, 10 and tumor necrosis factor alpha 
(TNFα) was determined in the blood.

The morphological blood composition was stud-
ied on an ABX MICRO S60 hematological analyz-
er, biochemical indicators — on a Hitachi‑902 ana-

lyzer and Vital kits according to established methods, 
SBA — according to O. V. Smirnova and T. A. Kuz-
mina (1966), SLA — according to K. Kagromanova, 
Z. V. Ermolyeva (1966), LPA — with Staph. aureus 
antigen according to V. S. Gostev (1950). The serum 
content of hormones was determined by ELISA using 
the test systems of CJSC “NVO Immunotech” (Rus-
sia), and the level of interleukins was determined us-
ing the species-specific test systems Elisa Kit (Cloud-
Clone Corp., USA).

The resulting digital material was subjected to 
statistical processing using the Statistica 6.0 software 
package.

STUDY RESULTS
Morphological blood indicators of cows with vari-

ous functional state of the ovaries are presented in Ta-
ble 1.

It has been found that in the blood of cows with 
ovarian hypofunction, accompanied by anovulation, 
the content of leukocytes is by 9.8 % higher compared 
to the animals exhibiting sexual cyclicity, including 
stab neutrophils — by 1.62 times (P < 0.001), eosin-
ophils — by 2.68 times (P < 0.001), monocytes — by 
2.31 times (P < 0.001), with a decrease in the level of 
lymphocytes by 12.8 % (P < 0.05) and hematocrit — 
by 16 .9 % (P < 0.05).

		  Table 1 
Morphological blood indicators of cows with a various functional state of the ovaries

Indicators Exhibiting sexual cyclicity, 
n = 8

Hypofunction, accompa-
nied by anaphrodisia, n = 7

Hypofunction, accompa-
nied by anovulation, n = 7

Erythrocytes, 1012/L 6.48 ± 0.31 5.94 ± 0.29 6.32 ± 0.24

Hemoglobin, g/L 121.6 ± 6.7 110.2 ± 7.9 114.3 ± 10.2

Hematocrit, % 43.2 ± 2.1 37.1 ± 1.5* 35.9 ± 1.3*

Leukocytes, 109/L 7.54 ± 0.31 8.61 ± 0.34* 8.28 ± 0.33

stab, % 5.5 ± 0.19 7.7 ± 0.21*** 8.9 ± 0.23***

segmented nuclear, % 45.1 ± 2.1 41.5 ± 2.2 40.3 ± 1.9

Eosinophils, % 2.2 ± 0.11 4.4 ± 0.14*** 5.9 ± 0.16***

Monocytes, % 2.6 ± 0.13 4.8 ± 0.11*** 6.0 ± 0.12***

Lymphocytes, % 44.6 ± 1.9 41.6 ± 1.9 38.9 ± 1.7*

	 *	Р < 0.05
	***	Р < 0.001 — compared to the animals exhibiting sexual cyclicity
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In the animals with a hypofunctional state of the 
ovaries, accompanied by anaphrodisia, a decrease in 
the level of erythrocytes by 8.3 % was found in the 
blood compared to the cows exhibiting sexual cyclic-
ity, hemoglobin — by 9.4 %, hematocrit — by 14.1 % 
(P < 0.05), which indicated a decrease in the intensi-
ty of erythropoiesis. At the same time, in the blood 
of these animals, the content of leukocytes increased 
by 14.2 % (P < 0.05), stab neutrophils — by 40.0 % 
(P < 0.001), eosinophils — by 2.0 times (P < 0.001), 
monocytes — 1.85 times (P < 0.001).

When studying the indicators of the cellular and 
humoral link of non-specific resistance, it has been 
found (Table 2) that in the animals with ovarian hypo-
function, clinically accompanied by anovulation, the 
phagocytic activity of leukocytes is lower by 6.9 % 
(P < 0.05) than in the cows with full sexual cycles, 

phagocytic index — by 15.8 % (P < 0.05), phagocyt-
ic number — by 20.9 % (P < 0.01), SBA — by 7.7 %, 
SLA — by 10 .7 % (P < 0.05), with an increase in the 
level of total immunoglobulins by 17.5 % (P < 0.05) 
and circulating immune complexes — by 1.86 times 
(P < 0.001).

In the animals with a hypofunctional state of the go-
nads with the phenomenon of anaphrodisia, changes in 
immunological indicators are more pronounced. Thus, 
their phagocytic index is reduced by 19.7 % (P < 0.01), 
phagocytic number — by 24.2 % (P < 0.001), total pro-
tein content — by 8.2 % (P < 0.05), SBA — by 11.0 % 
(P < 0.05), SLA — by 14.3 % (P < 0.05), with an in-
crease in the concentration of α-globulins by 28.7 % 
(P < 0.05) and circulating immune complexes — by 
50.0 % (P < 0.001), indicating a decrease in the humor-
al and cellular link of non-specific resistance.

		  Table 2 
Indicators of the cellular and humoral link of nonspecific resistance of 

cows in case of various functional states of the ovaries

Indicators Exhibiting sexual cyclicity, 
n = 8

Hypofunction, accompa-
nied by anaphrodisia, n = 7

Hypofunction, accompa-
nied by anovulation, n = 7

LPA, % 81.4 ± 1.6 76.5 ± 1.4* 75.8 ± 1.3*

PhI 7.6 ± 0.21 6.1 ± 0.33** 6.4 ± 0.37*

PhN 6.2 ± 0.19 4.7 ± 0.21*** 4.9 ± 0.26**

Total protein, g/L 79.6 ± 2.1 73.1 ± 1.9* 77.8 ± 3.8

Albumins, % 43.6 ± 1.9 38.1 ± 1.5* 42.7 ± 1.7

α-globulins, % 10.8 ± 0.7 13.9 ± 1.1* 11.3 ± 0.7

β-globulins, % 18.6 ± 0.9 19.9 ± 1.1 20.7 ± 1.3

γ-globulins, % 27.0 ± 1.3 28.1 ± 1.5 25.3 ± 1.4

General Jg, g/L 22.8 ± 1.4 24.9 ± 1.3 26.8 ± 1.1*

CIC, g/L 0.22 ± 0.01 0.33 ± 0.01*** 0.41 ± 0.02***

SBA, % 84.4 ± 3.8 75.1 ± 2.9* 77.9 ± 3.1

SLA, µg/ml 2.8 ± 0.11 2.4 ± 0.13* 2.5 ± 0.09*

	 *	Р < 0.05
	**	Р < 0.01
	***	Р < 0.001 — compared to the animals exhibiting sexual cyclicity

The cytokine blood profile of cows with various 
manifestations of sexual cyclicity is presented in Table 
3. It has been established that the hypofunctional state 
of the ovaries, manifested by anovulation, is charac-

terized by an increase in the level of TNF-α by 19.1 % 
(P < 0.05), IL‑2 — by 30.4 % (P < 0.05), IL‑1β — by 
24.6 % (P < 0.05), with a decrease in IL‑4 by 17.7 % 
(P < 0.05) and IL‑10 — by 19.4 % (P < 0.05).
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In the animals with anaphrodisia, changes in the 
cytokine profile are similar. Thus, in the blood of cows 
with ovarian hypofunction, clinically manifested by 
anaphrodisia, an increase in the level of pro-inflam-
matory (TNF-α — by 50.2 %, P < 0.001; IL‑2 — by 
74.3 %, P < 0.001; IL‑1β  — by 57.9 %, P < 0.001) 
with a decrease in anti-inflammatory (IL‑4  — by 
29.2 %, P < 0.001, IL‑10 — by 28.7 %, P < 0.01) cy-
tokines.

The hormonal status of cows with a hypofunction-
al state of the ovaries and a full manifestation of sex-
ual cyclicity is presented in Table 4. It has been found 
that in the cows with hypofunction of the ovaries, clin-
ically manifested by anaphrodisia, the content of pro-
gesterone is by 7.92 times lower (P < 0.001), estradi-

ol‑17β — by 1.87 times (P < 0.001), testosterone — 
by 2.55 times (P < 0.001), DHEAS — by 2.84 times 
(P < 0.001), cortisol — by 1.61 times (P < 0.001), in-
dicating a complete depression of the gonad function.

Hypofunction, accompanied by an anovulation, is 
characterized by a decrease in the level of progester-
one during the manifestation of the anovulatory sexu-
al cycle by 4.11 times (P < 0.001), estradiol‑17β — by 
1.33 times (P < 0.001), testosterone — by 1.51 times 
(P < 0.001), DHEAS — by 1.69 times (P < 0.001) and 
cortisol — by 1.30 times (P < 0.01). When conducting 
clinical and echographic studies of these animals for 
6—8 days after insemination, the absence of a function-
ally active corpus luteum in the ovaries is ascertained, 
which confirms the phenomenon of an anovulation.

		  Table 3 
Blood content of cytokines in cows with various functional states of the ovaries

Indicators Exhibiting sexual cyclicity, 
n = 8

Hypofunction, accompa-
nied by anaphrodisia, n = 7

Hypofunction, accompa-
nied by anovulation, n = 7

TNF-α, pg/ml 132.4 ± 6.6 198.8 ± 10.3*** 157.7 ± 7.7*

IL‑2, pg/ml 42.1 ± 3.3 73.4 ± 4.1*** 54.9 ± 3.4*

IL‑1β, pg/ml 18.3 ± 1.1 28.9 ± 1.9*** 22.8 ± 1.2*

IL‑4, pg/ml 62.3 ± 3.5 44.1 ± 2.2*** 51.3 ± 2.4*

IL‑10, pg/ml 66.9 ± 4.2 47.7 ± 3.1** 53.9 ± 2.2*

	 *	Р < 0.05
	 **	Р < 0.01
	***	Р < 0.001 — compared to the animals exhibiting sexual cyclicity

		  Table 4 
Blood concentration of hormones in cows with various functional states of the ovaries

Indicators Exhibiting sexual cyclicity, 
n = 8

Hypofunction, accompa-
nied by anaphrodisia, n = 7

Hypofunction, accompa-
nied by anovulation, n = 7

Progesterone, nmol/L 15.2 ± 1.0 1.92 ± 0.11*** 3.7 ± 0.16***

Estradiol‑17β, nmol/L 0.28 ± 0.01 0.15 ± 0.01*** 0.21 ± 0.01***

Testosterone, nmol/L 1.07 ± 0.06 0.42 ± 0.02*** 0.71 ± 0.04***

DHEAS, nmol/L 0.54 ± 0.03 0.19 ± 0.01*** 0.32 ± 0.01***

Cortisol, nmol/L 219.3 ± 12.4 135.9 ± 9.4*** 168.4 ± 11.4**

	**	Р < 0.01
	***	Р < 0.001 — compared to the animals exhibiting sexual cyclicity
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CONCLUSION
Hypofunctional states of the ovaries, accompanied 

by the phenomena of anaphrodisia and anovulation, are 
characterized by similar morphological and immuno-
biochemical changes of varying severity. More signif-
icant changes occur in case of ovarian hypofunction, 
manifested by anaphrodisia, indicating a decrease in 
the intensity of erythropoiesis, humoral and cellular 
nonspecific resistance, synthesis of sex steroids, and 
the content of anti-inflammatory cytokines with an in-
crease in the level of pro-inflammatory ones.
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Аннотация. В статье представлены результаты изучения цитокинового профиля у свиноматок в разные 
периоды репродуктивного цикла. В крови свиноматок помесных пород (крупная белая + ландрас + дюрок) 
3—4 опороса за 5—7 дней до осеменения, на 37—39 и 78—80 сутки супоросности, 5—7 и 18—20 дни лак-
тации определяли содержание провоспалительных цитокинов: интерлейкина — 1β (IL‑1β), интерлейки-
на — 2 (IL‑2), фактора некроза опухоли-α (TFN-α), γ-интерферона (IFN- γ) и противовоспалительных ме-
диаторов: интерлейкина — 4 (IL‑4), интерлейкина –10 (IL‑10). Установлено, что у животных с риском раз-
вития послеродовой патологии цитокиновый профиль по сравнению с таковым у клинически здоровых 
свиноматок до осеменения, в периоды супоросности и лактации характеризуется относительно высоким 
уровнем провоспалительных цитокинов и низким содержанием противовоспалительных медиаторов, сви-
детельствующими о воспалительных процессах в течение всего репродуктивного цикла, клинически про-
являющихся после опороса.
Ключевые слова: свиноматки, осеменение, супоросность, лактация, цитокины, воспалительные процес-
сы, послеродовые болезни
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Изучению цитокинов, являющихся регулятора-
ми многих иммунологических и физиологических 
процессов у человека и животных при поддержа-
нии гомеостаза и борьбе с патогенами, посвяще-
ны многочисленные исследования [1—6]. Участ-
вуя в регуляции воспаления и иммунного ответа, 
цитокины защищают организм от инфекционных 
агентов и  способствуют восстановлению повре-
жденных тканей [2, 7, 8].

Большое внимание уделяется роли цитоки-
нов в  системе мать-плацента-плод при физиоло-
гическом и  патологическом течении беременно-
сти [9—12]. Установлены повышение экспрессии 
провоспалительных цитокинов в начальный пери-
од беременности [9, 13] и решающая роль противо-
воспалительных медиаторов ИЛ‑4 и ИЛ-10 в обес-
печении ее физиологического течения [14].

Что касается иммунологии репродукции, цито-
кинового профиля у животных, то по этой пробле-
ме имеются лишь единичные сообщения. Исследо-

ваниями А. Н. Власовой и соавт. [15] установлено, 
что на ранних стадиях беременности у крупного 
рогатого скота происходят сложные гормональ-
ные и иммунные сдвиги и, в частности, повыша-
ется уровень цитокинов ИЛ‑10 и ИЛ‑15, а в конце 
стельности отмечается иммуносупрессия и снижа-
ется количество ИФН-γ. А. Г. Шахов и соавт. [5] 
у свиноматок в конце физиологически протекаю-
щей супоросности регистрировали относительный 
дефицит ИЛ‑1β и ФНО-α, при котором наблюдает-
ся супрессия иммунной системы, и высокий уро-
вень ИФН-γ, участвующего в родовой деятельно-
сти, а после опороса — восстановление содержа-
ния ИЛ‑1β, ФНО-α и ИФН-γ, снижение уровней 
ИЛ‑2 и ИЛ‑4, регулирующих соответственно кле-
точный и гуморальный иммунитет.

Установлены наличие цитокинов ИЛ‑6, ФНО-α, 
ИЛ‑10, ИЛ‑4, ИФН-γ в  молозиве опоросив-
шихся свиноматок и  передача их потомству  
[16—18].
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Цель исследований  — изучить цитокиновый 
профиль у  клинически здоровых и  свиноматок 
с риском развития послеродовой патологии в раз-
ные периоды репродуктивного цикла.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЙ

Исследования проведены в условиях промыш-
ленного свиноводческого комплекса Воронежской 
области на 12 свиноматках помесных пород (круп-
ная белая + ландрас + дюрок) 3—4 опороса, взя-
тых в опыт в послеотъемный период. Кормление 
и условия содержание животных соответствовали 
нормам, предусмотренным промышленной тех-
нологией.

Кровь для определения уровня цитокинов от 
свиноматок брали за 5—7 дней до осеменения, на 
37—39 и 78—80 сутки супоросности, 5—7 и 18—
20 дни лактации. Опыт проводили в соответствии 
с  требованиями действующих международных 
и российских законодательных актов (Директива 
2010/63/EU от 22.09.2010, Европейской конвенции 
(ETS123), Strasbourg, 1986), а  также требований 
комиссии по биоэтике ФГБНУ «ВНИВИПФиТ».

Содержание интерлейкина — 1β (IL‑1β), интер-
лейкина — 2 (IL‑2), интерлейкина — 4 (IL‑4), ин-
терлейкина-0 (IL‑10), фактора некроза опухоли-α 
(TFN-α), γ-интерферона (IFN-γ) определяли мето-
дом иммуноферментного анализа (ИФА) с после-

дующим учетом результатов на спектрофотоме-
тре «Униплан-ТМ» в  соответствии с  утвержден-
ными наставлениями к диагностическим наборам.

Результаты исследований подвергли ретроспек-
тивному анализу и в зависимости от характера те-
чения у  животных послеродового периода были 
разделены на 2 группы. В I группу (n = 5) отнесе-
ны результаты исследований крови от свиноматок, 
оставшихся клинически здоровыми, во II (n = 7) — 
от животных, у которых после опороса регистри-
ровали послеродовые болезни: острый гнойно-ка-
таральный эндометрит и ММА.

Статистический анализ полученных данных 
и достоверность различий осуществляли с помо-
щью прикладных компьютерных программ Sta-
tistica 6.0 (Stat Soft Inc., США) и Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЙ 
И ОБСУЖДЕНИЕ

Цитокиновый профиль у свиноматок с риском 
развития воспалительных процессов в репродук-
тивных органах по сравнению с таковым у клини-
чески здоровых животных до осеменения характе-
ризовался превышением количества провоспали-
тельных цитокинов: ИЛ‑1β на 17,9 %, ИЛ‑2—4,9 %, 
интерферона-γ — 4,3 % и ФНО-α на 16,0 %. Одно-
временно у них регистрировали относительно низ-
кий уровень противовоспалительных цитокинов: 
ИЛ‑4 на 19,2 % и ИЛ‑10 на 9,2 % (табл. 1).

		  Таблица 1 
Цитокиновый профиль у свиноматок до осеменения

Показатели I группа II группа

ИЛ‑1β, пг/мл 5,6 ± 0,12 6,6 ± 0,15***

ИЛ‑2, пг/мл 6,1 ± 0,18 6,4 ± 0,12

ИЛ‑4, пг/мл 6,1 ± 0,29 5,2 ± 0,22*

ИЛ‑10, пг/мл 6,3 ± 0,41 5,7 ± 0,26

ФНО-α, пг/мл 2,5 ± 0,50 2,9 ± 0,03

ИФН-γ, пг/мл 102,2 ± 0,22 106,6 ± 1,16**

	 *	р < 0,05
	**	р < 0,005
	***	р < 0,001 относительно здоровых свиноматок

В период супоросности (37—39 дни) у свино-
маток обеих групп отмечено (табл. 2) повышение 
уровня провоспалительных цитокинов ИЛ‑1β на 
24,8 и 28,3 %; ФНО-α на 24,7 и 36,4 %, ИФН-γ на 

14,5 и 20,0 %, необходимое для имплантации и пла-
центации, при этом активируются процессы нео-
васкуляризации и кровоснабжения в эндометрии, 
формируются кровеносные сосуды для обеспече-
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ния адекватного кровоснабжения плаценты и пло-
да [9, 13].

При этом количество провоспалительных ци-
токинов у свиноматок II группы было выше, чем 
у клинически здоровых животных ИЛ‑1β на 27,6 %, 
ИЛ‑2 на 5,6 %, ФНО-α на 28,3 % и ИФН-γ на 9,4 %. 

Несмотря на общую тенденцию повышения у сви-
номаток обеих групп содержания противовоспали-
тельных цитокинов ИЛ‑4 на 9,3 и 10,5 %, ИЛ‑10 
на 8,8 и 3,5 %, их количество у животных с рис-
ком развития послеродовой патологии было мень-
ше на 21,2 и 20,6 %.

		  Таблица 2 
Цитокиновый профиль у супоросных свиноматок

Показатели
37—39 сутки 78—80 сутки

I II I II

ИЛ‑1β, г/мл 7,0 ± 0,28 8,5 ± 0,25** 6,4 ± 0,36 7,6 ± 0,26*

ИЛ‑2, пг/мл 6,0 ± 0,21 6,4 ± 0,10 6,5 ± 0,11 6,7 ± 0,15

ИЛ‑4, пг/мл 6,7 ± 0,56 5,7 ± 0,24 7,1 ± 0,23 6,1 ± 0,11**

ИЛ‑10, пг/мл 6,8 ± 0,27 5,9 ± 0,30* 7,3 ± 0,18 6,3 ± 0,28*

ФНО-α, г/мл 3,0 ± 0,19 3,9 ± 0,33* 2,8 ± 0,21 3,2 ± 0,18*

ИФН-γ, пг/мл 117,0 ± 3,66 128,0 ± 1,20* 103,5 ± 2,38 111,7 ± 1,65*

	 *	р < 0,05
	**	р < 0,005 относительно здоровых свиноматок

Во второй половине супоросности (78—80 дни) 
у свиноматок обеих групп отмечено (табл. 2) сниже-
ние уровня провоспалительных цитокинов ИЛ‑1β 
на 11,7 и 9,7 %, ФНО-α на 17,9 и 12,2 %, ИФН-γ на 
12,7 и 11,5 % на фоне повышения концентрации 
противовоспалительных медиаторов ИЛ‑4 на 3,8 
и 2,7 % и ИЛ‑10 на 24,1 и 7,3 %, что указывает на 
смещение цитокинового баланса в сторону имму-
носупрессивных медиаторов, ингибирующих реак-
ции клеточного иммунитета, оказывающих протек-
тивное влияние на взаимоотношение матери и пло-
да и способствующих физиологическому течению 
беременности [19, 20].

Однако у свиноматок II группы уровень про-
воспалительных цитокинов был выше — ИЛ‑1β на 
25,5 %, ИЛ‑2 на 2,9 %, ФНО-α на 19,9 % и ИФН-γ 
на 7,9 %, а противовоспалительных — ниже: ИЛ‑4 
на 18,8 % и ИЛ‑10 на 7,7 %, свидетельствующий 
о преимущественно клеточных реакциях иммуни-
тета, оказывающих цитотоксическое и цитостати-
ческое действия, что можно расценивать как до-
клинический этап воспалительной реакции, прояв-
ляющейся при ослаблении защитных механизмов 
организма.

Клиническими исследованиями у свиноматок II 
группы после родов регистрировали острый гной-

но-катаральный эндометрит и ММА. В результате 
проведенной терапии животных по схеме, исполь-
зуемой в хозяйстве, к пятому дню лактационного 
периода у них отсутствовали признаки проявления 
послеродовой патологии.

При сравнительном анализе уровня цитокинов 
после опороса на 5—7 сутки у переболевших жи-
вотных отмечено повышенное содержание провос-
палительных цитокинов ИЛ‑1β на 18,0 %, ИЛ‑2 на 
16,7 %, ФНО-α на 23,5 %, ИФН-γ на 13,0 %, игра-
ющих ключевую роль в регуляции гуморального 
и  клеточного опосредованного иммунного отве-
та, и определяющих функциональное взаимодей-
ствие клеток при реализации реакции воспаления 
(табл. 3), на фоне пониженной концентрации про-
тивовоспалительных медиаторов ИЛ‑4 и ИЛ‑10 на 
3,1 % и 8,1 % соответственно, что свидетельству-
ет о  выраженном смещении баланса продукции 
цитокинов в сторону провоспалительных, а также 
о повышенной активности лимфоцитов Th‑1 типа.

На 18—20 день лактации у свиноматок обеих 
групп снизилось содержание провоспалительных 
цитокинов ИЛ‑1β на 10,8 и  12,2 %, ИЛ‑2 на 3,5 
и 7,8 %, ФНО-α на 15,5 и 12,9 %, а у переболевших 
животных кроме того, ИФН-γ на 7,0 % и противо-
воспалительного медиатора ИЛ‑4 на 25,9 % при не-
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значительном повышении количества ИЛ‑10. При 
этом у животных II группы уровень провоспали-
тельных цитокинов был выше: ИЛ‑1β на 16,1 %, 
ИЛ‑2 на 12,8 %, ФНО-α на 27,4 % и  ИФН-γ на 
5,9 %, а  противовоспалительного ИЛ‑4 ниже на 
23,4 %, что указывает на активацию Т-лимфоци-
тов Th‑1 типа и подавления секретирующей функ-

ции Т-лимфоцитов Th‑2 типа и свидетельствует об 
остаточных явлениях перенесенных заболеваний. 
Вероятно для полного восстановления характера 
продукции про- и противовоспалительных медиа-
торов в иммунокомпетентных клетках и нормали-
зации активности Т- хелперов требуется более дли-
тельный период.

		  Таблица 3 
Цитокиновый профиль у свиноматок после опороса

Показатели
5—7 сутки лактации 18—20 день лактации

I II I II

ИЛ‑1β, пг/мл 7,0 ± 0,22 8,2 ± 0,45* 6,2 ± 0,23 7,2 ± 0,28*

ИЛ‑2, пг/мл 6,3 ± 0,22 7,3 ± 0,33* 6,1 ± 0,18 6,8 ± 0,29*

ИЛ‑4, пг/мл 6,7 ± 0,26 6,5 ± 0,21 6,8 ± 0,12 5,2 ± 0,14***

ИЛ‑10, пг/мл 7,4 ± 0,38 6,8 ± 0,32 7,2 ± 0,21 7,0 ± 0,17

ФНО-α, пг/мл 2,8 ± 0,33 3,4 ± 0,39 2,3 ± 0,21 3,0 ± 0,32

ИФН-γ, пг/мл 101,9 ± 1,37 115,1 ± 1,94*** 101,6 ± 1,91 107,6 ± 1,50*

	 *	р < 0,05
	**	р < 0,005
	***	р < 0,001 относительно здоровых свиноматок

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенными исследованиями установлено, 

что у свиноматок с риском развития послеродовых 
заболеваний, таких как острый послеродовый эн-
дометрит и метрит-мастит-агалактия, клинически 
проявившихся после опороса, в период супорос-
ности имеются различия в  цитокиновом статусе 
с клинически здоровыми животными в виде повы-
шенного содержания провоспалительных медиато-
ров и сниженного уровня противовоспалительных 
цитокинов в сыворотке крови. 

Выявленные особенности цитокинового про-
филя в период супоросности могут служить мар-
керами развития послеродовой патологии и быть 
использованы для прогноза возникновения после-
родовых болезней и разработки профилактических 
мер с применением препаратов для фармакокоррек-
ции иммунного статуса.
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Abstract. The article presents the results of the study of the cytokine profile in sows at different periods of the re-
productive cycle. In the blood of sows of cross breeds (Large White + Landrace + Duroc) with 3—4 farrowings, 
5—7 days before insemination, on days 37—39 and 78—80 of gestation, 5—7 and 18—20 days of lactation, the 
content of pro-inflammatory cytokines was determined: interleukin‑1β (IL‑1β), interleukin‑2 (IL‑2), tumor necro-
sis factor-α (TFN-α), interferon-γ (IFN-γ) and anti-inflammatory mediators: interleukin‑4 (IL‑4), interleukin‑10 
(IL‑10). It has been established that in animals with a risk of the postpartum pathology development, the cytokine 
profile compared to that in clinically healthy sows before insemination, during periods of gestation and lactation, 
is characterized by a relatively high level of pro-inflammatory cytokines and a low content of anti-inflammatory 
mediators, indicating inflammatory processes throughout the entire reproductive cycle, clinically manifested af-
ter farrowing.
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Numerous researches have been devoted to the 
study of cytokines, which are regulators of many im-
munological and physiological processes in humans 
and animals while maintaining homeostasis and fight-
ing pathogens [1—6]. Participating in the regulation 
of inflammation and immune response, cytokines pro-
tect the body from infectious agents and promote the 
restoration of damaged tissues [2, 7, 8].

Much attention is paid to the role of cytokines in 
the mother-placenta-fetus system during the physio-
logical and pathological course of gestation [9—12]. 
An increase in the expression of pro-inflammatory cy-
tokines in the initial period of gestation [9, 13] and the 
decisive role of anti-inflammatory mediators IL‑4 and 
IL‑10 in ensuring its physiological course have been 
established [14].

As for the immunology of reproduction, the cy-
tokine profile in animals, there are only a few reports 
on this problem. A. N. Vlasov et al. [15] have found 
that in the early stages of gestation in cattle, complex 
hormonal and immune changes occur and, in particu-
lar, the level of cytokines IL‑10 and IL‑15 increases, 
and at the end of gestation, immunosuppression is not-

ed and the amount of IFN-γ decreases. A. G. Shakhov 
et al. [5] have found that in sows at the end of physi-
ological gestation, a relative deficiency of IL‑1β and 
TNF-α has been recorded, in which suppression of the 
immune system is observed, and a high level of IFN-γ 
involved in farrowing, and after farrowing, restoration 
of IL‑1β, TNF-α and IFN-γ content, a decrease in IL‑2 
and IL‑4 levels, which regulate cellular and humoral 
immunity, respectively.

The presence of cytokines IL‑6, TNF-α, IL‑10, 
IL‑4, IFN-γ in the colostrum of farrowing sows and 
their transmission to offspring have been established 
[16—18].

The objective of the research is to study the cyto-
kine profile in clinically healthy sows and sows with 
the risk of the postpartum pathology development in 
various periods of the reproductive cycle.

MATERIAL AND METHODS
The studies were carried out on 12 sows of cross-

bred breeds (Large White + Landrace + Duroc) with 
3—4 farrowings, taken in the experiment in the 
post-weaning period, in the conditions of an industri-
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al pig-breeding complex in Voronezh region. Feeding 
and keeping conditions of the animals corresponded 
to the norms stipulated by the industrial technology.

Blood to determine the level of cytokines from 
sows was taken 5—7 days before insemination, on 
days 37—39 and 78—80 of gestation, 5—7 and 18—
20 days of lactation. The experiment was carried out 
in accordance with the requirements of the current 
international and Russian legislative acts (Directive 
2010/63/EU dtd. September 22, 2010, the Europe-
an Convention (ETS123), Strasbourg, 1986), as well 
as the requirements of the Bioethics Commission of 
FSBSI “ARVRIPP&T”.

The content of interleukin‑1β (IL‑1β), interleukin‑2 
(IL‑2), interleukin‑4 (IL‑4), interleukin‑10 (IL‑10), tu-
mor necrosis factor-α (TFN-α), interferon-γ (IFN-γ) 
was determined by enzyme-linked immunosorbent as-
say (ELISA), followed by taking into account the re-
sults on the Uniplan-TM spectrophotometer in accor-
dance with the approved instructions for diagnostic kits.

The results of the studies were subjected to a retro-
spective analysis and, depending on the nature of the 
course in animals of the postpartum period, were di-
vided into 2 groups. Group I (n = 5) included the re-
sults of blood tests from sows that remained clinically 
healthy, group II (n = 7) — from animals in which post-

partum diseases were recorded after farrowing (acute 
purulent-catarrhal endometritis and MMA).

Statistical analysis of the data obtained and the 
significance of differences were carried out using Sta-
tistica 6.0 software (Stat Soft Inc., USA) and Micro-
soft Excel.

RESULTS AND DISCUSSION
The cytokine profile in sows with the risk of the 

inflammatory processes development in the reproduc-
tive organs, compared with that in clinically healthy 
animals before insemination, was characterized by 
an excess of pro-inflammatory cytokines: IL‑1β — 
by 17.9 %, IL‑2—4.9 %, interferon-γ  — 4.3 % and 
TNF-α — by 16.0 %. At the same time, they recorded 
a relatively low level of anti-inflammatory cytokines: 
IL‑4 — by 19.2 % and IL‑10 — by 9.2 % (Table 1).

During gestation (37—39 days) in sows of both 
groups, an increase in the level of pro-inflammato-
ry cytokines IL‑1β — by 24.8 and 28.3 % was noted 
(Table 2); TNF-α — by 24.7 and 36.4 %, IFN-γ — by 
14.5 and 20.0 %, necessary for implantation and pla-
centation, while neovascularization and blood supply 
processes in the endometrium are activated, blood ves-
sels are formed to ensure adequate blood supply to the 
placenta and fetus [9, 13].

		  Table 1 
Cytokine profile in sows before insemination

Indicators Group I Group II

IL‑1β, pg/ml 5.6 ± 0.12 6.6 ± 0.15***

IL‑2, pg/ml 6.1 ± 0.18 6.4 ± 0.12

IL‑4, pg/ml 6.1 ± 0.29 5.2 ± 0.22*

IL‑10, pg/ml 6.3 ± 0.41 5.7 ± 0.26

TNF-α, pg/ml 2.5 ± 0.50 2.9 ± 0.03

IFN-γ, pg/ml 102.2 ± 0.22 106.6 ± 1.16**

	 *	р < 0.05
	**	р < 0.005
	***	р < 0.001 relatively to healthy sows

At the same time, the amount of pro-inflammato-
ry cytokines in the sows of group II was higher than 
in clinically healthy animals: IL‑1β  — by 27.6 %, 
IL‑2 — by 5.6 %, TNF-α — by 28.3 % and IFN-γ — 
by 9.4 %. Despite the general trend of increasing the 
content of anti-inflammatory cytokines IL‑4 — by 9.3 
and 10.5 %, IL‑10 — by 8.8 and 3.5 % in sows of both 

groups, their number in animals with the risk of the 
postpartum pathology development was less by 21.2 
and 20.6 %.

In the second half of gestation (78—80 days), sows 
of both groups have shown (Table 2) a decrease in the 
level of pro-inflammatory cytokines IL‑1β — by 11.7 
and 9.7 %, TNF-α — by 17.9 and 12.2 %, IFN-γ — 
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by 12.7 and 11.5 % against the background of an in-
crease in the concentration of anti-inflammatory me-
diators IL‑4 — by 3.8 and 2.7 % and IL‑10 — by 24.1 
and 7.3 %, which indicates a shift in the cytokine bal-

ance towards immunosuppressive mediators that inhib-
it cellular immune responses, have a protective effect 
on the relationship between mother and fetus and con-
tribute to the physiological course of gestation [19, 20].

		  Table 2 
Cytokine profile in farrowing sows

Indicators
d 37—39 d 78—80

I II I II

IL‑1β, g/ml 7.0 ± 0.28 8.5 ± 0.25** 6.4 ± 0.36 7.6 ± 0.26*

IL‑2, pg/ml 6.0 ± 0.21 6.4 ± 0.10 6.5 ± 0.11 6.7 ± 0.15

IL‑4, pg/ml 6.7 ± 0.56 5.7 ± 0.24 7.1 ± 0.23 6.1 ± 0.11**

IL‑10, pg/ml 6.8 ± 0.27 5.9 ± 0.30* 7.3 ± 0.18 6.3 ± 0.28*

TNF-α, g/ml 3.0 ± 0.19 3.9 ± 0.33* 2.8 ± 0.21 3.2 ± 0.18*

IFN-γ, pg/ml 117.0 ± 3.66 128.0 ± 1.20* 103.5 ± 2.38 111.7 ± 1.65*

	 *	р < 0.05
	**	р < 0.005 relatively to healthy sows

However, in the sows of group II, the level of 
pro-inflammatory cytokines was higher: IL‑1β — by 
25.5 %, IL‑2 — by 2.9 %, TNF-α — by 19.9 % and 
IFN-γ — by 7.9 %; and the level of anti-inflammatory 
cytokines was lower: IL‑4 — by 18.8 % and IL‑10 — 
by 7.7 %, indicating predominantly cellular immune re-
sponses that have cytotoxic and cytostatic effects, which 
can be regarded as a preclinical stage of the inflamma-
tory reaction that manifests itself when the body’s de-
fense mechanisms are weakened.

Clinical studies in the sows of group II after farrow-
ing recorded acute purulent-catarrhal endometritis and 
MMA. As a result of the treatment of animals according 
to the scheme used at the farm, by day 5 of the lacta-
tion period, they had no signs of postpartum pathology.

In a comparative analysis of the level of cytokines 
after farrowing on days 5—7 in recovered animals, 
there was recorded an increased content of pro-in-
flammatory cytokines: IL‑1β — by 18.0 %, IL‑2 — 
by 16.7 %, TNF-α — by 23.5 %, IFN-γ — by 13.0 %, 
which play a key role in the regulation of the humoral 
and cellular mediated immune response, and determine 
the functional interaction of cells in the implementa-
tion of the inflammatory response (Table 3), against 
the background of a reduced concentration of anti-in-
flammatory mediators IL‑4 and IL‑10 — by 3.1 % and 
8.1 %, respectively, which indicated a pronounced shift 
in the balance of cytokine production towards pro-in-
flammatory, as well as an increased activity of Th‑1 
type lymphocytes.

		  Table 3 
Cytokine profile in sows after farrowing

Indicators
d 5—7 of lactation d 18—20 of lactation

I II I II

1 2 3 4 5

IL‑1β, pg/ml 7.0 ± 0.22 8.2 ± 0.45* 6.2 ± 0.23 7.2 ± 0.28*

IL‑2, pg/ml 6.3 ± 0.22 7.3 ± 0.33* 6.1 ± 0.18 6.8 ± 0.29*

IL‑4, pg/ml 6.7 ± 0.26 6.5 ± 0.21 6.8 ± 0.12 5.2 ± 0.14***
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Table 3 (the end)

1 2 3 4 5

IL‑10, pg/ml 7.4 ± 0.38 6.8 ± 0.32 7.2 ± 0.21 7.0 ± 0.17

TNF-α, pg/ml 2.8 ± 0.33 3.4 ± 0.39 2.3 ± 0.21 3.0 ± 0.32

IFN-γ, pg/ml 101.9 ± 1.37 115.1 ± 1.94*** 101.6 ± 1.91 107.6 ± 1.50*

	 *	р < 0.05
	**	р < 0.005
	***	р < 0.001 relatively to healthy sows

On day 18—20 of lactation in sows of both groups, 
the content of pro-inflammatory cytokines IL‑1β de-
creased by 10.8 and 12.2 %, IL‑2 — by 3.5 and 7.8 %, 
TNF-α — by 15.5 and 12.9 %, and in recovered ani-
mals, in addition, IFN-γ — by 7.0 % and anti-inflam-
matory mediator IL‑4 — by 25.9 % with a slight in-
crease in the amount of IL‑10. At the same time, in the 
animals of group II, the level of pro-inflammatory cy-
tokines was higher: IL‑1β — by 16.1 %, IL‑2 — by 
12.8 %, TNF-α — by 27.4 % and IFN-γ — by 5.9 %, 
and anti-inflammatory IL‑4 was lower by 23.4 %, 
which indicated the activation of Th‑1 type T-lym-
phocytes and suppression of the secreting function of 
Th‑2 type T-lymphocytes and indicated residual effects 
of past diseases. Probably, a longer period is required 
for the complete restoration of the nature of pro- and 
anti-inflammatory mediators production in immuno-
competent cells and the normalization of the activity 
of T-helpers.

CONCLUSION
The studies have shown that in sows with the risk 

of the postpartum diseases development, such as acute 
postpartum endometritis and mastitis-metritis-agalac-
tia, clinically manifested after farrowing, during ges-
tation there are differences with clinically healthy an-
imals in the cytokine status in the form of an increased 
content of pro-inflammatory mediators and a reduced 
serum levels of anti-inflammatory cytokines. The re-
vealed features of the cytokine profile during gesta-
tion can serve as markers for the postpartum patholo-
gy development and can be used to predict the onset 
of postpartum diseases and develop preventive mea-
sures using drugs for the pharmacological correction 
of the immune status.
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ЭРИТРОЦИТОВ КРОВИ КРЫС ПО ПАРАМЕТРАМ 
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Аннотация. С использованием спектрофотометрического метода проведены регистрация и анализ кине-
тики гипоосмотического гемолиза периферической крови 12 беспородных крыс-самцов. Гипоосмотиче-
ские условия создавали путем половинного разведения исходной суспензии эритроцитов в изотоническом 
растворе с оптической плотностью D = 0.8 при λ = 490 нм растворами NaCl с концентрациями 0.10 %, 
0.12 %, 0.14 %, 0.16 %, 0.18 %, 0.20 % и дистиллированной водой. Гемолиз эритроцитов регистрировали 
в течение 30 мин при длине волны λ = 490 нм с использованием аналого-цифрового преобразователя E‑154 
фирмы L—Card. Установлено, что критическая точка осмотической резистентности интактных эритроци-
тов периферической крови крыс соответствует 0.55 %-0.54 % растворам NaCl. В этих условиях эритроци-
ты находятся в состоянии сферуляции (в предгемолитической стадии) и могут служить удобной биологи-
ческой моделью для оценки активности фармакологических препаратов, мембрано- и цитотоксичности 
ксенобиотиков. По результатам однофакторного дисперсионного анализа (ANOVA) установлены досто-
верные различия в среднем относительном количестве гемолизированных клеток в инкубационных рас-
творах разной гипоосмолярности. Выявленные различия гипоосмотической резистентности эритроцитов 
обусловлены их структурно-функциональными свойствами, могут служить критериями оценки их популя-
ционного состава и накопленных скрытых повреждений плазмолеммы.
Ключевые слова: эритроциты, эритрограмма, периферическая кровь, структурно-функциональные свой-
ства эритроцитов, плазмолемма, гипоосмотический гемолиз, гипоосмотическая резистентность, крысы
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Изучение структурно-функциональных свойств 
эритроцитов крови лабораторных и сельскохозяй-
ственных животных в настоящее время актуаль-
но, поскольку метаболические процессы, проте-
кающие в форменных элементах крови, являются 
интегральным отражением реакции организма на 
действие стрессорных и патогенных факторов на 
клеточном и тканевом уровнях [6, 10].

В клинико-диагностических и фармакологиче-
ских исследованиях эритроцит представляет собой 
удобную биологическую модель для проведения 
токсикологического анализа и изучения патогене-
тических механизмов при развитии разнообразных 
патологий [1, 4, 5, 7, 8].

По мнению ряда авторов, плазмолемма эритро-
цитов является структурным компонентом, вовле-
ченным во все процессы их жизнедеятельности. 
Морфологические и  биохимические перестрой-
ки плазмолеммы в течение жизненного цикла эри-
троцита являются элементами адаптационных ме-
ханизмов, позволяющих поддерживать клеточный 
гомеостаз и функциональную активность этих фор-
менных элементов на протяжении их четырехме-
сячного пребывания в кровотоке [1].

Установлено, что структура и целостность ци-
топлазматической мембраны определяет вязко-
эластические свойства эритроцитов, их дефор-
мируемость. Уникальную двояковогнутую форму 
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и пластические свойства нормоцитов обеспечива-
ет особый цитоскелет, белки которого играют свя-
зующую роль с компонентами мембраны и цито-
плазмы [14, 16, 20].

Белок полосы 3 (band3, анионообменник AE1, 
SLC4A1 — solute carrier family 4 member 1) явля-
ется одним из основных белков цитоскелета. Ци-
топлазматический N-домен band3 через анкирин 

связывает белки цитоскелета с  цитоплазматиче-
ской мембраной и имеет сайты связывания с ок-
сигемоглобином и гликолитическими ферментами.

Мембранный C-домен может выполнять функ-
ции анионного канала (AE1, anion exchanger 1), 
обеспечивая обмен бикарбонат-ионов на Cl¯, а так-
же транспорт О2, СО2, глюкозы, сульфатов, оксала-
тов, NO и воды [1, 18] (рис. 1).

Рис. 1. Схема строения мембраны эритроцита [26, С. 1433]:
b3 — белок полосы 3, band3, AE1; GPA, GPC — гликофорины А и С; Rh complex — изоантиген резус-фактора; Glut1 — 

транспортер глюкозы; p55, 4.1, 4.2 — белки цитоскелета мембраны

Устойчивость эритроцитов к  осмотическому 
давлению получила название осмотической рези-
стентности. Согласно общепринятому представле-
нию о коллоидно-осмотическом лизисе клеток, при 
помещении эритроцитов в гипоосмотические усло-
вия сначала происходит их сферуляция (swelling), 
за которой следует собственно гемолиз (popping, 
лопание по Jaу A.) при котором происходит вы-
свобождение внутриклеточного материала (ионов 
и гемоглобина) через дефекты мембраны или от-
верстия [3, 18, 23, 24].

Как показали результаты исследований ряда ав-
торов, процесс сферуляции (гидратации) эритроци-
тов определяется свойствами и активностью мем-
бранных ионных транспортных систем (Na+/K+-

АТФазы, Ca2+-АТФазы, Na+/H+-помпы, Na+/K+/
Cl-транспортера, потенциал- зависимых анионных 
каналов) и аквапориновых водных каналов (AQP1 
и AQP3) [15, 22]. Скорость гипоосмотического ге-
молиза зависит от исходного объема эритроцитов, 
площади поверхности и структурно-функциональ-
ных свойств плазмолеммы [17, 22].

На основе результатов исследования молеку-
лярно-клеточных механизмов осмотической рези-
стентности эритроцитов было сделано предположе-
ние, что гипотонический гемолиз клеток обуслов-
лен формированием в эритроцитарных мембранах 
гемолитических пор размером не менее 300 нм, 
в образовании которых участвуют молекулы band3 
(рис. 2) [11, 12, 23, 24].



Ветеринарный фармакологический вестник • № 1 (22) • 2023	 141

Экспериментальное исследование структурно‑функциональных свойств эритроцитов крови крыс…

Рис. 2. Схема гипоосмотического гемолиза эритроцитов [по 23, с изменениями]

В современных исследованиях достаточно ши-
роко используется спектрофотометрический метод 
оценки структурно-функциональных свойств эри-
троцитов человека и животных по конечной точке 
(end point method): по степени гемолизированных 
клеток при их инкубации в течение 20—30 минут 
в  гипоосмотических растворах c разной концен-
трацией NaCl [2, 7, 9].

Цель нашей работы заключалась в  исследо-
вании кинетических параметров гипоосмотиче-
ского гемолиза эритроцитов цельной крови крыс 
с использованием цифровой спектрофотометрии.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ 
ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на 12 беспородных 
лабораторных крысах-самцах массой 180—200 г, 
которых содержали в виварии при свободном до-
ступе к воде и пищи.

Кровь в объеме до 100 мкл отбирали из хвосто-
вой вены крысы с помощью инсулинового шприца, 
предварительно промытого гепарином (5000 ЕД/
мл), и помещали в 100 мл физиологического рас-
твора (0.9 % NaCl) с pH = 7.4. 

Для создания оптимальной pH использовали 
0.1 ммоль фосфатный буфер (K2HPO4 и KH2PO4). 
Суспензию эритроцитов доводили физиологиче-
ским раствором до оптической плотности, равной 
0.8 при λ = 490 нм.

Кинетику осмотического гемолиза эритроци-
тов изучали с помощью методики автоматической 
регистрации интегральных эритрограмм. Для ре-
гистрации эритрограмм использовали аппаратно-
программный комплекс, включающий:

	— фотоэлектроколориметр ФЭК‑56М со 
встроенным дифференциальным усилителем;

	— аналого-цифровой преобразователь E‑154 
фирмы L—Card;

	— ЭВМ;
	— цифровой вольтметр Mastech Mas830L.

Частота опроса АЦП составляла 10 Гц, реги-
страцию и запись эритрограмм осуществляли с по-
мощью программы LGraph2 фирмы L—Card.

Гемолиз эритроцитов осуществляли в  кюве-
тах с размерами 20 × 40 × 10 мм и рабочим объе-
мом 4 мл. Измерение светопропускания проводи-
ли при длине волны λ = 490 нм с использованием 
светофильтра N5, т. к. в этой области коэффици-
ент молярной экстинкции HbО2 минимален. При 
использовании данного спектрофотометрическо-
го метода регистрировали не сам гемолиз, а повре-
ждение мембран эритроцитов: светорассеяние сус-
пензии эритроцитов менялось за счет разрушения 
мембран и цитоскелета клеток.

Взвесь эритроцитов для изучения осмотиче-
ской резистентности получали методом половин-
ного разведения исходного раствора клеток крови 
в 0.9 % NaCl (D = 0.8 при λ = 490 нм) соответству-
ющими гипоосмотическими растворами хлорида 
натрия (табл. 1) с помощью механического дозато-
ра Biohit с постоянным объемом 2000 мкл.

За 100 % гемолиз принимали величину све-
торассеяния суспензии эритроцитов в  0.45 % 
(77.0 ммоль/л) растворе NaCl, которую измеряли 
через 5 мин. после добавления 100 мкл 0.1H рас-
твора HCl. В качестве контроля использовали сус-
пензию эритроцитов в 0.9 % растворе NaCl.

Для анализа структурно-функциональных 
свойств эритроцитов использовали интегральную 
эритрограмму, которая отображает процесс изме-
нения количества подвергнутых гемолизу клеток 
в единицу времени (G = f (t), %, рис. 3).
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		  Таблица 1 
Получение инкубационных гипоосмотических растворов путем 
половинного разведения исходного раствора эритроцитов

Концентрация исходного физио-
логического раствора (% / ммоль/л)

Концентрация гипоосмотического 
раствора для разведения (%)

Концентрация инкубационного 
раствора (%, ммоль/л)

0,9 / 154,0

0,10 0,50 / 85,55

0,12 0,51 / 87,26

0,14 0,52 / 88,98

0,16 0,53 / 90,69

0,18 0,54 / 92,40

0,20 0,55 / 94,11

Рис. 3. Интегральная кривая осмотического 
гемолиза эритроцитов:

1 — фаза сферуляции, 2 — максимальная скорость 
гемолиза (Vmax), 3 — время 50 % гемолиза (t50), 4 — 
конечная фаза гемолиза. По оси абсцисс  — время 
гемолиза (мин). По оси ординат — степень гемолиза 

эритроцитов (%)

Структурно-функциональное состояние эри-
троцитов оценивали по следующим параметрам 
интегральной эритрограммы:

t лат — латентное время гемолиза (с);
Gсф — относительное количество сфероцитов 

(%);
G30, G120, G180, G300  — относительное количе-

ство гемолизированных клеток за 30 с, 120 с, 180 
с и 300 с инкубации (%);

Gср — среднее относительное количество ге-
молизированных клеток (%) за период инкубации 
в диапазоне 1200÷1800 с (20÷30мин).

Данный метод позволяет регистрировать и ана-
лизировать изменения структурно-функциональ-
ных свойств эритроцитов с  высокой точностью 
(G ± 0.1 %, с точностью до секунды).

Статистическая обработка зарегистрирован-
ных показателей включала расчет средних значе-
ний (M, mean) и среднего квадратического откло-
нения (SD, standard deviation, стандартного откло-
нения). Для определения статистически значимых 
различий между анализируемыми средними зна-
чениями использовали результаты однофакторно-
го дисперсионного анализа (ANOVA) [13]. Стати-
стическую обработку проводили с помощью паке-
та программ Microsoft Excel.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ 
И ИХ ОБСУЖДЕНИЕ

По результатам проведенных исследований 
установлено, что при инкубации эритроцитов 
в 0.54 % растворе NaCl происходила сферуляция 
эритроцитов, которая в  среднем составила око-
ло 4 % относительной величины светорассеяния. 
Степень сферуляции эритроцитов в 0.55 % гипо-
осмотическом растворе NaCl не превышала одно-
го процента (рис. 2).

За 30 минут инкубации эритроцитов крови крыс 
в гипоосмотической среде средний процент гемо-
лизированных эритроцитов (Gср) составил 45.44 % 
в 0.50 % растворе NaCl, 23.20 % — в 0.51 % раство-
ре NaCl; 15.74 % — в 0.52 % растворе NaCl и около 
4 % — в 0.53 % растворе хлорида натрия (рис. 4).
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Рис. 4. Кинетика осмотического гемолиза эритроцитов крови крыс за 30 минут инкубации:
Gср — среднее относительное количество гемолизированных клеток (%) за период инкубации в диапазоне 1200÷1800 с 

(10÷30мин), G1200 — процент гемолизированных клеток за 20 мин инкубации относительно Gср

По результатам проведенного однофакторно-
го дисперсионного анализа (ANOVA) средних зна-
чений гемолизированных клеток в разных гипоос-
мотических условиях расчетный F-критерий зна-

чительно превышал критическое значение F для 
уровня значимости p < 0.001 при соответствую-
щих степенях свободы (df, табл. 2).

		  Таблица 2 
Результаты однофакторного дисперсионного анализа средних значений 

гемолизированных эритроцитов крови исследуемых крыс

Источник вариации SS df MS F F критическое

Между группами 22338,94 5 4467,79 44111,21 2,342

Внутри групп 7,29 72 0,101

Итого 22346,23 77

Обозначение: SS — сумма квадратов (Sum of Squares), df — степень свободы (degrees of freedom), MS — сред-
няя суммы квадратов (Mean Square), F — критерий Фишера.

Следовательно, в диапазоне концентраций от 
0.55 % до 0.50 % NaCl за 30 минут инкубации сред-
нее относительное количество гемолизированных 

клеток крови интактных крыс достоверно отлича-
лось (p < 0.001) в зависимости от гипоосмотиче-
ских условий.
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Анализируя кривую гемолиза, можно отметить, 
что в гипоосмотической среде в процесс гемолиза 
эритроциты крови крыс в основном вовлекались 
в первые 120 с от начала инкубации. Количество 

гемолизированных эритроцитов (G120) к этому мо-
менту составило 93.9 %, 84.2 %, 67.2 % и 28.8 % от 
средних значений (Gср) в диапазоне концентраций 
NaCl от 0.50 % до 0.53 %, соответственно (рис. 5).

Рис. 5. Кинетика осмотического гемолиза эритроцитов крови крыс за 5 минут инкубации

Скорость гемолиза зависела от концентрации 
гипоосмотического раствора и была максимальной 
при 0.50 % NaCl.

Анализируя эритрограммы в  начальный пе-
риод гемолитического процесса (первые 30 с ин-
кубации), установлено, что добавление гипоос-
мотических растворов к  суспензии эритроцитов 
вызывало сферуляцию, степень которой зависе-
ла от величины снижения осмомолярности рас-
твора и была максимальна в 0.50 % растворе NaCl 
(Gсф = –15.5 %, рис. 6).

Время начала гемолиза (tлат), которое являет-
ся мерой стойкости эритроцитов, также зависе-
ло от концентрации гипоосмотических растворов 
и было минимально (составило 4 с) в 0.50 % раство-
ре NaCl. В 0.53 % растворе хлорида натрия время 
начала гемолиза эритроцитов составляло 56—60 с.

За 30 с инкубации эритроцитов в гипоосмоти-
ческих растворах процент разрушенных клеток 
от Gср составил 87.9 % в 0.50 % NaCl, 71.8 % — 
в 0.51 % NaCl и 59.0 % — в 0.52 % NaCl.

Основные кинетические параметры гипоосмо-
тического гемолиза нормальных эритроцитов кро-
ви крыс-самцов представлены в таблице 3.

На основе результатов анализа кинетических 
параметров осмотического гемолиза интактных 
эритроцитов периферической крови крыс можно 
выделить популяции низко-, средне- и высокостой-
ких эритроцитов (рис. 7).

Таким образом, инкубация в гипоосмотических 
растворах с разной концентрации NaCl позволила 
дифференцировать и количественно оценить струк-
турно-функциональные свойства эритроцитов по 
их степени осмотической резистентности.
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Рис. 6. Кинетика осмотического гемолиза эритроцитов крови крыс за 30 с инкубации

Рис. 7. Популяционный состав интактных эритроцитов периферической крови крысы по степени осмоти-
ческой резистентности
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		  Таблица 3 
Основные кинетические параметры осмотического гемолиза нормальных эритроцитов

Раствор 
инкубации 

(%, ммоль/л)
Gсфмах (%) Tлат (с) G30/G30отн 

(%/%)
G120/G120отн 

(%/%)
G180/G180отн 

(%/%)
G300/G300отн 

(%/%)
Gср, Gсф ±SE 

(%)

1 2 3 4 5 6 7 8

0.50 %, 
85.55 ммоль/л 15,5 4 39,53/87,0 42,66/93,9 42,94/94,5 43,48/95,7 45,44 ± 0,30

0.51 %, 
87.26 ммоль/л 14,2 7 16,87/72,4 19,72/85,0 20,30/87,5 21,88/94,3 23,20 ± 0,80

0.52 %, 
88.98 ммоль/л 13,0 7 9,54/60,6 10,86/69,0 11,88/75,5 12,83/81,5 15,74 ± 0,66

0.53 %, 
90.69 ммоль/л 12,3 52 — 1,34/34,0 1,57/39,6 2,06/51,9 3,96 ± 0,45

0.54 %, 
92.40 ммоль/л 6,2 — — — –3,92 ± 0,58

0.55 %, 
94.11 ммоль/л 1,8 — — — –0,65 ± 0,21

Примечание: t лат — время латентного периода гемолиза (с); Gсфмах — максимальное количество сфероцитов 
(%); Gсф — среднее количество сфероцитов (%); G30, G120, G180, G300 — количество гемолизированных клеток за 30 
с, 120 с, 189 с и 300 с инкубации (%); G30отн, G120отн, G180отн, G300отн — количество гемолизированных клеток за 30 с, 
120 с, 189 с и 300 с инкубации в% от Gср; Gср — среднее относительное количество гемолизированных клеток за 
период инкубации в диапазоне 1200÷1800 с (10÷30мин) (%)

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
По результатам наших исследований инкуба-

ция суспензии эритроцитов периферической кро-
ви крыс в течение 30 мин в 0.50 % растворе NaCl 
не вызывала 100 % гемолиза. С одной стороны, это 
можно объяснить изменением осмомолярности ин-
кубационного раствора в процессе гемолиза низко- 
и среднестойких клеток. С другой стороны, отсут-
ствие гемолиза высокостойких эритроцитов может 
быть обусловлено таким структурно-функцио-
нальным состоянием плазмолеммы эритроцитов, 
при котором не происходит образования гемоли-
тической поры за счет ассоциации молекул band3. 
Можно предположить, что высокорезистентными 
клетками являются молодые эритроциты, не име-
ющие структурно-функциональных повреждений.

Известно, что в  течение 3—4 месячного пе-
риода жизни эритроцитов в кровотоке происходит 
их естественное старение, вызванное процессами 
свободно-радикального окисления, воздействи-
ем провосполительных и иных мембрано- и цито-
токсических факторов [21, 25]. Учитывая, что ге-

молиз эритроцитов в  наших исследованиях раз-
вивался в первые 120 с начала инкубации, можно 
предположить, что в гемолитический процесс во-
влекались клетки, уже имеющие «скрытые» повре-
ждения плазмолеммы или такие ее изменения, ко-
торые способствовали ассоциации band3 в гемо-
литическую пору. Таким образом, используемый 
нами кинетический метод определения осмотиче-
ской резистентности клеток позволяет оценивать 
популяционный состав эритроцитов перифериче-
ской крови с учетом их возрастных и иных физи-
ко-химических изменений.

По результатам наших исследований установ-
лено, что критическая точка осмотической рези-
стентности нормальных эритроцитов крови крыс 
соответствует 0.55—0.54 % растворам NaCl. На-
ходясь в  этих условиях в  предгемолитическом 
состоянии, эритроциты обладают максимальной 
чувствительностью к действию различных физи-
ко-химических факторов и являются удобной био-
логической моделью для исследования мембрано- 
и цитотоксичности.
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Abstract. The spectrophotometric method was used to register and analyze the kinetics of hypoosmotic hemoly-
sis of peripheral blood in 12 outbred male rats. Hypoosmotic conditions were created by half dilution of the ini-
tial suspension of erythrocytes in an isotonic solution with an optical density D = 0.8 at λ = 490 nm with NaCl 
solutions with concentrations of 0.10 %, 0.12 %, 0.14 %, 0.16 %, 0.18 %, 0.20 % and distilled water. Hemolysis 
of erythrocytes was recorded for 30 min at a wavelength of λ = 490 nm using ADC E‑154 from L—Card. It has 
been established that the critical point of osmotic resistance of intact rat peripheral blood erythrocytes corresponds 
to 0.55 %-0.54 % NaCl solutions. Under these conditions, erythrocytes are in a state of spherulation (at the pre-
hemolytic stage) and can serve as a convenient biological model for assessing the activity of pharmacological 
agents, membrane and cytotoxicity of xenobiotics. Based on the results of one-way analysis of variance (ANO-
VA), significant differences were established in the average relative number of hemolyzed cells in incubation solu-
tions of different hypoosmolarity. The revealed differences in the hypoosmotic resistance of erythrocytes are due 
to their structural and functional properties and can serve as criteria for assessing their population composition 
and accumulated latent damages to the plasmolemma.
Keywords: erythrocytes, erythrogram, peripheral blood, structural and functional properties of erythrocytes, plas-
molemma, hypoosmotic hemolysis, hypoosmotic resistance, rats
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The study of the structural and functional proper-
ties of blood erythrocytes in laboratory and farm ani-
mals is currently relevant, since the metabolic process-
es occurring in blood cells are an integral reflection of 
the body’s response to the action of stress and patho-
genic factors at the cellular and tissue levels [6, 10].

In clinical diagnostic and pharmacological stud-
ies, an erythrocyte is a convenient biological mod-
el for conducting toxicological analysis and studying 
pathogenetic mechanisms of various pathologies de-
velopment [1, 4, 5, 7, 8].

According to a number of authors, the erythrocyte 
plasmolemma is a structural component involved in all 
processes of their vital activity. Morphological and bio-
chemical rearrangements of the plasmolemma during 
the life cycle of an erythrocyte are elements of adaptive 
mechanisms that allow maintaining cellular homeosta-
sis and functional activity of these formed elements 
during their four-month stay in the bloodstream [1].

It has been established that the structure and in-
tegrity of the cytoplasmic membrane determines the 
viscoelastic properties of erythrocytes and their de-
formability. The unique biconcave shape and plastic 
properties of normocytes are provided by a special cy-
toskeleton, the proteins of which play a binding role 
with the components of the membrane and cytoplasm  
[14, 16, 20].

The band 3 protein (band3, anion exchanger AE1, 
SLC4A1 — solute carrier family 4 member 1) is one 
of the main proteins of the cytoskeleton. The cytoplas-
mic band3 N-domain binds cytoskeletal proteins to the 
cytoplasmic membrane through ankyrin and has bind-
ing sites for oxyhemoglobin and glycolytic enzymes.

The membrane C-domain can function as an an-
ion channel (AE1, anion exchanger 1), providing the 
exchange of bicarbonate ions for Cl¯, as well as the 
transport of O2, CO2, glucose, sulfates, oxalates, NO 
and water [1, 18] (Fig. 1).
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Fig. 1. Scheme of the erythrocyte membrane structure [26, p. 1433]:
b3 — band 3 protein, band3, AE1; GPA, GPC — glycophorins A and C; Rh complex — Rh factor isoantigen; Glut1 — glucose 

transporter; p55, 4.1, 4.2 — membrane cytoskeletal proteins

The resistance of erythrocytes to osmotic pressure 
is called osmotic resistance. According to the gener-
ally accepted concept of colloid-osmotic cell lysis, 
when erythrocytes are placed in hypoosmotic condi-
tions, their spherulation (swelling) first occurs, fol-
lowed by hemolysis itself (popping, bursting accord-
ing to Jay A.), during which intracellular material (ions 
and hemoglobin) is released through membrane or hole 
defects [3, 18, 23, 24].

As the results of studies by a number of authors 
have shown, the process of spherulation (hydration) of 
erythrocytes is determined by the properties and ac-
tivity of membrane ion transport systems (Na+/K+-AT-
Pase, Ca2+–ATPase, Na+/H+-pump, Na+/K+/Cl-trans-
porter, voltage-dependent anion channels) and aqua-
porin water channels (AQP1 and AQP3) [15, 22]. The 
rate of hypoosmotic hemolysis depends on the initial 
volume of erythrocytes, surface area and structural and 
functional properties of the plasmolemma [17, 22].

Based on the results of studying the molecular and 
cellular mechanisms of osmotic resistance of erythro-
cytes, it has been suggested that hypotonic hemolysis 
of cells is due to the formation of hemolytic pores in 
erythrocyte membranes with a size of at least 300 nm, 

in the formation of which band3 molecules are in-
volved (Fig. 2) [11, 12, 23, 24].

In modern studies, the spectrophotometric meth-
od for assessing structural and functional properties of 
human and animal erythrocytes is widely used accord-
ing to the end point (end point method): according to 
the degree of hemolyzed cells during their incubation 
for 20—30 minutes in hypoosmotic solutions with dif-
ferent concentrations of NaCl [2, 7, 9].

The objective of our work was to study the kinet-
ic parameters of hypoosmotic hemolysis of rat whole 
blood erythrocytes using digital spectrophotometry.

MATERIAL AND METHODS
The study was carried out on 12 outbred laboratory 

male rats weighing 180—200 g, which were kept in a 
vivarium with free access to water and food. Blood in a 
volume of up to 100 μl was taken from the rat tail vein 
using an insulin syringe, pre-washed with heparin (5000 
U/ml) and placed into 100 ml of saline (0.9 % NaCl) 
with pH = 7.4. To create the optimal pH, 0.1 mmol 
phosphate buffer (K2HPO4 and KH2PO4) was used. The 
erythrocyte suspension was adjusted with physiolog-
ical saline to an optical density of 0.8 at λ = 490 nm.
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Fig. 2. Scheme of hypoosmotic hemolysis of erythrocytes [considering 23, with changes]

The kinetics of osmotic hemolysis of erythrocytes 
was studied using the method of automatic registration 
of integral erythrograms. To register erythrograms, a 
hardware-software complex was used, including:

	— FEK‑56M photoelectric colorimeter with built-
in differential amplifier;

	— ADC E‑154 from L—Card;
	— computer;
	— digital voltmeter Mastech Mas830L.

The sampling rate of the ADC was 10 Hz; erythro-
grams were registered and recorded using the LGraph2 
software from L—Card.

Hemolysis of erythrocytes was carried out in cu-
vettes with dimensions of 20 × 40 × 10  mm and a 
working volume of 4 ml. Light transmission has been 

measured at a wavelength of λ = 490 nm using an N5 
light filter, because in this region, the molar extinction 
coefficient of HbO2 is minimal. When using this spec-
trophotometric method, it was not the hemolysis itself 
that was recorded, but damage to the erythrocyte mem-
branes: the light scattering of the erythrocyte suspen-
sion changed due to the destruction of the membranes 
and the cytoskeleton of the cells.

A suspension of erythrocytes for the study of os-
motic resistance was obtained by half dilution of the 
initial solution of blood cells in 0.9 % NaCl (D = 0.8 
at λ = 490  nm) with the corresponding hypoosmot-
ic sodium chloride solutions (Table 1) using a Bio-
hit mechanical dispenser with a constant volume of  
2000 µl.

		  Table 1 
Obtaining incubation hypoosmotic solutions by half dilution of the stock solution of erythrocytes

Сoncentration of stock physiological 
solution (% / mmol/L)

Concentration of hypoosmotic 
solution for dilution (%)

Concentration of incubation solution 
(%, mmol/L)

0.9 / 154.0

0.10 0.50 / 85.55

0.12 0.51 / 87.26

0.14 0.52 / 88.98

0.16 0.53 / 90.69

0.18 0.54 / 92.40

0.20 0.55 / 94.11

The light scattering value of the erythrocyte sus-
pension in 0.45 % (77.0 mmol/L) NaCl solution, which 
was measured in 5 min, was taken as 100 % hemoly-
sis, after adding 100 µl of 0.1N HCl solution. A sus-

pension of erythrocytes in 0.9 % NaCl solution was 
used as the control.

To analyze the structural and functional proper-
ties of erythrocytes, an integral erythrogram has been 
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used, which reflects the process of changing the num-
ber of cells subjected to hemolysis per unit time (G = f 
(t), %, Fig. 3).

Fig. 3. Integral curve of osmotic hemolysis of 
erythrocytes:

1 — phase of spherulation, 2 — maximum rate of hemo-
lysis (Vmax), 3 — time of 50 % hemolysis (t50), 4 — 
final phase of hemolysis. The x-axis shows the time of 
hemolysis (min). The y-axis shows the degree of hemo-

lysis of erythrocytes (%)

The structural and functional state of erythrocytes 
was assessed by the following parameters of the inte-
gral erythrogram:

tlat — latent time of hemolysis (s);
Gsph — relative number of spherocytes (%);
G30, G120, G180, G300 — relative amount of hemo-

lyzed cells for 30 s, 120 s, 180 s and 300 s of incuba-
tion (%);

Gav  — average relative number of hemolyzed 
cells (%) during the incubation period in the range of 
1200÷1800 s (20÷30 min).

This method allows to register and analyze chang-
es in the structural and functional properties of erythro-
cytes with high accuracy (G ± 0.1 %, up to a second).

Statistical processing of the registered indicators 
included the calculation of mean values (M, mean) and 
standard deviation (SD, standard deviation, standard 
deviation). To determine statistically significant dif-
ferences between the analyzed mean values, we used 
the results of one-way analysis of variance (ANOVA) 
[13]. Statistical processing was carried out using the 
Microsoft Excel software package.

RESULTS AND DISCUSSION
According to the results of the studies, it was found 

that during the incubation of erythrocytes in a 0.54 % 
NaCl solution, erythrocyte spherulation occurred, 
which on average amounted to about 4 % of the rel-
ative value of light scattering. The degree of erythro-
cyte spherulation in 0.55 % NaCl hypoosmotic solu-
tion did not exceed 1 % (Fig. 2).

For 30 minutes of incubation of rat blood erythro-
cytes in a hypoosmotic medium, the average percent-
age of hemolyzed erythrocytes (Gav) was 45.44 % in 
0.50 % NaCl solution, 23.20 % — in 0.51 % NaCl solu-
tion, 15.74 % — in 0.52 % NaCl solution, and about 
4 % — in 0.53 % sodium chloride solution (Fig. 4).

According to the results of the one-way analysis 
of variance (ANOVA) of the average values of hemo-
lyzed cells under different hypoosmotic conditions, 
the calculated F-criterion significantly exceeded the 
critical value of F for the significance level p < 0.001 
at the corresponding degrees of freedom (df, Table 2).

Therefore, in the concentration range from 0.55 % 
to 0.50 % NaCl for 30 minutes of incubation, the av-
erage relative amount of hemolyzed blood cells of in-
tact rats differed significantly (p < 0.001) depending 
on hypoosmotic conditions.

Analyzing the curve of hemolysis, it can be noted 
that in the hypoosmotic medium, rat blood erythrocytes 
were mainly involved in the process of hemolysis in 
the first 120 s from the start of incubation. The num-
ber of hemolyzed erythrocytes (G120) by this moment 
was 93.9 %, 84.2 %, 67.2 % and 28.8 % of the mean 
values (Gav) in the range of NaCl concentrations from 
0.50 % to 0.53 %, respectively (Fig. 5).

		  Table 2 
Results of the one-way analysis of variance of the mean blood values of hemolyzed erythrocytes in the studied rats

Source of Variation SS df MS F F critical

Between groups 22338.94 5 4467.79 44111.21 2.342

Within groups 7.29 72 0.101

Total 22346.23 77

Notation: SS — sum of squares, df — degrees of freedom, MS — Mean Square, F — Fisher criterion
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Fig. 4. Kinetics of osmotic hemolysis of rat blood erythrocytes for 30 minutes of incubation:
Gav — average relative number of hemolyzed cells (%) for the incubation period in the range of 1200÷1800 s (10÷30min), 

G1200 — percentage of hemolyzed cells for 20 min of incubation relative to Gav

Fig. 5. Kinetics of osmotic hemolysis of rat blood erythrocytes for 5 minutes of incubation
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The rate of hemolysis depended on the concentra-
tion of the hypoosmotic solution and was maximum 
at 0.50 % NaCl.

Analyzing erythrograms in the initial period of the 
hemolytic process (the first 30 s of incubation), it was 

found that the addition of hypoosmotic solutions to the 
erythrocyte suspension caused spherulation, the degree 
of which depended on the magnitude of the decrease in 
the solution osmolarity and was maximum in 0.50 % 
NaCl solution (Gsph = –15.5 %, Fig. .6).

Fig. 6. Kinetics of osmotic hemolysis of rat blood erythrocytes for 30 s of incubation

The onset time of hemolysis (tlat), which is a mea-
sure of erythrocyte resistance, also depended on the 
concentration of hypoosmotic solutions and was min-
imal (4 s) in 0.50 % NaCl solution. In 0.53 % sodium 
chloride solution, the onset of hemolysis of erythro-
cytes was 56—60 s. For 30 s of erythrocyte incubation 
in hypoosmotic solutions, the percentage of destroyed 
cells from Gav was 87.9 % in 0.50 % NaCl, 71.8 % — 
in 0.51 % NaCl, and 59.0 % — in 0.52 % NaCl.

The main kinetic parameters of hypoosmotic he-
molysis of normal blood erythrocytes in male rats are 
presented in Table 3.

Based on the results of the analysis of the kinet-
ic parameters of osmotic hemolysis of intact rat pe-
ripheral blood erythrocytes, populations of low-, me-
dium-, and highly resistant erythrocytes can be distin-
guished (Fig. 7).

Thus, incubation in hypoosmotic solutions with 
different concentrations of NaCl made it possible to 

differentiate and quantify the structural and function-
al properties of erythrocytes according to their degree 
of osmotic resistance.

CONCLUSION
According to the results of our studies, incubation 

of a suspension of rat peripheral blood erythrocytes 
for 30 min in a 0.50 % NaCl solution did not cause 
100 % hemolysis. On the one hand, this can be ex-
plained by a change in the osmolarity of the incuba-
tion solution during the hemolysis of low- and medi-
um-resistant cells. On the other hand, the absence of 
hemolysis of highly resistant erythrocytes may be due 
to such a structural and functional state of the erythro-
cyte plasmolemma, in which there is no formation of 
a hemolytic pore due to the association of band3 mol-
ecules. It can be assumed that highly resistant cells 
are young erythrocytes that do not have structural and 
functional damage.
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Fig. 7. Population composition of peripheral blood intact erythrocytes in rats according to the degree of osmotic 
resistance

		  Table 3 
Basic kinetic parameters of osmotic hemolysis of normal erythrocytes

Incubation 
solution (%, 

mmol/L)
Gsphmax (%) Tlat (с) G30/G30rel 

(%/%)
G120/G120rel 

(%/%)
G180/G180rel 

(%/%)
G300/G300rel 

(%/%)

Gav, 
Gsph ± SE 

(%)

1 2 3 4 5 6 7 8

0.50 %, 
85.55 mmol/L 15.5 4 39.53/87.0 42.66/93.9 42.94/94.5 43.48/95.7 45.44 ± 0.30

0.51 %, 
87.26 mmol/L 14.2 7 16.87/72.4 19.72/85.0 20.30/87.5 21.88/94.3 23.20 ± 0.80

0.52 %, 
88.98 mmol/L 13.0 7 9.54/60.6 10.86/69.0 11.88/75.5 12.83/81.5 15.74 ± 0.66

0.53 %, 
90.69 mmol/L 12.3 52 — 1.34/34.0 1.57/39.6 2.06/51.9 3.96 ± 0.45

0.54 %, 
92.40 mmol/L 6.2 — — — –3.92 ± 0.58

0.55 %, 
94.11 mmol/L 1.8 — — — –0.65 ± 0.21

Note: tlat — time of the latent hemolysis period (s); Gsphmax — maximum number of spherocytes (%); Gsph — average 
number of spherocytes (%); G30, G120, G180, G300 — number of hemolyzed cells for 30 s, 120 s, 189 s and 300 s of incuba-
tion (%); G30rel, G120rel, G180rel, G300rel — number of hemolyzed cells for 30 s, 120 s, 189 s and 300 s from incubation in% of 
Gav; Gav — average relative number of hemolyzed cells during the incubation period in the range of 1200÷1800 s (10÷30 
min) (%)
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It is known that during 3—4‑month period of eryth-
rocyte life in the bloodstream, their natural aging oc-
curs, caused by free-radical oxidation processes, ex-
posure to pro-inflammatory and other membrane- and 
cytotoxic factors [21, 25]. Considering that hemoly-
sis of erythrocytes in our studies developed in the first 
120 s from the beginning of incubation, it can be as-
sumed that the hemolytic process involved cells that 
already had “hidden” damage to the plasmolemma or 
such changes in it that contributed to band3 associa-
tion into the hemolytic pore. Thus, the kinetic meth-
od used by us for determining the osmotic resistance 
of cells makes it possible to evaluate the population 
composition of peripheral blood erythrocytes, taking 
into account their age-related and other physicochem-
ical changes.

According to the results of our studies, it has been 
found that the critical point of the osmotic resistance 
of normal rat blood erythrocytes corresponds to 0.55—
0.54 % NaCl solutions. Being in these conditions in a 
pre-hemolytic state, erythrocytes have maximum sen-
sitivity to the action of various physicochemical fac-
tors and are a convenient biological model for study-
ing membrane and cytotoxicity.
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 УСЛОВИЯ ПУБЛИКАЦИИ 
И ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ СТАТЕЙ

УВАЖАЕМЫЕ КОЛЛЕГИ!
Редакция журнала «Ветеринарный фармакологический вестник» Всероссийского научно-исследо-

вательского ветеринарного института патологии, фармакологии и терапии Россельхозакадемии пригла-
шает научных сотрудников, преподавателей вузов, соискателей ученых степеней и практикующих спе-
циалистов для публикации результатов экспериментальных исследований, теоретических и обзорных 
статей, касающихся актуальных вопросов ветеринарной фармакологии.

Цель журнала «Ветеринарный фармакологический вестник» — представление основных направле-
ний развития ветеринарной фармакологии, привлечение внимания научных работников и специалистов 
к актуальным проблемам, продвижение инновационных разработок.

Основные тематические направления журнала:
1. Экспериментальная фармакология.
2. Клиническая фармакология.
3. Биохимическая и молекулярная фармакология.
4. Фармация.
5. Новые лекарственные средства и препараты для терапии и профилактики болезней.
6. Средства зоогигиены, дезинфекции, дезинсекции и дератизации.
7. Лечебные премиксы и кормовые добавки.
8. Патофизиология, патобиохимия и экспериментальная терапия.
Тематическое содержание журнала может меняться в зависимости от текущих задач науки и практики.

УСЛОВИЯ ПУБЛИКАЦИИ
Авторам необходимо предоставить в редакцию следующие материалы:
1. Статью, оформленную в  соответствии с  требованиями, на почту vetfarm.journal@yandex.ru 

(«В редакцию журнала «Ветеринарный фармакологический вестник»).
Материал, предлагаемый для публикации, должен быть тщательно отредактирован и подписан 

всеми авторами.
Статьи, направляемые в редакцию, проходят рецензирование и выносятся на рассмотрение редкол-

легии. При необходимости редакция связывается с авторами по телефону или электронной почте. По 
результатам обсуждения принимается решение о возможности включения статьи в журнал, об отказе 
или доработке.

Статья, направленная автору на доработку, должна быть возвращена в исправленном виде в макси-
мально короткие сроки. К рукописи необходимо приложить письмо от авторов, содержащие ответы на 
все замечания. Статья, требующая повторной доработки, рассматривается как вновь поступившая. При 
этом датой поступления считается дата получения редакцией окончательного варианта статьи.

Плата с авторов за публикацию не взимается.
Авторское вознаграждение за размещение статей в печатной и электронной версии журнала авто-

рам статей не выплачивается.
Материалы, поступившие в редакцию, авторам не возвращаются.
2. Сведения об авторах:
Фамилия, имя, отчество
Ученая степень
Ученое звание
Должность
Полное название организации
Адрес, телефон, e-mail
Отдельно необходимо указать лицо и его контактные данные, с которым редакция будет вести пере-

говоры и переписку.
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Условия публикации и правила оформления статей 

3. Направление от учреждения, в котором выполнена работа по форме:

В редакцию журнала 
«Ветеринарный фармакологический вестник»

Прошу (просим) опубликовать в открытой печати мою (нашу) статью «______________________
____________________________________________________________________________________».

Материалы статьи частично или полностью не были ранее опубликованы*.
Авторы подтверждают достоверность и оригинальность материалов, изложенных в статье; дают 

согласие на сбор, обработку и распространение своих персональных данных в соответствии с требо-
ваниями Федерального закона № 152-ФЗ от 27 июля 2006 года «О персональных данных»; гаранти-
руют, что не нарушают ничьих авторских прав; не включают материалы, не подлежащие к публика-
ции в открытой печати в соответствии с действующим законодательством Российской Федерации.

Вместе со статьей автор передает редакции на неограниченный срок следующие права: право на 
размещение, воспроизведение и распространение статьи любым способом; право на переработку ста-
тьи и внесение изменений в статью; право на публичное использование материалов статьи и демон-
страцию их в информационных, рекламных и прочих целях.

Также авторы подтверждают, что согласны с правилами редакции по подготовке рукописи к из-
данию. После публикации ее цитирование возможно только со ссылкой на журнал «Ветеринарный 
фармакологический вестник».

_____________________________
_____________________________
подпись (подписи) автора (авторов)

_____________________________
_____________________________
фамилия, имя, отчество

Подпись (подписи) _________________________________заверяю.
_________________________________
подпись и ФИО лица, заверившего подписи
М.П. организации
«___»_________________г.

	 *	Если были опубликованы частично, то указать название издания, год выпуска, номер, страницы.

Для ускорения публикации статьи в редакцию необходимо предоставить рецензию доктора наук, за-
веренную в отделе кадров по месту работы.

ПРАВИЛА ОФОРМЛЕНИЯ СТАТЕЙ
Текст статьи объемом до 15 страниц предоставляется в программе Microsoft Word: шрифт — Times 

New Roman, кегль — 14 пт, межстрочный интервал — 1,5, абзацный отступ — 1,25, без переносов. Фор-
мат страницы — А4; поля: левое — 3 см, верхнее, правое и нижнее — 2 см.

Элементами издательского оформления статей являются:
	— сведения об издании, в котором опубликована статья;
	— название рубрики или раздела издания;
	— тип статьи (научная статья, обзорная статьи, редакционная статья, дискуссионная статья, персона-

лии, редакторская заметка, рецензия на книгу, рецензия на статью, спектакль и т. п., краткое сообщение);
	— индекс Универсальной десятичной классификации (УДК);
	— цифровой идентификатор объекта (Digital Object Identifier — DOI); его приводят по ГОСТ Р ИСО 

26324 и располагают после индекса УДК отдельной строкой слева. В конце DOI точку не ставят;
	— заглавие статьи;
	— подзаголовочные данные статьи;
	— сведения об авторе (авторах);
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	— аннотация (резюме);
	— ключевые слова (словосочетания);
	— благодарности;
	— знак охраны авторского права;
	— перечень затекстовых библиографических ссылок;
	— сведения о продолжении или окончании статьи;
	— приложение (приложения);
	— примечания;
	— дата поступления рукописи в редакцию издания, дата одобрения после рецензирования, дата при-

нятия статьи к опубликованию.
Дополнительно могут быть приведены:

	— библиографическая запись на статью для дальнейшего цитирования;
	— сведения о вкладе каждого автора, если статья имеет несколько авторов;
	— указание об отсутствии или наличии конфликта интересов и детализация такого конфликта в слу-

чае его наличия.
Слова и словосочетания в элементах издательского оформления статьи не сокращают, кроме сведе-

ний об ученой степени и звании автора, слов и словосочетаний в библиографических ссылках и спис-
ках по ГОСТ 7.11, ГОСТ Р 7.0.12.

Основной текст статьи может быть структурирован и состоять из следующих частей:
	— введение;
	— текст статьи (с выделением разделов «Материалы и методы», «Результаты», «Обсуждение» и др.);
	— заключение.

Допускается деление основного текста статьи на тематические рубрики и подрубрики.
Надписи и подписи к иллюстративному материалу приводят на языке текста статьи и, как правило, 

повторяют на английском языке. Основной текст статьи в издании может быть только на одном языке. 
Смешивать в одной статье текст на двух языках не допускается.

До основного текста статьи приводят на языке текста статьи и затем повторяют на английском язы-
ке следующие элементы издательского оформления: сведения об издании, в котором опубликована ста-
тья, название рубрики или раздела, тип статьи, ее заглавие и подзаголовочные данные, основные сведе-
ния об авто-ре (авторах), аннотацию, ключевые слова, благодарности, библиографическую запись для 
цитирования. Имена приводят в транслитерированной форме на латинице по ГОСТ 7.79 или в той фор-
ме, в какой ее установил автор или редакция издания.

После основного текста статьи приводят на языке текста статьи и затем повторяют на английском 
языке следующие элементы издательского оформления: дополнительные сведения об авторе (авторах), 
сведения о вкладе каждого автора, указание об отсутствии или наличии конфликта интересов и детали-
зация такого конфликта в случае его наличия, а также даты поступления рукописи в редакцию, одобре-
ния после рецензирования, принятия статьи к опубликованию.

Основные сведения об авторе содержат:
	— имя, отчество, фамилию автора (полностью);
	— наименование организации (учреждения), ее подразделения, где работает или учится автор (без 

обозначения организационно-правовой формы юридического лица: ФГБУН, ФГБОУ ВО, ПАО, АО и т. п.);
	— адрес организации (учреждения), ее подразделения, где работает или учится автор (город и страна);
	— электронный адрес автора (e-mail);
	— открытый идентификатор ученого (Open Researcher and Contributor ID — ORCID) (при наличии). 

Адрес организации (учреждения), где работает или учится автор, может быть указан в полной форме. 
Электронный адрес автора приводят без слова «e-mail», после электронного адреса точку не ставят. 
ORCID приводят в форме электронного адреса в сети Интернет. В конце ORCID точку не ставят. На-
именование организации (учреждения), ее адрес, электронный адрес и ORCID автора отделяют друг от 
друга запятыми.

В случае, когда автор работает (учится) в нескольких организациях (учреждениях), сведения о каж-
дом месте работы (учебы), указывают после имени автора на разных строках и связывают с именем с по-
мощью надстрочных цифровых обозначений.

Условия публикации и правила оформления статей 
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Если у статьи несколько авторов, то сведения о них приводят с учетом нижеследующих правил. Име-
на авторов приводят в принятой ими последовательности.

Автор, ответственный за переписку, и его электронный адрес могут быть обозначены условным изо-
бражением конверта, в электронных изданиях — также и другими средствами, реализуемыми программ-
ным обеспечением публикации издания.

Возможно приведение электронного адреса только одного автора, с которым планируется перепис-
ка, или отдельное указание автора для корреспонденции по форме: «Автор, ответственный за перепис-
ку:» («Corresponding author:»).

Дополнительные сведения об авторе (авторах) могут содержать:
	— полные имена, отчества и фамилии, электронные адреса и ORCID авторов, если они не указаны 

на первой полосе статьи;
	— ученые звания;
	— ученые степени;
	— другие, кроме ORCID, международные идентификационные номера авторов. Дополнительные 

сведения об авторе (авторах) приводят с предшествующими словами «Информация об авторе (авто-
рах)» («Information about the author (authors)») и указывают в конце статьи после «Списка источников».

Сведения о месте работы (учебы), электронные адреса, ORCID авторов указывают после имен ав-
торов на разных строках и связывают с именами с помощью надстрочных цифровых обозначений Ин-
декс УДК располагается в левом верхнем углу без абзацного отступа.

Далее без абзацного отступа располагается название статьи — заглавными буквами, полужирным 
шрифтом, выравнивание по центру.

Фамилия, имя, отчество автора — без абзацного отступа, по центру, строчными буквами, полужир-
ным шрифтом.

Аннотацию формируют по ГОСТ Р 7.0.99. Объем аннотации не превышает 250 слов. Перед аннота-
цией приводят слово «Аннотация» («Abstract»).

Ключевые слова (словосочетания) должны соответствовать теме статьи и отражать ее предметную, 
терминологическую область. Не используют обобщенные и многозначные слова, а также словосочета-
ния, содержащие причастные обороты.

Количество ключевых слов (словосочетаний) не должно быть меньше 3 и больше 15 слов (словосо-
четаний). Их приводят, предваряя словами «Ключевые слова:» («Keywords:»), и отделяют друг от дру-
га запятыми. После ключевых слов точку не ставят. 

После ключевых слов приводят слова благодарности организациям (учреждениям), научным руко-
водителям и другим лицам, оказавшим помощь в подготовке статьи, сведения о грантах, финансирова-
нии подготовки и публикации статьи, проектах, научно-исследовательских работах, в рамках или по ре-
зультатам которых опубликована статья.

Эти сведения приводят с предшествующим словом «Благодарности:». На английском языке слова 
благодарности приводят после ключевых слов на английском языке с  предшествующим словом 
«Acknowledgments:».

Текст статьи должен включать введение (без указания названия раздела), материалы и методы, ре-
зультаты исследований, обсуждение и выводы (заключение).

Библиографическую запись для пристатейного библиографического списка составляют по ГОСТ 
7.80, ГОСТ Р 7.0.100.. Ссылки на источники даются по тексту цифрой в квадратных скобках и указыва-
ются в порядке цитирования. В списке литературы желательно наличие как минимум 20 % иностран-
ных источников и включение в список современных авторов.

Таблицы должны быть выполнены в Microsoft Word и содержать статистически обработанный ма-
териал. Каждая таблица должна иметь номер, тематический заголовок и ссылку в тексте.

Графики, диаграммы, рисунки и фотографии необходимо предоставлять в формате jpeg, tif или gif 
(с разрешением не менее 300 точек) с соответствующими подписями и пронумерованными.

Сокращения терминов, отличные от нормированных, должны приводиться только после упомина-
ния в тексте их полного значения.

Единицы измерений даются в соответствии с Международной системой СИ по ГОСТ 8.417—2002 
«Единицы величин».




