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Геропротективные пептиды обладают рядом сти�
мулирующих эффектов, проявляющихся как на
уровне различных органов и систем, так и на моле�
кулярно�генетическом уровне [1,3,5]. Показано, что
пептидные препараты тимуса обладают иммуно�
модулирующим и противовоспалительным дейст�
вием, препараты эпифиза проявляют выраженное
антиоксидантное действие и применяются не толь�
ко в лечении возрастной патологии, но и при раз�
личных стрессорных воздействиях на организм
[4,6,10,11]. Однако механизмы антиоксидантного
и противовоспалительного действия пептидных
биорегуляторов на уровне генома до сих пор не�
достаточно изучены.

Целью данной работы являлось исследование
пептидной регуляции генома в модели язвы же�
лудка. Выбор указанной модели обусловлен тем,
что язвенная болезнь сопровождается наруше�
нием функционирования белков антиоксидантной
и противовоспалительной систем организма [9].

МЕТОДИКА ИССЛЕДОВАНИЯ

Исследование проведено на самцах крыс линии
Sprague�Dawley (n=32) массой 180�220 г, разделен�
ных на 4 равные группы: 1�я группа — интактные

крысы, 2�я — моделирование язвы+физиологичес�
кий раствор, 3�я — моделирование язвы+пептид
Т�34 (Glu�Asp�Gly) и 4�я — моделирование язвы+
антибиотик клацид.

Язву моделировали путем 3�кратного введения
в желудок крысы через каждые 4 ч цистамина�HCl
(“Aldrich”, Milwannee, WI) в дозе 25 мг/100 г массы
тела. При этом язва размером 28.0±3.5 мм2 воз�
никала на границе антрального и фундального от�
делов желудка через 12 ч после последнего вве�
дения. Одновременно с первым введением цис�
тамина�HCl в желудок крысы вводили культуру
Helicobacter pylori (“Curtin Matheson Scientific Inc.”,
штамм Cag J117, 100 микробных клеток).

Пептид Т�34 вводили подкожно в дозе 0.5 мкг
в 0.5 мл физиологического раствора в течение
5 сут с момента возникновения язвы. Антибиотик
клацид (Clarithromycin, “Abbott”) вводили внутри�
мышечно в дозе 10 мг в 1 мл физиологического
раствора в течение 5 сут с момента возникнове�
ния язвы.

Материал для исследования брали из края
язвы на 7�е сутки (для вестерн�блоттинга и ПЦР
в режиме реального времени (ПЦР�РВ), а также
на 7�е и 21�е сутки для морфологического иссле�
дования.

В качестве сигнальных молекул, экспрессия
которых отражает биохимические нарушения в
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стенке желудка и репаративные изменения при раз�
витии язвенной деструкции, были выбраны конс�
титутивная и индуцибельная NO�синтазы (cNOS и
iNOS), белок теплового шока HSP70 и транскрип�
ционный фактор NF�κBp65 [5,9]. Экспрессия этих
факторов изучалась методом вестерн�блоттинга.
Пробы подвергали электрофорезу в одномерных
пластинках геля на листах из нитроцеллюлозы с
диаметром пор 0.45 мкм (“Millipore”) с использова�
нием губок с абразивным покрытием (“Scotch�
Brite”).

Электрофоретическая камера с листом нитро�
целлюлозы содержала 0.7% уксусной кислоты,
градиент напряжения 6 В/см поддерживался в те�
чение 1 ч. Листы обрабатывали 3% БСА в физио�
логическом растворе (0.9% NaCl/10 мМ трис�HCl
рН 7.4) в течение 1 ч при 40оC, затем промывали
в физиологическом растворе и инкубировали с
антителами (“Biorad”), вновь промывали 5 раз в
течение 30 мин, затем инкубировали со вторич�
ными антителами. Визуализацию меченых пятен
проводили изотиоцианатом флюоресцеина, свя�
занным с пероксидазой хрена (1:100, “Fluca”) в те�
чение 30 мин при комнатной температуре, затем
пятна фотографировали в длинноволновом УФ�
излучении с использованием желтого фильтра.

Поскольку имеются данные о том, что эффекты
действия пептидных геропротекторов проявляются
на уровне экспрессии генов, нами был использо�
ван метод ПЦР�РВ [2,7,8]. Экспрессию матричной
РНК (мРНК) определяли для антиоксидантного
фермента супероксиддисмутазы (SOD), фактора
некроза опухоли TNF�α и циклооксигеназы Сох�2.
ПЦР�РВ проводили в 25 мкл смеси, содержавшей
буфер (40 мМ Трис�HCl pH 8.0, 2.5 мМ MgCl2, 25 мМ
KCl); 20 фмоль ДНК; 1 ед. активированной Taq�ДНК
полимеразы, по 0.5 пмоль каждого из праймеров,
меченных соответствующим донорным и акцептор�
ным флюорохромом. ПЦР�РВ проводили в ДНК�
амплификаторе “iCycler iQ” (“Bio�Rad”). Денатурация
двуцепочечной ДНК в 1 цикле велась при 94оС в
течение 30 с, затем следовал отжиг праймеров и
их удлинение в течение 10 с при 45оС с регистра�
цией флюоресценции, денатурация целевого про�
дукта проводилась при 80оС в течение 10 с, коли�
чество циклов составило 25. Электрофоретичес�
кий контроль продуктов ПЦР�РВ проводили в 8%
ПААГ в трис�ацетатном буфере рН 7.8 в недена�
турирующих условиях при градиенте напряжения
4 В на 1 см длины геля в приборе вертикального
типа в течение 4 ч. Гель после окрашивания бро�
мистым этидием фотографировали на системе
“Gel Camera System” (“UVP, Inc.”).

Для морфологического исследования кусочки
стенки желудка из края язвы фиксировали в 10%

нейтральном формалине pH 7.2, затем обезвожи�
вали в автоматической станции “Leica TP1020” и
заливали в парафин. Парафиновые срезы толщиной
5 мкм помещали на предметные стекла, покрытые
пленкой из поли�L�лизина (“Sigma”). Для обзорно�
го изучения срезы окрашивали гематоксилином
и эозином и пикрофуксином по Ван�Гизону.

РЕЗУЛЬТАТЫ ИССЛЕДОВАНИЯ

Морфологическое и молекулярное исследование
выявило, что патологические изменения, характе�
ризующие развитие язвы желудка, непосредст�
венно связаны с экспрессией белков антиокси�
дантной и противовоспалительной систем.

У животных 2�й группы на 7�е сутки от начала
наблюдения язва оставалась таких же размеров,
как и на 1�е сутки с момента индукции. Отмечал�
ся выраженный перифокальный отек, а стенки
язвы были покрыты фибринозно�некротическим
налетом с признаками хронического воспаления
и мелкими эрозиями. На дне язвы выявлялся ши�
рокий лейкоцитарно�некротический слой, под кото�
рым располагалась грануляционная ткань с повы�
шенным количеством тонкостенных кровеносных
сосудов и преобладанием фибробластов. В более
глубоких отделах грануляционной ткани выявля�
лись коллагеновые волокна с частично упорядо�
ченным ходом и небольшим количеством сосудов.
В подлежащем к зоне некроза и более глубоких
слоях грануляционной ткани отмечалась выражен�
ная диффузная воспалительная инфильтрация с
преобладанием нейтрофилов.

На 21�е сутки эксперимента язвенные дефек�
ты слизистой оболочки желудка во 2�й группе сохра�
нялись (рис. 1, а). Дно язвы было покрыто тонким
некротическим слоем и диффузно инфильтриро�
вано лейкоцитами. В подлежащем слое созреваю�
щая грануляционная ткань имела частично упоря�
доченный ход коллагеновых волокон и умеренно
выраженную воспалительную инфильтрацию гис�
тиоцитами, лимфоцитами и нейтрофилами.

В 3�й группе (введение пептида Т�34) на 7�е сут�
ки после индукции язвы отмечалось уменьшение
не только площади язвенного дефекта, но и его
глубины, а также очищение дна язвы от некро�
тических масс и уменьшение воспаления вокруг
язвы. При гистологическом исследовании язвы
желудка лейкоцитарно�некротический слой был
более тонким. Подлежащий слой был представ�
лен созревающей грануляционной тканью с боль�
шим количеством сосудов и умеренно выражен�
ной диффузной лейкоцитарной инфильтрацией
преимущественно из гистиоцитов, лимфоцитов и
нейтрофилов. В зоне краев язвенного дефекта
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определялись кистозно�расширенные железы с
пролиферацией эпителиоцитов.

На 21�е сутки после введения пептида Т�34
язвенные дефекты не были выявлены (рис. 1, б).
Слизистая оболочка желудка была равномерно
эпителизирована и имела розовую окраску. Отме�
чалась эпителизация язвенного дефекта. В слизис�
той оболочке язвенных дефектов не выявлялось,
обнаруживались лишь зоны, в которых опреде�
лялись железистые полости, выстланные проли�
ферирующим эпителием. В подлежащей строме
слизистой выявлялась фиброзная ткань с упоря�
доченным ходом коллагеновых волокон и слабо

выраженной воспалительной лимфоидно�гистио�
цитарной инфильтрацией. Введение антибиотика
клацида (4�я группа) как на 7�е, так и на 21�е сутки
эксперимента оказывало тот же эффект, что и
введение пептида Т�34.

Вестерн�блоттинг показал, что экспрессия всех
изученных сигнальных молекул в образцах сли�
зистой оболочки из края язвы желудка на 7�е сут�
ки после ее индукции достоверно возрастает в 3�
5 раз по сравнению с нормальной слизистой обо�
лочкой интактных животных (рис. 2). Усиление
экспрессии обоих форм NOS, HSP70 и p65 в об�
ласти язвы желудка свидетельствует об индукции
синтеза провоспалительных цитокинов, усилении

Рис. 1. Патоморфоз индуцированной язвы желудка.
а — язва на 21�е сутки без введения пептидов, б — полная эпителизация язвы на 21�е сутки после введения пептида Т�34.

Рис. 3. Экспрессия мРНК сигнальных молекул в слизис�
той оболочке желудка. Значения экспрессии представлены
в усл. ед., отражающих насыщенность окраски геля.
Светлые столбики — TNF�α, темные — SOD, заштрихо�
ванные — Cox�2.

Рис. 2. Экспрессия сигнальных молекул в слизистой обо�
лочке желудка. Уровень экспрессии выражен в % по от�
ношению к контролю, принятому за 100% (пунктир).
Светлые столбики — язва желудка (2�я группа), темные —
язва желудка+пептид Т�34 (3�я группа), заштрихованные —
язва желудка+клацид (4�я группа).
Здесь и на рис. 3: *p<0.05 по сравнению с соответствующим
показателем в контроле.
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апоптоза и избыточном развитии свободноради�
кальных реакций, что является признаком пато�
логического процесса.

Пептид Т�34 оказывал репарационное дейст�
вие на слизистую оболочку желудка, что выража�
лось в достоверном снижении экспрессии обеих
форм NOS, HSP70 и p65 до контрольного уровня
(рис. 2). Аналогичным действием обладал анти�
биотик клацид.

Таким образом, по данным морфологического
и молекулярного исследования можно сделать вы�
вод о том, что репарационный эффект пептида Т�34
связан с нормализацией синтеза указанных белков.

ПЦР�РВ позволила установить, что при индук�
ции язвы на 7�е сутки в образцах слизистой обо�
лочки из ее края относительно контроля досто�
верно возрастает экспрессия мРНК, кодирующей
синтез SOD, TNF�α и Cox�2 (рис. 3), что свидетельст�
вует об изменении экспрессии генов, продуктами
которых являются белки, участвующие в антиок�
сидантной и антиапоптотической защите.

Применение пептида Т�34 приводит к сниже�
нию синтеза мРНК, продуктами которых являются
SOD, TNF�α и Cox�2 до контрольного уровня, что
свидетельствует о том, что в основе репарационно�
го эффекта исследуемого пептида на язву желудка
лежит его регуляция экспрессии генов, продуктами
которых являются белки системы антиоксидант�
ной защиты и воспалительной реакции.

Следует отметить, что антибиотик клацид хо�
тя и снижал экспрессию исследуемых мРНК по срав�
нению со 2�й группой, однако ни один из показа�
телей не достигал контрольных значений (рис. 3).

Репарационный эффект пептида Т�34 при его воз�
действии на язву желудка на генном уровне был
выражен сильнее.

Таким образом, в основе механизма репара�
ционного действия пептида Т�34 на язву желудка
лежит его способность регулировать экспрессию
генов, кодирующих белки системы антиоксидант�
ной защиты и воспалительных реакций.
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