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Аннотация

Работа посвящена оценке антифиброзных свойств производного пиримидина ксимедона 
(1,2-дигидро-4,6-диметил-1-(2-гидроксиэтил)-пиримидин-2-она) и его конъюгата с L-аскорбиновой 
кислотой при лечении экспериментального фиброза печени крыс. Фиброз печени моделировали у 
самок крыс линии Wistar путем перорального введения 5 %-ного масляного раствора CCl4 в дозе  
2 мл/кг два раза в неделю и 5 %-ного этанола через поилки при постоянном доступе на протяжении  
8 недель. Затем введение токсикантов отменяли и проводили лечение фиброза ксимедоном в дозе 
0.24 мг/кг или его конъюгатом с L-аскорбиновой кислотой в эквимолярной дозе 0.5 мг/кг в течение 
двух или четырех недель. Затем, используя методы окраски гематоксилин–эозином и по Ван-Гизо-
ну, проводили гистологическую оценку ткани печени, а также биохимических сывороточных пока-
зателей состояния печени. Кроме того, с помощью мультиплексного иммуноферментного анализа 
MagPix рассмотрен цитокиновый профиль печени и сыворотки крови, а также выявлен уровень ци-
клооксигеназы-2 (ЦОГ-2) в печени по данным вестерн-блот-анализа. Показано, что лечение фиброза 
печени конъюгатом ксимедона с L-аскорбиновой кислотой в течение двух недель способствует бо-
лее выраженному разрешению фиброза за счет уменьшения площади коллагеновых волокон в ткани 
печени крыс. Кроме того, конъюгат ксимедона с L-аскорбиновой кислотой приводит к нормализации 
биохимических показателей крови, маркеров цитокинового профиля, а также уровня ЦОГ-2 по срав-
нению с группой, получавшей только ксимедон, и контрольной группой.

Ключевые слова: производные пиримидина, ксимедон, фиброз, воспаление, цитокины, цикло-
оксигеназа-2.
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Abstract

This study evaluates the antifibrotic properties of Xymedon, a pyrimidine derivative  
(1,2-dihydro-4,6-dimethyl-1-(2-hydroxyethyl)-pyrimidin-2-one), and its conjugate with L-ascorbic acid 
in a rat model of experimental liver fibrosis. Liver fibrosis was induced in female Wistar rats by oral 
administration of 5 % oil solution of CCl4 at a dose of 2 mL/kg twice weekly and 5 % ethanol in drinking 
water with constant access for 8 weeks. After discontinuing the administration of toxicants, the rats were 
treated with Xymedon at a dose of 0.24 mg/kg and its conjugate with L-ascorbic acid at an equimolar dose  
of 0.5 mg/kg for 2 or 4 weeks. Histological evaluation of the liver tissue was performed using hematoxylin–
eosin and Van Gieson’s staining. Serum biochemical indicators of liver function were determined. 
Additionally, the cytokine profile of the liver tissue and serum was examined using the MagPix multiplex 
immunoassay, and liver COX-2 levels were measured by western blot analysis. The findings demonstrate 
that the treatment with the conjugate of Xymedon with L-ascorbic acid for 2 weeks significantly promoted 
fibrosis resolution by reducing the area of collagen fibers in the liver tissue of rats. This treatment also 
resulted in a more pronounced normalization of blood biochemical parameters, cytokine profile markers, 
and COX-2 levels compared to Xymedon alone and the untreated control group.
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Введение

Фиброз печени является патологическим состоянием, при котором нормальная ткань 
печени замещается соединительнотканными волокнами, в том числе коллагеном, что при-
водит к образованию рубца и дисфункции органа. Развитие фиброза связано с хрониче-
ским воспалением и повреждением ткани печени, которое может быть вызвано различными 
причинами. Прогрессирование фиброза приводит к развитию смертельно опасного цирро-
за. Цирроз печени, в свою очередь, является основной причиной трансплантации печени в 
мире. На сегодняшний день не существует эффективных антифиброзных препаратов, ко-
торые могли бы не только предотвращать, но и обращать фибротические изменения [1–3].

Одним из ключевых факторов развития фиброза является хроническое воспаление, ко-
торое приводит к активации звездчатых клеток печени и образованию избыточного количе-
ства волокон внеклеточного матрикса. Поэтому поиск соединений, которые могли бы воз-
действовать на клеточные сигнальные пути, участвующие в воспалении и ремоделировании 
фиброза тканей, является актуальной задачей [4, 5].

Исследование посвящено оценке антифиброзной активности производных пиримидина 
ксимедона (1,2-дигидро-4,6-диметил-1-(2-гидроксиэтил)-пиримидин-2-она) и его конъюга-
та с L-аскорбиновой кислотой при лечении фиброза печени крыс, индуцированного воздей-
ствием CCl4 и этанола. Четыреххлористый углерод (CCl4) является широко используемым 
гепатотоксином для моделирования фиброза печени [6, 7]. Производные пиримидина могут 
рассматриваться в качестве перспективных соединений для создания новых антифиброз-
ных препаратов, так как они обладают разнообразной фармакологической активностью, 
включая противовоспалительную, антиоксидантную, противовирусную [8]. Эти свойства 
особенно важны для лечения фиброза, поскольку данный процесс включает хроническое 
воспаление и окислительный стресс.

В предыдущем исследовании [9] показано, что ксимедон и его конъюгат с L-аскорбино-
вой кислотой при профилактическом введении на фоне воздействии токсикантов предотвра-
щают развитие экспериментально вызванного токсического фиброза печени крыс. Однако 
неизвестен механизм антифиброзного действия этих соединений, а также не ясно, способ-
ны ли они снижать выраженность признаков развития фиброза при лечении. Таким обра-
зом, целью данного исследования является оценка антифиброзных свойств ксимедона и его 
конъюгата с L-аскорбиновой кислотой при лечении экспериментального фиброза печени 
крыс, а также их влияния на молекулярные маркеры воспаления.

1. Материалы и методы

1.1. Соединения. Ксимедон (1,2-дигидро-4,6-диметил-1-(2-гидроксиэтил)-пиримидин-2-он) 
и его конъюгат с L-аскорбиновой кислотой (рис. 1) синтезированы по описанным ранее 
методикам [10, 11].

Рис. 1. Структурные формулы ксимедона (1) и его конъюгата с L-аскорбиновой кислотой (2)
Fig. 1. Structural formulas of Xymedon (1) and its conjugate with L-ascorbic acid (2)
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1.2. Животные. Эксперимент проводился на 48 взрослых самках крыс линии Wistar 
массой 220–280 г., полученных из НПП «Питомник лабораторных животных» ФИБХ РАН 
(Пущино, Россия). Животных содержали в соответствии с положениями руководства по 
доклиническим испытаниям под редакцией А.Н. Миронова [12] в стандартных условиях 
вивария с 12-часовым световым днем и неограниченным доступом к еде и воде. Кормление 
осуществляли стандартным гранулированным кормом для грызунов.

1.3. Схема эксперимента. Сначала крысы были случайным образом поделены на две 
группы: интактная группа (n = 6) и группа крыс, у которых моделировали фиброз (n = 42). 
Фиброз моделировали в течение 8 недель введением CCl4 и этанола по следующей схеме: 
5 %-ный масляный раствор CCl4 в дозе 2 мл/кг вводили животным перорально 2 раза в неде-
лю. Для потенцирования действия CCl4 в течение 8 недель крысам давали 5 %-ный водный 
раствор этилового спирта через поилки при свободном доступе. На 9-й неделе крысам, у 
которых моделировали фиброз, отменяли введение CCl4 и этанола, после чего разделяли их 
случайным образом на три аналогичные группы по 12 крыс в каждой (контрольная и две 
испытуемые группы) и в двух группах осуществляли внутрибрюшинное введение тестируе-
мых веществ для лечения фиброза в течение двух или четырех недель. Контрольной группе 
вводили физиологический раствор в количестве 1 мл/кг, особям остальных двух групп вво-
дили ксимедон или его конъюгат с L-аскорбиновой кислотой в дозах 0.24 и 0.5 мг/кг соот-
ветственно, разбавляя их физиологическим раствором непосредственно перед введением. 
Объем вводимых растворов составлял 1 мл/кг, а дозы соединений были установлены в ходе 
предыдущего исследования [9]. Интактную группу не подвергали воздействию на протяже-
нии всего опыта.

Для контроля используемой модели фиброза сразу после воздействия в течение 2 ме-
сяцев CCl4 и этанола отбирали биоматериал, выводя из опыта часть крыс (n = 6). По окон-
чании введения веществ, животных подвергали эвтаназии изофлураном и проводили забор 
материала по прошествии двух и четырех недель лечения фиброза.

1.4. Оценка массового коэффициента печени. Относительный показатель массового 
коэффициента печени выражали как соотношение массы печени к массе тела крысы, выра-
женное в процентах. Изменение физиологических параметров массы тела и органов явля-
ется показателем общего состояния животного в эксперименте. Кроме того, известно [13], 
что при CCl4-индуцированном повреждении печени происходит увеличение абсолютной и 
относительной массы печени крыс в результате развития гидропической дистрофии, «набу-
хания» гепатоцитов или накопления в них липидных включений.

1.5. Гистологический анализ. Образцы печени для гистологического анализа фикси-
ровали в 10 %-ном забуференном формалине в течение суток и подготавливали по стан-
дартным гистологическим методикам. Срезы печени толщиной 4−5 мкм окрашивали ге-
матоксилин−эозином и пикрофуксином по методу Ван-Гизона. Морфометрический анализ 
срезов печени проводили на прямом световом микроскопе Nikon H550S (Nikon, Япония)  
с программным обеспечением NIS-Elements Basic Research. Определяли площадь коллаге-
на в % (% фиброзных изменений) как соотношение площади коллагена к общей площади 
среза ткани печени с использованием методов анализа цифровых изображений, как описано  
в работе [9].

1.6. Биохимический анализ крови. Кровь отбирали в пробирки с активатором свер-
тывания (SiO2) (ООО «МиниМед», Россия), затем, спустя 15–30 минут, проводили центри-
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фугирование при 1800 g и +4 °C в течение 20 мин на центрифуге LMC-4200R (BioSan, Лат-
вия) для получения сыворотки. С помощью автоматического биохимического анализатора 
АРД 200 («АРД», Россия) и готовых наборов реагентов (АО «Диакон-ДС», Россия) опре-
деляли такие сывороточные показатели состояния печени, как аланинаминотрансфераза 
(АЛТ), аспартатаминотрансфераза (АСТ), лактатдегидрогеназа (ЛДГ), щелочная фосфатаза 
(ЩФ), холестерин и глюкоза.

1.7. Оценка молекулярных маркеров воспаления. В сыворотке крови и гомогена-
тах печени определяли маркеры воспалительного процесса с помощью мультиплексного 
иммуноферментного анализа MagPix, а также вестерн-блот-анализа. Сыворотку крови по-
лучали согласно методике в разделе 1.6. Гомогенаты ткани печени крыс готовили путем 
лизирования 50 мг образцов ткани печени в соответствии с протоколом набора MicroRotofor 
Lysis Kit (BioRad, США), с добавлением ингибиторов протеаз Protease Inhibitor Cocktail 
(Sigma-Aldrich, США). Затем определяли содержание общего белка по методу Брэдфорда с 
использованием Quick Start Bradford Protein Assay Kit (BioRad, США) и микропланшетного 
спектрофотометра Epoch (BioTech, США).

Мультиплексный иммуноферментный анализ осуществлялся с помощью набора 
MILLIPLEX MAP Rat Cytokine/Chemokine Magnetic Bead Panel (MerkMillipore, США) на 
мультиплексном анализаторе MagPix Luminex (MerkMillipore, США) в соответствии с ин-
струкцией производителя. Образцы гомогенатов печени и сыворотки для анализа вырав-
нивали по уровню белка (150 мкг/мл). Проводили оценку показателей воспалительного 
процесса в гомогенатах печени и сыворотке крови крыс, в частности, фактора некроза 
опухоли-альфа (TNF-α), интерлейкинов (IL-1α, IL-2, IL-12 (p70)) и фактора роста фибро-
бластов 2 (FGF-2).

В случае вестерн-блот-анализа проводили фракционирование белков гомогената пече-
ни при помощи денатурирующего электрофореза в 12.5 %-ном полиакриламидном геле.  
В каждую лунку геля вносили по 50 мкг белка. После электрофореза белок переносили на 
PVDF-мембрану (BioRad, США), которую блокировали в буферном растворе TBS/T (20 мМ 
Трис-HCl (pH 7.6), 138 мМ NaCl, 0.1 % Tween 20) с 5 %-ным обезжиренным сухим молоком. 
Далее мембрану окрашивали в течение 12 ч при +4 °C раствором моноклональных пер-
вичных антител кролика против циклооксигеназы-2 (ЦОГ-2) (SAB5500087, Sigma-Aldrich, 
США) и β-актина (ZRB1312, Sigma-Aldrich, США) в разбавлении 1 : 1000. Затем мембрану 
окрашивали в течение 1.5 ч поликлональными вторичными антителами козы против им-
муноглобулина кролика, конъюгированными пероксидазой хрена (A0545, Sigma-Aldrich, 
США) в разбавлении 1 : 10000. Иммуноблот проявляли с помощью коммерческого набора 
Clarity Western ECL Substrate (BioRad, США), регистрировали при помощи системы визу-
ализации ChemiDoc Imaging Systems (BioRad, США) и анализировали изображения в про-
грамме Image Lab Touch Software (BioRad, США).

1.8. Статистический анализ. Результаты исследований представляли в виде среднего 
значения ± ошибка среднего, а также в виде медианы с 25–75 квартилем в зависимости от 
типа распределения данных. Нормальное распределение определяли по критерию Колмого-
рова – Смирнова. В случае нормального распределения для статистического анализа полу-
ченных данных использовали однофакторный дисперсионный анализ ANOVA с апостери-
орным критерием Тьюки. При отсутствии нормального распределения для анализа данных 
использовали непараметрический критерий Краскела – Уоллиса и попарное сравнение по 



G.P. Belyaev et al. | Xymedon and its conjugate with L-ascorbic acid for treating… 281

Uch. Zap. Kazan. Univ. Ser. Estestv. Nauki | 2025;167(2): 276–296

тесту Манна – Уитни с поправкой Бонферрони для множественного сравнения [14]. При 
этом уровень значимости p ≤ 0.05 считали статистически достоверным. Используемые ста-
тистические тесты представлены в тексте статьи в подрисуночных подписях. Статистиче-
ский анализ проводили в программе Past 4.17.

2. Результаты

2.1. Оценка массового коэффициента печени. В процессе моделирования фиброза 
печени воздействием CCl4 и этанола наблюдался естественный прирост массы тела крыс в 
среднем на 11 %. При этом массовый коэффициент печени значимо (p = 0.02) увеличился на 
37.5 % относительно значения для интактной группы животных (рис. 2).

Рис. 2. Изменение массового коэффициента печени крыс спустя 2 и 4 недели лечения фиброза 
ксимедоном и его конъюгатом с L-аскорбиновой кислотой. Уровни значимости определены с 
помощью критерия Манна – Уитни с поправкой Бонферрони
Fig. 2. Changes in the liver mass ratio of rats after 2 and 4 weeks of fibrosis treatment with Xymedon and 
its conjugate with L-ascorbic acid. Significance levels are based on the Mann–Whitney test with Bonferroni 
correction

Через две недели после отмены воздействия CCl4 и этанола в контрольной группе про-
исходило значимое (p = 0.035) снижение массового коэффициента печени на 15.2 % по  
сравнению с группой моделирования фиброза (рис. 2). В группах животных, получав-
ших лечение, введение ксимедона недостоверно снижало массовый коэффициент печени  
на 7.1 % (p = 0.63), а введение его конъюгата с L-аскорбиновой кислотой значимо умень-
шало массовый коэффициент печени на 10.7 % (p = 0.036) по сравнению с контрольной 
группой. По прошествии четырех недель лечения фиброза в опытных группах наблюдались 
сходные результаты (рис. 2).

2.2. Гистопатологический анализ. Общая морфология ткани печени оценена с помо-
щью окраски гематоксилин–эозином. В интактной группе животных наблюдали нормаль-
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ную архитектуру ткани печени. В результате моделирования фиброза печени путем воз-
действия CCl4 и этанола в ткани печени крыс были выявлены очаги гепатоцеллюлярного 
повреждения, баллонная и гидропическая дистрофия (рис. 3).

Рис. 3. Репрезентативные микрофотографии ткани печени крыс интактной группы (а), после  
2 месяцев моделирования фиброза (б), а также спустя 2 (в–в2) и 4 недели (г–г2) лечения фиброза 
ксимедоном (в1 и г1) и его конъюгатом с L-аскорбиновой кислотой (в2 и г2) относительно контрольной 
группы (в и г для 2 и 4 недель лечения соответственно). Окраска гематоксилин–эозином. Увеличение  
150×, масштаб 100 мкм. Стрелкой показаны гепатоцеллюлярные повреждения
Fig. 3. Representative micrographs of the rat liver tissue from the intact group (a), after 2 months of fibrosis 
modeling (b), as well as after 2 (c–c2) and 4 (d–d2) weeks of fibrosis treatment with Xymedon (с1 and d1) 
and its conjugate with L-ascorbic acid (с2 and d2) versus the control group (c and d for 2 and 4 weeks of treat-
ment, respectively). Hematoxylin–eosin staining. Magnification 150×, scale 100 µm. Hepatocellular damage 
is indicated by an arrow

Спустя две недели после отмены воздействия CCl4 и этанола в контрольной группе ткань 
печени оставалась поврежденной, были заметны обширные очаги гепатоцеллюлярных дис-
трофий и некроза. Полное восстановление архитектуры ткани печени в контрольной группе 
до состояния в интактной группе достигалось только спустя четыре недели после отмены 
воздействия. При лечении ксимедоном или его конъюгатом с L-аскорбиновой кислотой уже 
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спустя две недели происходило заметное восстановление структуры ткани печени, что гово-
рит о более быстрой регенерации. В ткани печени были выявлены лишь единичные случаи 
жирового перерождения клеток – стеатоза, а некротические повреждения отсутствовали. 
Спустя четыре недели лечения фиброза после отмены воздействия CCl4 и этанола в опыт-
ных группах наблюдалось полное восстановление архитектуры ткани печени (рис. 3).

Основным маркером развития фиброза печени является наличие сверхотложения воло-
кон коллагена в межклеточном пространстве. В результате моделирования фиброза печени 
путем воздействия CCl4 и этанола происходило значимое (p < 0.0001) увеличение площади 
коллагеновых волокон в 3.5 раза по сравнению с интактной группой (рис. 4 и 5).

Рис. 4. Репрезентативные микрофотографии ткани печени крыс интактной группы (а), после  
2 месяцев моделирования фиброза (б), а также спустя 2 (в–в2) и 4 недели (г–г2) лечения фиброза 
ксимедоном (в1 и г1) и его конъюгатом с L-аскорбиновой кислотой (в2 и г2) относительно контрольной 
группы (в и г для 2 и 4 недель лечения соответственно). Окраска по методу Ван-Гизона. Увеличение  
60×, масштаб 500 мкм. Стрелкой показаны волокна коллагена
Fig. 4. Representative micrographs of the rat liver tissue from the intact group (a), after 2 months of 
fibrosis modeling (b), as well as after 2 (c–c2) and 4 (d–d2) weeks of fibrosis treatment with Xymedon  
(с1 and d1) and its conjugate with L-ascorbic acid (с2 and d2) versus the control group (c and d for 2 and 4 
weeks of treatment, respectively). Van Gieson’s staining. Magnification 60×, scale 500 µm. Collagen fibers 
are indicated by an arrow
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Спустя две недели после отмены воздействия CCl4 и этанола в контрольной группе про-
исходила деградация волокон коллагена и сокращение его площади до некоторого хрониче-
ского значения, превышающего показатели интактной группы в 2.7 раза (p < 0.0001). Схо-
жее значение площади коллагеновых волокон сохранялось и спустя четыре недели после 
отмены воздействия, что свидетельствует лишь о частичном восстановлении ткани печени 
в течение первых двух недель (рис. 5).

Лечение фиброза ксимедоном в течение двух недель не ускорило уменьшение площа-
ди коллагеновых волокон в ткани печени крыс. Однако введение конъюгата ксимедона с 
L-аскорбиновой кислотой за тот же период привело к значительному (p <0.0001) снижению 
площади коллагена в ткани печени на 37.0 % по сравнению с группой, получавшей ксиме-
дон, и контрольной группой. Спустя четыре недели лечения фиброза после отмены воздей-
ствия CCl4 и этанола наблюдалась сходная картина (рис. 5).

Рис. 5. Площадь коллагена в ткани печени крыс интактной группы, после 2 месяцев моделирования 
фиброза, а также спустя 2 и 4 недели лечения фиброза ксимедоном и его конъюгатом с L-аскорбиновой 
кислотой. Уровни значимости определены с помощью критерия Манна – Уитни с поправкой 
Бонферрони
Fig. 5. Collagen area in the rat liver tissue from the intact group, after 2 months of fibrosis modeling, as well 
as after 2 and 4 weeks of fibrosis treatment with Xymedon and its conjugate with L-ascorbic acid. Significance 
levels are based on the Mann–Whitney test with Bonferroni correction

2.3. Оценка биохимических показателей крови. Моделирование фиброза печени 
воздействием CCl4 и этанола привело к значимому изменению показателей цитолиза кле-
ток печени. Так, активность АЛТ выросла в 2.8 раза (p <0.0001), АСТ в 2 раза (p = 0.02), 
ЛДГ в 4 раза (p = 0.02), ЩФ в 2.9 раза (p = 0.003) по сравнению с интактной группой, что 
подтверждает развитие гепатоцеллюлярного повреждения. Кроме того, происходило значи-
мое двукратное увеличение уровня холестерина (p = 0.0001) и снижение уровня глюкозы  
на 20 % (p = 0.02) по сравнению с интактной группой (табл. 1). Спустя две недели после от-



G.P. Belyaev et al. | Xymedon and its conjugate with L-ascorbic acid for treating… 285

Uch. Zap. Kazan. Univ. Ser. Estestv. Nauki | 2025;167(2): 276–296

мены воздействия CCl4 и этанола в контрольной группе происходило восстановление сыво-
роточных биохимических показателей состояния ткани печени до уровня интактной группы 
здоровых животных (табл. 1), что свидетельствует о клиническом восстановлении ткани пе-
чени, но не морфологическом. Через четыре недели после отмены воздействия CCl4 и этано-
ла в контрольной группе наблюдались аналогичные результаты (данные не представлены).

В опытных группах животных, которым в течение двух или четырех недель внутрибрю-
шинно вводили ксимедон или его конъюгат с L-аскорбиновой кислотой, биохимические по-
казатели крови также достигали уровня референсных значений (данные для четырех недель 
лечения не представлены). При этом стоит отметить, что конъюгат ксимедона с L-аскорби-
новой кислотой способствовал более выраженному снижению биохимических показателей 
повреждения печени: АЛТ на 18.6 %, АСТ на 3.4 % и ЛДГ на 23.7 % по сравнению с ксиме-
доном (табл. 1). Однако выявленные различия статистически не достоверны.

Табл. 1. Биохимические показатели сыворотки крови крыс спустя две недели лечения фиброза 
ксимедоном и его конъюгатом с L-аскорбиновой кислотой
Table 1. Biochemical parameters of rat serum after 2 weeks of fibrosis treatment with Xymedon and its 
conjugate with L-ascorbic acid

Показатель

Экспериментальные группы

Интактная 
группа

CCl4+этанол,
2 месяца

2 недели лечения фиброза
Контроль,
физ. р-р

Ксимедон,
0.24 мг/кг

Конъюгат,
0.5 мг/кг

АЛТ, Ед/л 48.5
[45.5; 55.3]

135*
[112; 346]

46.5
[41.5; 51.3]

48.0
[38.0; 50.8]

39.5
[36.5; 45.0]

АСТ, Ед/л 113.5
[99.7; 128]

229*
[133; 685]

104
[95.5; 111]

102
[92.0; 107]

98.5
[93.5; 107]

ЛДГ, Ед/л 612
[434; 855]

2493*
[1328; 4001]

527
[401; 668]

491
[414; 594]

374
[335; 406]

ЩФ, Ед/л 110
[109; 159.0]

314*
[221; 478]

146
[133; 197]

130
[119; 144]

145
[134; 186]

Холестерин, 
мМ 1.7 ± 0.1 2.9 ± 0.2* 1.6 ± 0.0 1.3 ± 0.0 1.5 ± 0.1

Глюкоза, мМ 10.4 ± 0.3 8.3 ± 1* 9.9 ± 0.2 8.6 ± 0.2 9.1 ± 0.2

Примечание: данные представлены в виде медианы и [25; 75 квартиля], кроме значений для хо-
лестерина и глюкозы. * – различия с интактной группой достоверны при p < 0.05

2.4. Оценка молекулярных маркеров воспаления. В связи с тем, что воспалитель-
ный процесс тесно связан с развитием фиброза печени [4], была проведена количествен-
ная оценка уровня воспалительных факторов в гомогенатах ткани печени крыс с помощью 
мультиплексного иммуноферментного анализа.

Результаты показали, что моделирование фиброза печени воздействием CCl4 и этано-
ла привело к изменению цитокинового профиля ткани печени крысы. Произошло значи-
мое снижение уровней провоспалительных цитокинов TNF-α в 2 раза (p = 0.008), IL-1α  
в 1.7 раза (p = 0.04), а также противовоспалительных цитокинов IL-2 в 2 раза (p = 0.004),  
IL-12 в 1.9 раза (p = 0.0002) (табл. 2). При этом уровень FGF-2 увеличился в 2.2 раза  
(p = 0.001) по сравнению с интактной группой, что может свидетельствовать об увеличе-
нии активности звездчатых клеток печени. Спустя две недели после отмены воздействия 
CCl4 и этанола в контрольной группе происходило некоторое восстановление цитокинового 
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профиля печени крыс до значений, приближенных к уровню интактного контроля, но не 
достигающих его (табл. 2).

В группах лечения фиброза ксимедоном или его конъюгатом с L-аскорбиновой кислотой 
установлено схожее с контрольной группой восстановление цитокинового профиля ткани 
печени, причем в случае конъюгата наблюдали более выраженное восстановление рассма-
триваемых маркеров воспаления по сравнению с контрольной группой и группой, полу-
чавшей только ксимедон. Важно отметить, что в группе, получавшей конъюгат, уровень  
IL-2 значимо (p = 0.04) на 45.6 % превышал показатели контрольной группы и не отли-
чался от интактной. В целом конъюгат ксимедона с L-аскорбиновой кислотой приводил к 
наименьшим различиям цитокинового профиля в исследуемой группе относительно ин-
тактной. При этом уровень TNF-α в этой группе превышал соответствующие показатели в 
группе, получавшей только ксимедон, на 15.0 %, IL-1α – на 23.9 %, IL-2 – на 33.4 %, IL-12 –  
на 10.3 % соответственно. Однако как ксимедон, так и его конъюгат с L-аскорбиновой кис-
лотой равноценно значимо снижали уровень FGF-2 (табл. 2). Оценку уровня цитокинов спу-
стя четыре недели лечения не проводили в виду нецелесообразности, поскольку уже через 
две недели лечения фиброза наблюдалось достаточное восстановление показателей.

Табл. 2. Цитокиновый профиль гомогенатов ткани печени и сыворотки крови крыс спустя две 
недели лечения фиброза ксимедоном и его конъюгатом с L-аскорбиновой кислотой по данным 
мультиплексного иммуноферментного анализа
Table 2. Сytokine profile of the rat liver tissue homogenates and serum after 2 weeks of fibrosis treatment 
with Xymedon and its conjugate with L-ascorbic acid obtained using the multiplex enzyme-linked immu-
nosorbent assay

Показатель

Экспериментальные группы

Интактная 
группа

CCl4+этанол,
2 месяца

2 недели лечения фиброза
Контроль,
физ. р-р

Ксимедон,
0.24 мг/кг

Конъюгат,
0.5 мг/кг

Гомогенаты ткани печени
TNF-α, пг/мл 4.7 ± 0.4 2.4 ± 0.4* 4.0 ± 0.2# 4.0 ± 0.5# 4.6 ± 0.3#

IL-1α, пг/мл 22 ± 2 13 ± 2* 19 ± 2 16 ± 1 20.2 ± 0.9#

IL-2, пг/мл 8.2 ± 0.3 4.1 ± 0.9* 5.7 ± 0.5 6.2 ± 0.5 8.3 ± 0.7#, $

IL-12, пг/мл 108 ± 7 58 ± 9* 87 ± 4# 91 ± 6# 101 ± 3#

FGF-2, пг/мл 18 ± 2 71 ± 14* 46 ± 7 31 ± 2# 30 ± 2#

Сыворотка крови
TNF-α, пг/мл 1.6 ± 0.4 1.9 ± 0.4 1.3 ± 0.2 1.9 ± 0.4 1.4 ± 0.3
IL-1α, пг/мл 39 ± 7 52 ± 2 52 ± 9 52 ± 13 28 ± 4
IL-2, пг/мл 0.8 ± 0.3 1.4 ± 0.3 0.9 ± 0.2 1.6 ± 0.4 0.8 ± 0.4
IL-12, пг/мл 2.0 ± 0.4 2.9 ± 0.5 1.9 ± 0.1 3.3 ± 0.8 1.9 ± 0.5
FGF-2, пг/мл 1.6 ± 0.4 1.9 ± 0.4 1.3 ± 0.2 1.9 ± 0.4 1.4 ± 0.3

Примечание: данные представлены в виде средних значений ± ошибки средних; * – различия 
с интактной группой достоверны при p < 0.05; # – различия с группой CCl4+этанол в течение двух 
месяцев достоверны при p <0.05; $ – различия с контрольной группой достоверны при p < 0.05

Оценка цитокинового профиля сыворотки крови крыс не показала существенных досто-
верных изменений ни в одной группе (табл. 2), что может говорить об отсутствии воспали-
тельного процесса на системном уровне [15].
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Известно [16], что цитокины приводят к индукции активности ЦОГ-2, в результате чего 
происходит стимуляция синтеза простагландина Е2 (PGE2), что, в свою очередь, поддер-
живает воспаление и фиброгенез в ткани печени. В связи с этим оценен уровень фермента 
ЦОГ-2 – маркера воспалительного процесса – в гомогенатах ткани печени крыс при лечении 
фиброза с помощью вестерн-блот-анализа.

Моделирование фиброза печени привело к значимому (p = 0.001) повышению уровня 
ЦОГ-2 в 2 раза по сравнению с интактной группой, что говорит о развитии воспалительной 
реакции и поддержании процессов фиброгенеза (рис. 6).

Рис. 6. Уровень ЦОГ-2 в ткани печени крыс интактной группы, после 2 месяцев моделирования 
фиброза, а также спустя две недели лечения фиброза ксимедоном и его конъюгатом с L-аскорбиновой 
кислотой по данным вестерн-блот-анализа. Уровни значимости определены с помощью критерия 
Манна – Уитни с поправкой Бонферрони
Fig. 6. COX-2 level in the rat liver tissue from the intact group, after 2 months of fibrosis modeling, as well 
as after 2 weeks of fibrosis treatment with Xymedon and its conjugate with L-ascorbic acid obtained using 
western blot analysis. Significance levels are based on the Mann–Whitney test with Bonferroni correction

Спустя две недели после отмены воздействия CCl4 и этанола в контрольной группе про-
исходило значимое (p = 0.0004) снижение уровня ЦОГ-2 в 2 раза по сравнению с группой 
моделирования фиброза, что говорит о затухании воспалительной реакции в ткани печени 
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(рис. 6). При лечении фиброза путем введения ксимедона или его конъюгата с L-аскорби-
новой кислотой в течение двух недель уровень ЦОГ-2 менялся по аналогии с контроль-
ной группой. При этом лечение фиброза конъюгатом ксимедона с L-аскорбиновой кислотой 
приводило к чуть более выраженному недостоверному снижению уровня ЦОГ-2 на 55.6 % 
по сравнению с контрольной группой и на 50 % по сравнению с группой, получавшей толь-
ко ксимедон (рис. 6). В связи с восстановлением показателя ЦОГ-2 до уровня референсных 
значений его оценку спустя четыре недели лечения не проводили.

3. Обсуждение

Фиброз печени – это патологический процесс, характеризующийся сверхотложением 
волокон внеклеточного матрикса в результате непрерывного повреждения и воспаления 
ткани печени. В настоящее время поиск препаратов, способных эффективно инвертировать 
фиброз печени, является актуальной задачей [17]. Перспективными молекулами для созда-
ния антифиброзных препаратов могут являться производные пиримидина [18–20].

Проведенное моделирование фиброза печени крыс, вызванного воздействием CCl4 и 
этанола, привело к развитию гепатоцеллюлярных повреждений, сверхотложению коллагена 
и нарушению биохимических показателей крови, что согласуется с данными других иссле-
дователей [21–25]. Наблюдаемое изменение цитокинового профиля печени крыс подобно 
описанному ранее в работах [26–28]. Следует отметить, что сохранение гомеостатическо-
го баланса провоспалительных и противоспалительных цитокинов важно для нормального 
функционирования и регенерации печени [29–31].

Спустя две недели после отмены воздействия CCl4 и этанола в контрольной группе про-
исходило некоторое восстановление биохимических показателей крови, ткани печени и ча-
стичная деградация фиброзных изменений. Известно [32, 33], что фиброз печени является 
частично обратимым процессом. В ходе проведенного исследования не наблюдалось пол-
ное восстановление ткани печени. Скорее речь идет о консервации некоторого повышен-
ного уровня коллагеновых волокон в ткани печени. Кроме того, уровень цитокинов, хотя 
и нормализировался, но не достигал значений для интактной группы животных. В то же 
время уровень ЦОГ-2 восстановился полностью, что свидетельствует о затухании воспали-
тельного процесса и замедлении фиброгенеза [17, 34].

Лечение фиброза как ксимедоном, так и его конъюгатом с L-аскорбиновой кислотой в 
течение двух недель приводило к ускорению регенерации ткани печени и значительному 
уменьшению гепатоцеллюлярных повреждений по сравнению с контрольной группой. При 
этом только конъюгат ксимедона с L-аскорбиновой кислотой спустя две недели лечения 
фиброза ускорял процесс деградации коллагена и приводил к более значимому уменьше-
нию площади коллагеновых волокон в ткани печени по сравнению с контрольной группой и 
группой, получавшей только ксимедон, что говорит об антифиброзном эффекте конъюгата. 
Возможно, такое его действие связано с более выраженной нормализацией уровня маркеров 
воспалительного процесса. Так, восстановление уровня IL-2 и IL-12 может свидетельство-
вать об антифибротическом эффекте [4]. Нормализация уровня провоспалительных цитоки-
нов TNF-α и IL-1α отражает восстановление гомеостатического уровня воспаления в ткани 
печени, которое необходимо, например, для борьбы с метаболитами бактерий, поступаю-
щих из кишечника [4]. Снижение уровня FGF-2 относительно контрольной группы может 
указывать на уменьшение активации звездчатых клеток печени и развитие волокон внекле-
точного матрикса [35]. Кроме того, уменьшение уровня ЦОГ-2 на фоне полной регенерации 
ткани печени можно трактовать как более выраженное разрешение фиброза [17, 34].
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Исходя из вышесказанного, можно предположить, что происходящее ускорение регене-
рации ткани печени при лечении фиброза печени крыс изучаемыми соединениями связано с 
влиянием ксимедона на активность аденилатциклазы и уровень циклического аденозинмо-
нофосфата в клетках [36]. Известно, что модуляция его содержания в клетке может влиять 
на различные процессы, такие как пролиферация, апоптоз, обмен веществ, воспаление, а 
также фиброгенез. Циклический аденозинмонофосфат играет ключевую роль в активации 
звездчатых клеток и развитии фиброза печени [37, 38]. Кроме того, недавно было показано, 
что ксимедон проявляет антиапоптозный эффект, снижая уровень маркеров раннего апоп-
тоза BAD, Active Caspase-9 на модели острого CCl4-индуцированного поражения печени  
крыс [39]. Таким образом можно полагать, что регенеративный эффект ксимедона при 
лечении фиброза печени реализуется посредством воздействия на уровень циклическо-
го аденозинмонофосфата, что, в свою очередь, ведет к модуляции сигнальных каскадов, 
связанных с воспалением и апоптозом. При этом конъюгат ксимедона с L-аскорбиновой 
кислотой, очевидно, усиливает антифиброзный эффект ксимедона за счет более выражен-
ного антиоксидантного эффекта, так как известно [40, 41], что конъюгат снижает уровень 
маркера окислительного стресса – малонового диальдегида – при лекарственных и ток-
сических повреждениях ткани печени, подтверждая подавление перекисного окисления 
липидов. Кроме того, конъюгат ксимедона с L-аскорбиновой кислотой, возможно, имеет 
более высокую биодоступность, в том числе за счет взаимодействия с клеточными транс-
портерами L-аскорбиновой кислоты [42]. Как показано на моделях острого и хронического  
CCl4-индуцированного повреждения печени, L-аскорбиновая кислота в дозе 100 мг/кг об-
ладает гепатопротекторными свойствами [43]. Однако эта доза в сотни раз превышает со-
держание аскорбиновой кислоты в составе конъюгата. В то же время известно [44], что 
хроническая недостаточность аскорбиновой кислоты усугубляет фиброз печени мышей, вы-
званный тиоацетамидом. Также отмечается антифиброзный эффект аскорбиновой кислоты 
в исследованиях на крысах и морских свинках [45–47]. В связи с этим можно предположить, 
что в составе конъюгата усиливаются гепатопротекторные свойства аскорбиновой кислоты.

Заключение

Проведенные исследования показали, что лечение индуцированного воздействием CCl4 
и этанола фиброза печени крыс конъюгатом ксимедона с L-аскорбиновой кислотой при-
водит к деградации площади коллагеновых волокон на 37 % эффективнее по сравнению с 
лечением только ксимедоном и контрольной группой. Полученный антифиброзный эффект 
конъюгата ксимедона с L-аскорбиновой кислотой, по-видимому, связан с более выражен-
ным восстановлением уровня маркеров воспалительного процесса в ткани печени.
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