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Введение. Ключевыми механизмами патологической реакции организма на угольно-пылевое воздействие являются гипоксия, чрез-
мерная активация свободнорадикальных процессов и структурно-метаболические нарушения в разных органах. В ответ на по-
вреждающие воздействия включаются органоспецифические молекулярные механизмы защиты в виде изменения уровня белков с 
антигипоксическими (HIF-3α), шаперонными (HSP72) и антиоксидантными функциями (HOx-1 — гем-оксигеназа, Prx-1 — пе-
роксиредоксин), высокий уровень которых способствует либо восстановлению функционального состояния клеток, либо свиде-
тельствует о значительных повреждениях в тканях. Известно, что гипоксия и свободнорадикальные процессы приводят к серьёзно-
му повреждению мозга и поведенческим расстройствам. К настоящему времени мало известно об экспрессии защитных белков, а 
также о морфологических изменениях в головном мозге в условиях длительного воздействия угольно-породной пыли на организм.
Цель исследования — в эксперименте изучить уровень внутриклеточных защитных белков HIF-3α, HSP72, HOx-1, Prx-1 и морфо-
логические изменения в головном мозге в динамике длительного пылевого воздействия.
Материалы и методы. Эксперименты проведены на 60 белых крысах-самцах Вистар массой 200–250 г одного возраста. Пылевое 
воздействие моделировали методом динамической ингаляционной затравки крыс угольно-породной пылью (уголь газово-жирной 
марки) в интермиттирующем режиме в течение 12 недель. Проводили морфологические исследования головного мозга через 1, 3, 6, 
9 и 12 недель пылевого воздействия. В цитозольной фракции ткани головного мозга методом Western-блот анализа определяли уро-
вень экспрессии HIF-3α, HSP72, HOx-1 и Prx-1. В ткани головного мозга определяли активность свободнорадикальных процессов.
Результаты. При длительном воздействии угольно-породной пыли на организм на морфологическом уровне в головном мозге вы-
явлены изменения, свидетельствующие о развитии гипоксии и активации свободнорадикальных процессов: микроваскулярные на-
рушения, перицеллюлярный отёк, выраженные дистрофические повреждения нейронов, очаговые выпадения нейронов и активация 
глиальных клеток. Активация защитных белков HIF-3α, HSP72, HOx-1 и Prx-1 на ранних сроках (1–3 неделя) угольно-пылевого 
воздействия обеспечивала компенсацию свободнорадикальных процессов в нейронах головного мозга. Увеличение сроков пылево-
го воздействия больше 6 недель характеризовалось низким уровнем HSP72, но высоким HIF-3α и Prx-1, что свидетельствовало об 
усилении гипоксических и свободнорадикальных повреждений в головном мозге.
Выводы. Полученные результаты расширяют представления о морфологических и молекулярных механизмах, происходящих в ткани 
головного мозга при длительном пылевом воздействии на организм, что имеет важное значение для разработки способов органоспеци-
фической фармакологической коррекции.
Этика. Содержание, кормление и выведение животных из эксперимента проводили в соответствии с требованиями Приказа МЗ РФ 
«Об утверждении Правил надлежащей лабораторной практики» (№ 199н от 01.04.2016 г.), а также Руководством по содержанию 
и использованию лабораторных животных (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 1996). На проведение исследования было 
получено разрешение биоэтического комитета Научно-исследовательского института комплексных проблем гигиены и профессиональ-
ных заболеваний (протокол № 2 от 25 октября 2018 г.).
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Introduction. The fundamental mechanisms of the body's pathological reaction to coal and dust exposure are hypoxia, excessive activation 
of free radical processes, structural and metabolic disorders in various organs. Organ-specific molecular defense mechanisms begin to 
function in the form of changes in the level of proteins with antihypoxic (HIF-3a), chaperone (HSP72), and antioxidant functions (HOx-
1 — heme-oxygenase, Prx-1 — peroxiredoxin) under damaging effects.
Its high level contributes to the restoration of cells' functional state or indicates significant damage in tissues. Hypoxia and free radical 
processes are known to lead to severe brain damage and behavioral disorders. To date, little is known about the expression of protective 
proteins and morphological changes in the brain under prolonged exposure to coal-rock dust on the body.
The study aimed to learn the level of intracellular protective proteins HIF-3a, HSP72, HOx-1, Prx-1, and morphological changes in the 
brain in the dynamics of long-term dust exposure.
Materials and methods. Sixty white male Wistar rats weighing 200-250 g of the same age took part in the experiment. Dust exposure 
was modeled by way of dynamic inhalation priming of rats with coal-rock dust (coal of a gas-fat brand) in an intermittent mode for 12 
weeks. We perform morphological studies of the brain after 1, 3, 6, 9, and 12 weeks of dust exposure. The cytosolic fraction of brain tissue 
researchers determined the expression level of HIF-3a, HSP72, HOx-1, and Prx-1 by Western blot analysis. We selected the activity of free 
radical processes in the brain tissue.
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Results. Long-term exposure to coal-rock dust on the body at the morphological level in the brain revealed changes that indicate the 
development of hypoxia and activation of free radical processes: microvascular disorders, pericellular edema, severe dystrophic damage to 
neurons, focal loss of neurons, activation of glial cells. Activation of the protective proteins HIF-3a, HSP72, HOx-1, and Prx-1 in the early 
stages (1–3 weeks) of coal-dust exposure provided compensation for free radical processes in brain neurons. An increase in the duration 
of dust exposure of more than six weeks influences a low level of HSP72, but high HIF-3a and Prx-1, indicating an increase in hypoxic 
and free radical damage brain.
Conclusions. The results obtained to expand the understanding of the morphological and molecular mechanisms that occur in the brain tissue 
during prolonged dust exposure to the body are essential for developing methods for organ-specific pharmacological correction.
Ethics. We keep, fed and remove the animals from the experiment by the requirements of the guidelines of the Ministry of Health and Social 
Development of the Russian Federation "On Approval of the Rules of Laboratory Practice" (No. 199n of 01.04.2016), as well as the Guide for 
the Care and Use of Laboratory Animals (Guide for the Care and Use of Laboratory Animals, 1996). The study was approved by the Bioethical 
Committee of the Research Institute of Complex Problems of Hygiene and Occupational Diseases (Protocol No. 2 of October 25, 2018).
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Введение. Трудовая деятельность рабочих основных про-
фессий на угольных предприятиях «связана с агрессивным воз-
действием многочисленных неблагоприятных производствен-
ных факторов», ведущим из которых является угольно-пород-
ная пыль (УПП) [1]. Показано, что «показатели профессио-
нальной заболеваемости среди работающих в угледобывающей 
промышленности в Кемеровской области имеют постоянную 
тенденцию к росту» [2]. При этом в «структуре общесомати-
ческой патологии у шахтёров одно из ведущих мест занимают 
болезни нервной системы» [2], что обусловливает необходи-
мость изучения молекулярных механизмов защиты головного 
мозга от длительного воздействия УПП на организм.

Ключевыми механизмами патологической реакции организ-
ма на угольно-пылевое воздействие являются «гипоксия, чрез-
мерная активация свободнорадикальных процессов (СРП) и 
структурно-метаболические нарушения в разных органах», что 
было показано ранее в экспериментальных исследованиях для 
ткани сердца, печени и лёгких [3–5].

Выявлено, что гипоксия и СРП «приводят к серьёзному по-
вреждению мозга и поведенческим расстройствам» [6]. В то же 
время в ответ на повреждающие воздействия в разных тканях 
изменяется уровень белков с антигипоксическими (HIF-α), ша-
перонными (HSP72) и антиоксидантными функциями (HOx-1 
— гем-оксигеназа, Prx-1 — пероксиредоксин) [3, 4, 6–8]. Акти-
вация этих белков способствует мобилизации защитных меха-
низмов и восстановлению функционального состояния клеток 
[9], а их высокий уровень может свидетельствовать о значитель-
ных повреждениях в тканях [3, 5].

HIF-α (Hypoxia Inducible Factor) — α-субъединица факто-
ра транскрипции, проявляющего свою активность при гипок-
сии [10]. Однако в последнее время HIF-α регистрируется и в 
ответ на индукцию СПР при других различных повреждающих 
воздействиях [3, 11]. Существуют 3 её изоформы, для которых 
характерны специфические свойства, — HIF-1α, HIF-2α и HIF-
3α [12]. «Изоформа HIF-3α экспрессируется в большом количе-
стве тканей: сердце, мозг, лёгкие, печень и др.» [12, 13]. Пока-
зано, что «при гипоксии увеличивается стабильность и уровень 
белка HIF-3α, в результате чего экспрессируется 155 генов, про-
дукты которых участвуют в регуляции метаболизма глюкозы и 
аминокислот, синтеза эритропоэтина, активации апоптоза, вну-
триклеточной сигнализации и др.» [14, 15].

Антиоксидантный белок пероксиредоксин-1 (Prx-1) с мо-
лекулярной массой 22–27 кДа локализован в цитозоле клеток, 
обладает пероксидазной активностью [7, 16]. Кроме того, по-
казано, что Prx-1 обладает шаперонной активностью [17].

К настоящему времени мало известно об экспрессии HIF-
3α, HSP72, HOx-1 и Prx-1, а также о морфологических изме-
нениях в головном мозге в условиях длительного воздействия 
УПП на организм.

Цель исследования — изучение уровня внутриклеточных 
защитных белков HIF-3α, HSP72, HOx-1, Prx-1 и морфологиче-
ских изменений в головном мозге в динамике длительного пы-
левого воздействия.

Материалы и методы. Эксперименты проведены на 60 бе-
лых крысах-самцах Вистар массой 200–250 г одного возраста, 
выращенных в стандартных условиях вивария при свободном 
доступе к пище и воде, а также естественном чередовании су-
точной освещённости. Пылевое воздействие моделировали ме-
тодом динамической ингаляционной затравки крыс УПП (уголь 
газово-жирной марки) в интермиттирующем режиме [18]. Кры-
сы вдыхали УПП в затравочной пылевой камере ежедневно по 4 
часа в течение 1 (n=10), 3 (n=10), 6 (n=10), 9 (n=10) и 12 недель 
(n=10) (средняя концентрация 50 мг/м3, размер пылевых частиц 
5 микрон и меньше). Контрольные крысы (n=10) находились в 
такой же камере, но без подачи УПП.

Содержание, кормление и выведение животных из экспе-
римента проводили в соответствии с требованиями Приказа 
МЗ РФ «Об утверждении Правил надлежащей лабораторной 
практики» (№ 199н от 01.04.2016 г.), а также Руководством по 
содержанию и использованию лабораторных животных (Guide 
for the Care and Use of Laboratory Animals, 1996). На проведение 
исследования было получено разрешение биоэтического коми-
тета Научно-исследовательского института комплексных про-
блем гигиены и профессиональных заболеваний (протокол № 2 
от 25 октября 2018 г.).

Морфологические исследования. Образцы головного мозга 
крыс после полной фиксации подвергали химической обработке 
с применением аппарата для гистологической проводки АТ-4М 
с последующей заливкой в гистомикс. На ротационном микро-
томе МЗП-01 (Россия) готовили срезы толщиной 5–17 мкм, ко-
торые окрашивали гематоксилином и эозином и по Ван Гизону 
для выявления эластических и коллагеновых волокон. Микро-
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скопирование гистологических срезов проводили с помощью 
микроскопа Olympus СX31 RBSF (Германия) при увеличении 
окуляра — 10 крат, поле зрения — 20 мм и объектива 20, 40 и 
100 с водной и масляной иммерсией.

Молекулярные исследования включали определение экспрес-
сии HIF-3α, HSP72, HOx-1 и Prx-1 в цитозольной фракции тка-
ни головного мозга методом Western-блоттинга с использовани-
ем первых специфических моноклональных и поликлональных 
антител (Santa Cruz Biotechnology) и вторых антител с перок-
сидазной меткой (Jackson Immuno Research). Детекцию прово-
дили по хемилюминесценции с использованием реактивов ECL 
(Amerscham) на рентгенографическую плёнку (Kodak).

Интенсивность свободнорадикальны х процес-
сов оценивали по уровню продуктов свободнорадикаль-
ного окисления, индуцированного in vitro системой, со-
держащей аскорбат (0,2 мМ) при концентрации белка  
2,5 мг/мл [19]. Концентрацию продуктов окисления оценивали 
по реакции с ТБК по классическому методу Ohkawa в модифи-
кации [20].

Статистическую обработку полученных результатов прово-
дили с помощью пакета программ STATISTICA 6.0. Для срав-
нения независимых выборок использовали непараметрический 
Mann–Whitney U-Test. Различия между выборками считались до-
стоверными при р≤0,05.

Результаты и обсуждение. Результаты проведённых иссле-
дований показали развитие патологических изменений в голов-
ном мозге экспериментальных крыс, выраженность которых за-
висела от длительности воздействия УПП на организм (табл. 1, 
рис. 1).

В целом на морфологическом уровне при длительном воз-
действии УПП на организм выявлены изменения, которые 
свидетельствуют о развитии гипоксии и метаболических пере-
стройках в нейронах головного мозга крыс [3, 5, 9].

На ранних сроках пылевого воздействия недостаточная или 
избыточная активация компенсаторных механизмов может при-
водить к переходу физиологического ответа в патологический 
на поздних сроках как на внутриклеточном, так и на морфоло-
гическом уровне. С целью изучения специфических клеточных 
механизмов воздействия УПП на головной мозг оценили интен-
сивность СРП (рис. 2) и уровень внутриклеточных защитных 
белков HIF-3α, HSP72, HOx-1 и Prx-1 (табл. 2).

Из рисунка 2 видно, что интенсивность СРП в головном 
мозге крыс с пылевым воздействием была достоверно ниже по 
сравнению с контрольными животными. В динамике пылевого 
воздействия зарегистрировано снижение накопления свобод-
норадикальных продуктов в 1,3–1,7 раза в зависимости от вре-
мени индуцированного in vitro окисления, что свидетельствует 
об относительной устойчивости головного мозга к действию 

УПП. Такая компенсация СРП в головном мозге происходила 
за счёт увеличения уровня защитных белков, обладающих анти-
гипоксическими, шаперонными и антиоксидантными функци-
ями (табл. 2).

Видно, что уже с 1-й недели пылевого воздействия увели-
чивался уровень HIF-3α, достигая максимальных значений с 
3-й по 6-ю (увеличен почти в 2 раза) недели эксперимента. По-
вышение уровня HIF-3α сопровождалось экспрессией HSP72,  
HOx-1 и Prx-1. Так, длительное пылевое воздействие индуциро-
вало синтез HSP72, уровень которого превышал контрольные 
значения примерно в полтора раза на 1–3 неделях эксперимента. 
Белок HSP72 является важным звеном внутриклеточной анти-
оксидантной системы, которая защищает клетки от свободных 
радикалов. Этот белок участвует в рефолдинге или деградации 
окисленных белков, а также «поддерживает активность бел-
ков с антиоксидантными свойствами», в частности HOx-1 и  
Prx-1 [21]. Из таблицы 2 видно, что одновременно с индукци-
ей HSP72, с 1-й недели пылевого воздействия активировался 

Таблица 1 / Table 1
Патоморфологические изменения в головном мозге, ассоциированные с длительностью угольно-породного воздействия 
на организм
Pathomorphological changes in the brain associated with the duration of coal-rock exposure to the body

Длительность пылевого 
воздействия Морфологические изменения в головном мозге экспериментальных животных

1–3 недели

Формирование незначительных начальных проявлений поражения нейронов с явлениями нейронофагии 
единичных клеток. Развитие сосудистой реакции в виде неравномерно выраженного полнокровия ми-
кроциркуляторного русла. Для всех гемодинамических структур характерна плазморрагия и гипертро-
фия эндотелия с гиперхромией ядер. Периваскулярный и перицеллюлярный отёк. Отёк мягкой мозго-
вой оболочки.

3–6 недель
Формирование зон «выпадения» нейронов, очагов глиоза. Для большинства нервных клеток характерен 
гиперхроматоз. Усиление признаков периваскулярного и перицеллюлярного отёка. Утолщение стенок со-
судов, эндотелиоциты набухшие, появление эндотелиоцитов угловатой формы, выступающих в просвет 
сосудов.

6–9 недель Пикноз ядер части нейронов. В сосудах проявление выраженного эндотелиоза. Полнокровие сосудов моз-
говой оболочки неравномерно выражено.

9–12 недель
Дегенеративные изменения нервных клеток, пикноз части ядер, нейронофагия, очаговые выпадения ней-
ронов, очаги глиоза. Прогрессирование утолщения стенок сосудов за счёт плазморрагии и гиалиноза, вы-
раженные дистрофические изменения эндотелиоцитов, Мягкая мозговая оболочка отёчная.

а. б.

г.в.

Рис. 1. Морфологические изменения в головном мозге 
экспериментальных животных в динамике воздействия 
угольно-породной пыли: а) 1 неделя — нейронофагия 
(ув. 400); б) 3 недели — выпадение нейронов (ув. 100); в) 
6 недель — глиоз (ув. 400); г) 12 недель — глиоз (ув. 400). 
Окраска гематоксилин-эозином
Fig. 1. Morphological changes in the brain of experimental animals in 
the dynamics of exposure to coal-rock dust: а) 1 week — neuronophagy 
(magnification 400); б) 3 weeks — loss of neurons (magnification 
100); в) 6 weeks — gliosis (magnification 400); г) 12 weeks — gliosis 
(magnification 400). Hematoxylin-eosin staining.
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синтез HOx-1 (в 2 раза). В отличие от HSP72, индукция это-
го белка оставалась на высоком уровне весь период исследова-
ния. Показано, что «одновременная индукция HSP72 и HOx-1 
свидетельствует о наличии свободнорадикального сигнала, а в 
случае увеличения уровня только HOx-1 — о гипоксическом 
сигнале» [22].

С 3-й недели больше чем в 2,5 раза увеличивался уровень 
антиоксидантного белка с пероксидазной активностью — Prx-
1. Увеличение уровня происходило одновременно с индукцией 
HIF-3α и HOx-1. Ранее было выявлено, что активация транс-
крипции генов PRX происходит одновременно с экспрессией 
других генов, индуцируемых окислительным стрессом и, в част-
ности, с HO-1 [23]. Возможно, что скоординированная экспрес-
сия HIF-3α, HOx-1 и Prx-1 является общим адаптивным ответом 
нейронов головного мозга экспериментальных крыс на окисли-
тельный стресс, развивающийся в результате длительного воз-
действия УПП на организм.

Защитный нейропротекторный эффект индукции белков с 
антигипоксическими, шаперонными и антиоксидантными функ-
циями проявлялся и на морфологическом уровне: на ранних 

0
Контроль

0,02

0,04

0,06

0,08

0,1

0,12

0,14

0,16

1 неделя 3 недели 6 недель

D532 nm

*

*

*

0 минут 40 минут

Рис. 2. Динамика накопления ТБК-активных продуктов 
свободнорадикального окисления (в ед. оптической 
плотности, D532 — по оси ординат) при его индукции in vitro 
в головном мозге экспериментальных крыс с длительным 
пылевым воздействием
Fig. 2. Dynamics of accumulation of TBA-active products of free 
radical oxidation (in optical density units, D532 is along the ordinate 
axis) during its induction in vitro in the brain of experimental rats with 
long-term dust exposure.
Примечание: данные представлены в виде медианы; 0 минут — ис-
ходный уровень ТБК-активных продуктов, 40 минут — уровень ТБК-
активных продуктов после индукции окисления; * — p≤0,05 — уро-
вень статистической значимости различий по сравнению с контроль-
ной группой (Mann–Whitney U-test).
Note: data are presented as a median; 0 минут — the initial level of TBA-active 
products, 40 минут — the level of TBA-active products is after the induction 
of oxidation; * — p≤0.05 — the level of statistical significance of differences in 
comparison with the control group (Mann–Whitney U test).

Таблица 2 / Table 2
Уровень защитных белков в головном мозге эксперимен-
тальных крыс с длительным пылевым воздействием
The level of protective proteins in the brain of experimental rats with 
long-term dust exposure

Эксперимен-
тальная группа

HIF-3α, 
ОДЕ

HSP70, 
ОДЕ

HOx-1, 
ОДЕ

Prx-1, 
ОДЕ

Контроль 6,6 1,9 1,35 7,4

1 неделя 9,1↑ 3,1↑ 2,17↑ 6,7

3 недели 12,9↑ 2,7↑ 1,98↑ 18,8↑
6 недель 11,7↑ 1,8 1,87↑ 19,8↑

Примечание: ОДЕ — относительные денситометрические единицы.
Note: ОДЕ — relative densitometry units.
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