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Влияние максимального электрошока  
и противосудорожных препаратов на концентрацию 

продуктов перекисного окисления липидов  
в эксперименте на мышах

Гайдуков И. О., Литвинова С. А., Золотов Н. Н., Котельникова С. О., Воронина Т. А
 ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. Закусова», Москва, Россия

Аннотация. Окислительный стресс играет одну из ключевых ролей в эпилептогенезе. Целью исследования было оценить влияние судорог на 
развитие оксидативного стресса и наличие антиоксидантных свойств у карбамазепина и вальпроевой кислоты при судорожном состоянии, вызван-
ном максимальным электрошоком (МЭШ). Методы. У мышей вызывали электросудорожные припадки методом МЭШ с оценкой тяжести судорог по 
балльной шкале. Оценку оксидативного стресса проводили по продуктам перекисного окисления липидов (ПОЛ), определяемых в плазме крови. 
Результаты. Установлено, что воздействие МЭШ с последующими тонико-клоническими припадками приводит к оксидативному стрессу у мышей. 
Вальпроевая кислота и карбамазепин полностью защищали от возникновения судорог после воздействия МЭШ, однако концентрация продуктов 
ПОЛ не отличалась от группы с МЭШ и была также выше, чем в группе контроля.
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The effect of maximal electroshock seizure and anticonvulsants on the concentration of lipid peroxidation products  
in an experiment in mice
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Abstract. Oxidative stress plays a key role in epileptogenesis. The aim of the study was to evaluate the effect of seizures on the development of oxidative 
stress and the presence of antioxidant properties in carbamazepine and valproic acid in convulsive state caused by maximal electroshock seizure (MES). 
Methods. An electroconvulsive seizure were induced by the MES-test in mice, with assessment of the severity of seizures on a point scale. Oxidative stress was 
assessed by products of lipid peroxidation (LPO) determined in blood plasma. Results. It has been established that exposure to MES followed by tonic-clonic 
seizures leads to oxidative stress in mice. Valproic acid and carbamazepine completely protected against seizures after MES-test, however, the concentration 
of lipid peroxidation products did not differ from the MES group and was also higher than in the control group.
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Введение / Introduction

Головной мозг составляет всего 2 % от массы тела 
и при этом расходует более 20 % поступающего в орга-
низм кислорода и в связи с этим наиболее подвержен 
окислительному стрессу. Мозг также содержит высокие 
концентрации полиненасыщенных жирных кислот, 
которые склонны к перекисному окислению липидов, 
богат железом, которое может катализировать образова-
ние гидроксильных радикалов. Окислительный стресс 
возникает при различных неврологических заболева-
ниях и нейродегенеративных расстройствах, таких как 
болезнь Паркинсона, болезнь Альцгеймера, эпилепсия 
и др. [1]. Реактивные формы кислорода/оксида азота 
вызывают перекисное окисление липидов и поврежде-
ние митохондриальной ДНК. Эти процессы приводят 
к перестройке нейронных цепей, нейродегенерации, 
повышению возбудимости и снижению судорожного 

порога [2]. Установлено, что в клинической практике 
длительная монотерапия вальпроевой кислотой приво-
дит к значительному снижению маркеров оксидатив-
ного стресса [3]. Однако в экспериментах при остром 
введении реактивные метаболиты карбамазепина, 
вальпроевой кислоты, фенитоина, фенобарбитала 
могут индуцировать активные формы кислорода и 
способствовать гибели клеток нейронов [4–9].

Целью исследования явилось изучение влияния 
максимального электрошока и противосудорожных 
препаратов на концентрацию продуктов перекисного 
окисления липидов как маркера оксидативного стресса 
в плазме крови мышей.

Материалы и методы / Materials and methods

Эксперименты проводили на белых беспородных 
мышах-самцах массой 20–26 г., полученных из пи-
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томника ФГБУН «Научный центр биомедицинских 
технологий Федерального медико-биологического 
агентства», филиал «Столбовая» (Московская область). 
В работе использовали следующие вещества: вальпрое-
вая кислота (ВК) (Sigma Aldrich), карбамазепин (Sigma 
Aldrich). Организация и проведение работ осущест-
влялись в соответствии с приказом Минздрава России 
№ 199 от 01 апреля 2016 года «Об утверждении правил 
надлежащей лабораторной практики». Животные содер-
жались в соответствии с СП 2.2.1.3218-14 «Санитарно-эпи-
демиологические требования к устройству, оборудованию 
и содержанию экспериментально-биологических клиник 
(вивариев)» от 29 августа 2014 г. № 51. Проведение экс-
периментов одобрено Комиссией по биомедицинской 
этике ФГБНУ «НИИ фармакологии имени В.В. За-
кусова» (протокол № 6 от 16 апреля 2018 г.). 

Эксперимент представлял собой последователь-
ность нескольких основных этапов (рис. 1).

Мышей делили на группы по 10 шт. в каждой: ин-
тактные, МЭШ, вальпроевая кислота (ВК) (200 мг/кг),  
карбамазепин (15 мг/кг), вальпроевая кислота (200 мг/кг) + 
МЭШ, карбамазепин (15 мг/кг) + МЭШ.

Соединения вводили в течение 4 дней и за 30 минут 
до начала эксперимента. 

На первом этапе проводили тест судорог, вызван-
ных максимальным электрошоком (МЭШ), с оценкой 
судорог по балльной шкале. Эффект оценивали в за-
висимости от тяжести припадка и противосудорож-
ного эффекта соединений по изменению среднего 
балла относительно значений контроля (МЭШ). Затем 
проводили декапитацию во всех группах животных с 
последующим забором образцов крови (см. рис. 1).

На втором этапе проводился количественный ана-
лиз ТБК-активных продуктов как (конечный про-
дукт окисления) показателя оксидативного стресса  
(см. рис. 1).

В дополнительном эксперименте проводили оценку 
влияния МЭШ-индуцированных судорог на выжива-
емость животных в тесте нормобарической гипоксии 
с гиперкапнией в гермообъёме (баночной гипоксии). 

Тест максимального электрошока. Животные через 
корнеальные (глазные) электроды получали электри-
ческие стимулы (режим 250/300 V/mA: 11 mA, длитель-
ность 0,2 с). Для генерации электрических импульсов 
использовалась сертифицированная установка «Rodent 
Shocker RS» type 221 (Harvard Apparatus, GmbH, Гер-
мания). В балльной системе оценивали следующие 
показатели степени выраженности судорожного при-
падка: 1 балл – одиночное подергивание тела мыши; 
2 балла – клонические судороги; 3 балла – тонические 
судороги; 4 балла – гибель животного. Подсчитывали 
суммарное количество баллов. Критерием эффектив-
ности являлось уменьшение суммарного среднего 
балльного показателя.

Нормобарическая гипоксия с гиперкапнией в гермообъ-
ёме (баночная гипоксия). Мышей поодиночке помещали 
в герметически закрываемые банки объёмом 200 см3. 
Животных, подвергавшихся МЭШ, помещали в банки 
через 2 часа после воздействия током. Регистрировали 
время гибели до агонального вздоха. 

Забор биоматериала. Декапитацию выживших жи-
вотных проводили через 5 мин, 30 мин, 2 и 4 часа после 
воздействия электрическим стимулом (МЭШ). Плазму 
крови немедленно отделяли центрифугированием при 
3000 об/мин в течение 10 мин. Затем плазма крови 
пипеткой отбиралась в пробирки и замораживалась 
при температуре  – 20 °С. 

Количественное определение продуктов ПОЛ в плазме 
крови. Метод определения продуктов ПОЛ, одним из 
которых является малоновый диальдегид (МДА), кон-
центрация которого повышается при оксидативном 
стрессе, основан на взаимодействии с 2-тиобарбиту-
ровой кислотой (TБК). При высокой температуре и 
кислом значении pH реакция протекает с образованием 
окрашенного триметинового комплекса. Максимум 
поглощения комплекса приходится на 532 нм с коэффи-
циентом молярной экстинкции ε = 1,56 × 105 М–1 см–1.

К 20 мкл предварительно размороженной плазмы 
крови добавляли 20 мкл 0,485М соли Мора и инкуби-
ровали при 37 °С в течение 30 мин. Затем к образцам 
добавляли 1060 мкл 0,9 % раствора 2-тиобарбитуровой 
кислоты (Serva, Германия) в 50 % уксусной кислоте и 
инкубировали при 80 °С в течение 60 мин. После ох-
лаждения измеряли оптическую плотность образцов 
на спектрофотометре DU-50 (Beckman Coulter, США) 
при 532 нм с длиной пути 10 мм. Расчёт количества 
комплекса с ТБК проводили на основании значения 
коэффициента молярной экстинкции ε = 1,56 × 105 
М–1 см–1. Все измерения проводили в 2 параллелях. 

Рис. 1. Схема эксперимента
Fig. 1.  Scheme of experiment
Примечание: МЭШ – максимальный электрошок; ПОЛ – перекисное 
окисление липидов.
Notes: MES – maximum electricshock; LPO – lipid peroxidation. 
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Статистическую обработку результатов проводили 
с использованием однофакторного дисперсионного 
анализа (ANOVA) и критерия Краскела–Уоллиса для 
выявления межгрупповых различий; критерия Нью-
мена–Кейлса и критерия Данна для апостериорных 
сравнений средних. 

Результаты / Results

По результатам теста МЭШ установлено, что сред-
небалльная оценка судорог имеет различия между груп-
пами. В ходе статистической обработки подтверждено 
достоверное влияние внутригруппового фактора (кри-
терий Краскела–Уоллиса, P < 0,001). В группе МЭШ 
у всех животных наблюдались клонико-тонические 
припадки. При апостериорных сравнениях средних с 
группой контроля (МЭШ) наблюдалось достоверное 
уменьшение среднего балла в группах животных, получав-
ших вальпроевую кислоту и карбамазепин (рис. 2). Кар-
бамазепин полностью защищал от развития тонических 
и клонических судорог у мышей. Вальпроевая кислота 
также устраняла тонические судороги и практически 
полностью клонические, немного уступая по выражен-
ности противосудорожного эффекта карбамазепину. 

В результате определения концентрации продуктов 
ПОЛ в плазме крови мышей наблюдалось изменение 
концентрации ТБК-активных продуктов. В ходе стати-
стической обработки было подтверждено достоверное 
влияние внутригруппового фактора (ANOVA, P < 0,05). 
Концентрация ТБК-активных продуктов в группе 

МЭШ (5 мин) достоверно отличалась от группы кон-
троля, что свидетельствовало об оксидативном стрессе 
в условиях патологии (рис. 3). Стоит отметить, что в 
группах с более поздней декапитацией после МЭШ 
(30 мин, 2 и 4 ч), концентрация ПОЛ уменьшалась до 
уровня интактных животных (см. рис. 3).

Концентрация ПОЛ в плазме при применении 
вальпроевой кислоты и карбамазепина не менялась 
после электросудорожного воздействия относительно 
значений контрольной группы (МЭШ) (см. рис. 3). ВК 
и карбамазепин не вызывали изменение концентрации 
ПОЛ и без МЭШ (см. рис. 3). Таким образом, соеди-
нения не влияли на концентрацию ПОЛ в плазме при 
судорогах, вызванных МЭШ, и без индукции МЭШ.

В условиях модели нормобарической гипоксии с 
гиперкапнией (баночная гипоксия) установлено, что 
воздействие МЭШ приводит к уменьшению средней 
продолжительности жизни мышей (рис. 4). Однако 
концентрация ТБК-активных продуктов через 2 часа 
после МЭШ не отличалась от группы контроля (кон-
троль 0,10 мкМ/л, после МЭШ – 0,11 мкМ/л). Отсут-
ствие эффекта МЭШ на концентрацию ТБК-активных 
продуктов возможно связано с тем, что МЭШ допол-
нительно приводит к активации циклооксигиназы-2 
и, как следствие, микроваскулярному воспалению. 
Известно, что выделение тромбоксана А2 приводит к 
вазоконстрикции через 8-изопростагландин-F2α, что 
в свою очередь ухудшает мозговой кровоток и ишими-
зацию головного мозга [10, 11]. Простагландин F2α мог 

Рис. 2. Противосудорожный эффект вальпроевой кис-
лоты и карбамазепина в тесте максимального электро-
шока по суммарному количеству баллов
Fig. 2. Anticonvulsant effect of valproic acid and carbamaz-
epine in the maximal electroshock test by the total number 
of points
Примечания: ВК – вальпроевая кислота; МЭШ – максимальный 
электрошок; * – достоверность отличий в сравнении с группой 
контроля (МЭШ), при P < 0,05 (критерий Данна); по оси абсцисс – 
балльная оценка судорог (меньше – лучше).
Notes: ВК – VPA – valproic acid; МЭШ – MES – maximal electroshock; 
* – reliability at P < 0.05 in comparison with the control group (MES) (the 
Dunn’s test); along the abscissa axis – evaluation of seizures in points (less 
is better).

Рис. 3. Влияние максимального электрошока, вальпро-
евой кислоты и карбамазепина на концентрацию ТБК-
активных продуктов в плазме крови мышей 
Fig. 3. The effect of maximal electroshock, valproic acid 
and carbamazepine on the concentration of TBА-active 
products in the blood plasma of mice
Примечания: по оси абсцисс–концентрации ТБК-активных продук-
тов в плазме мкМ/л, MEAN ± SEM; ВК – вальпроевая кислота; ИНТ – 
интактные (контроль); МЭШ – максимальный электрошок; КАРБ – 
карбамазепин; * – достоверность отличий от группы контроля, при  
Р < 0,05 (критерий Ньюмена–Кейлса).
Notes: along the abscissa axis – concentrations of TBA-active products in 
plasma mcМ/l, MEAN ± SEM; ВК – VPA – valproic acid; ИНТ – INТ – 
intact (control group); МЭШ – MES – maximal electroshock; КАРБ – CBZ – 
Carbamazepine; * – reliability at Р < 0.05 in comparison with the control 
group (Newman–Keuls test).
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бы быть дополнительным маркером оксидативного 
стресса в данной модели и исследовании корреляции 
с ТБК-активными продуктами. 

Обсуждение / Discussion

Повреждение головного мозга, возникающее в 
результате судорог, является динамическим процессом, 
включающим множество факторов, способствующих 
гибели нейрональных клеток. В частности, это гене-
тические факторы, митохондриальная дисфункция, 
вызванная эксайтотоксичностью, и оксидативный 
стресс [2]. Судорожная активность инициирует приток 
Ca2+ через NMDA и Ca2+-зависимые каналы, что при-
водит к биохимическим каскадам, которые запускаю 
гибель нейронов [12–14]. В норме, присутствие Ca2+ 
необходимо для поддержания синтеза АТФ, однако 
патологический стимул может приводить к изменению 
физиологической функции Ca2+. Перегрузка мито-
хондриального матрикса Са2+ приводит к усиленному 
образованию активных форм кислорода (АФК) через 
ступенчатое восстановление O

2
 (O

2
 → O2− → H

2
O

2 → OH 
→ H

2
O), которые могут повреждать клеточные компо-

ненты, такие как белки, липиды и ДНК, приводить к 
гибели клетки [15]. Помимо дыхательной цепи, АФК 
образовываются за счёт активации НАДФН

2
-оксидазы, 

являющейся источником супероксидного-анион- 
радикала [16]. Активные формы кислорода инактиви-
руются антиоксидантными ферментами, такими как 
супероксиддисмутаза, глутатионпероксидаза и ката-
лаза, однако активность этих ферментов в головном 
мозге значительно снижена в связи с особенностью 
его физиологии, что ограничивает антиоксидантную 
защиту головного мозга [14, 17].

Участие АФК и окислительного стресса в развитии 
судорог косвенно подтверждается противосудорожной 
активностью антиоксидантов. Мелатонин дозозависимо 
подавляет эпилептические разряды после инъекции 
в сенсомоторную кору хлорида железа крысам [18], 
а интрацеребровентрикулярное введение глутатиона 
подавляет судороги, вызванные коразолом у мышей 
[19]. Окислительный стресс также связан с судорога-
ми, вызванными электрическим током, и связанным 
увеличением продуктов ПОЛ [20, 21]. Сообщалось, что 
тонические приступы, вызванные МЭШ, вызывают 
значительное снижение глутатион пероксидазы в го-
ловном мозге и плазме, которое коррелирует с увели-
чением перекисного окисления липидов и падением 
общей антиоксидантной ёмкости [22]. 

В результате проведённого исследования уста-
новлено, что максимальный электрошок приводит к 
увеличению концентрации продуктов ПОЛ в плазме 
крови и оксидативному стрессу, соответственно. Вос-
становление концентрации продуктов ПОЛ через не-
которое время после МЭШ до уровня контрольных 
значений указывает на активацию антиоксидантных 
систем организма как минимум через 30 мин после 
воздействия током. В опыте in vivo МЭШ уменьшал 
время жизни мышей в условиях гипоксии.

Защита от МЭШ-индукцированных судорог при 
применении вальпроевой кислоты и карбамазепина 
не приводила к снижению ТБК-активных продуктов в 
плазме животных. Препараты также не влияли на их кон-
центрацию в плазме животных, не подвергавшихся элек-
трошоку. Полученные данные указывают на отсутствие 
антиоксидантного компонента у вальпроевой кислоты и 
карбамазепина. Повышенный уровень ТБК-активных 
продуктов в группах мышей, перенёсших судороги и 
получавших вальпроевую кислоту или карбамазепин, 
может быть связан с особенностью данной модели в связи 
с её травматичностью или прооксидантными свойствами 
используемых препаратов. Показано, что при остром 
введении препаратов реактивные метаболиты карбамазе-
пина, вальпроевой кислоты, фенитоина, фенобарбитала 
могут индуцировать АФК и способствовать гибели клеток 
нейронов [4–9]. В экспериментальных и клинических 
исследованиях вальпроевая кислота снижает активность 
супероксиддисмутазы, а карбамазепин – каталазы и супе-
роксиддисмутазы [23–25]. Однако в клинических исследо-
ваниях монотерапия вальпроевой кислотой в течение 6 и 12 
месяцев приводила к значительному снижению маркеров 
оксидативного стресса, в том числе продуктов перекисного 
окисления липидов, таких как МДА, и увеличению актив-
ности супероксиддисмутазы и каталазы [3].

Таким образом, максимальный электрошок вызыва-
ет увеличение концентрации ТБК-активных продуктов 
ПОЛ в плазме крови мышей. Вальпроевая кислота и 
карбамазепин не влияют на оксидативный стресс при 
воздействии МЭШ и концентрацию продуктов ПОЛ 
в условиях нормы, что свидетельствует об отсутствии 
антиоксидантного компонента у этих препаратов. 

Рис. 4. Время жизни мышей, подвергнутых МЭШ, в ус-
ловиях гипоксии с гиперкапнией
Fig. 4. The lifetime of mice subjected to MES in conditions 
of acute hypoxia with hypercapnia
Примечания: * – достоверность отличий от группы контроля, при  
Р < 0,05 (критерий Ньюмена–Кейлса); ось абсцисс – средняя продол-
жительности жизни, с.
Notes: * – reliability at Р < 0.05 in comparison with the control group 
(Newman–Keuls test); along the abscissa axis – average life duration, s.
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