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Резюме
Цель исследования — изучить вклад основных эндотелиальных вазодилататоров при использовании 

различных функциональных проб. Материалы и методы. Кровоток в микрососудах кожи предплечья 
оценивался у 30 здоровых добровольцев (20–21 года) с помощью высокочастотной ультразвуковой доп-
плерографии. Были выполнены три функциональные пробы: ионофорез с ацетилхолином, проба с ре-
активной гиперемией и температурная проба с локальным нагреванием кожи предплечья до 42 °C. Для 
анализа механизмов эндотелий-зависимой вазодилатации проводился ионофорез вазоактивных веществ: 
метилового эфира L-нитроаргинина (L-NAME) — ингибитора эндотелиальной NO-синтазы (eNOS), тетра-
этиламмония (TEA) — ингибитора эндотелиального гиперполяризующего фактора (EDHF), диклофенака 
натрия — ингибитора циклооксигеназы (COX). Результаты. Для пробы с ацетилхолином характерно бы-
строе увеличение объемной скорости кровотока в течение 2 минут, затем, в течение 2 минут, — медленное 
снижение объемной скорости кровотока. Далее, начиная с 4-й минуты, наблюдается ускоренное снижение 
объемной скорости кровотока в течение 1-й минуты. Блокада оксида азота и простациклина приводила 
к замедлению нарастания кровотока, а нейтрализация EDHF — к ускорению реакции микрососудов на 
ацетилхолин. При постокклюзионной пробе изменения кровотока возникали только в результате блокады 
оксида азота, в то время как нейтрализация простациклина и EDHF не влияли на реактивную гиперемию. 
Аналогичные результаты были получены при локальном нагревании кожи. Заключение. Ведущую роль 
во всех проведенных тестах, включая температурную пробу и пробу с реактивной гиперемией, играет 
оксид азота. Эндотелиальный гиперполяризующий фактор принимает участие только в механизме аце-
тилхолин-индуцированной вазодилатации.

Ключевые слова: оксид азота, ингибитор эндотелиального гиперполяризующего фактора, темпера-
турная проба, реактивная гиперемия
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Введение
Нарушения микроциркуляции играют ведущую 

роль во многих заболеваниях сердечно-сосудистой 
системы, поскольку являются важным звеном в па-
тогенезе таких распространенных и социально зна-
чимых заболеваний, как атеросклероз, гипертони-
ческая болезнь, сахарный диабет [1].

Эти нарушения могут быть как локальными, 
так и системными, то есть выявляться в различных 
регионах. Одним из важнейших механизмов си-
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Abstract
Objective. To study the contribution of the main endothelial vasodilators using different functional tests. 

Design and methods. Blood flow in the microvessels of the forearm skin was assessed in 30 healthy volunteers 
(20–21 years) using high-frequency Doppler ultrasound. Three functional tests were performed: iontophoresis 
with acetylcholine, a test with reactive hyperemia and a temperature test with local heating of the forearm skin 
to 42 °C. To analyze the mechanisms of endothelium-dependent vasodilation we carried out iontophoresis of 
vasoactive substances: L-Nitro-Arginine Methyl Ester (L-NAME) — inhibitor of endothelial NO synthase 
(eNOS), tetraethylammonium (TEA) — inhibitor of endothelial hyperpolarizing factor (EDHF), diclofenac 
sodium — inhibitor of cyclooxygenase (COX). Results. During the test with acetylcholine was characterized by 
a rapid increase in the volume rate of blood flow for 2 minutes, from 4 minutes there was a slow decrease in the 
volume rate of blood flow. The blockade of nitric oxide and prostacyclin led to a slowdown in blood flow growth 
and the blockade of EDHF to accelerate the recovery of the reaction of microvessels to acetylcholine. In post-
occlusion test changes in blood flow occur only under blockade of nitric oxide, while the blockade of EDHF and 
prostacyclin showed no effect on reactive hyperemia. Similar results were obtained by local heating of the skin. 
Conclusions. Nitric oxide plays a leading role in all tests, including local heat test and flow-mediated dilation. 
Endothelial hyperpolarizing factor is significant only in the mechanism of acetylcholine-induced vasodilation.
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стемных расстройств микроциркуляции являются 
структурно-функциональные нарушения эндотелия, 
или эндотелиальная дисфункция [2].

Известно, что эндотелий-зависимую вазодила-
тацию связывают главным образом с оксидом азота 
(NO), простациклином (PGI2) и эндотелиальным ги-
перполяризующим фактором (EDHF). Вклад каждого 
вазодилататора в общую регуляцию тонуса сосудов 
до конца не изучен. Также известно, что образова-
ние этих вазодилататоров в эндотелии различается 
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в зависимости от органа и диаметра сосуда [3]. Так, 
предполагают, что в крупных артериях основным 
эндотелиальным вазодилататором считается оксид 
азота, а в сосудах микроциркуляторного звена — эн-
дотелиальный гиперполяризующий фактор [4]. Для 
оценки состояния механизмов регуляции тканевого 
кровотока и реактивности сосудов микроциркуля-
торного русла применяют различные функциональ-
ные пробы. Имеются единичные данные о том, что 
при разных стимулах эндотелий-зависимая дилата-
ция сосудов возникает под действием различных 
эндотелиальных факторов [4, 6, 7]. Исследование 
функциональных проб (тепловых, окклюзионных, 
фармакологических и так далее) российскими и за-
рубежными авторами широко представлено в литера-
туре [7–9, 17, 18]. Поскольку применение функцио- 
нальных проб необходимо для оценки состояния 
эндотелия при различных состояниях, в том числе 
при заболеваниях сердечно-сосудистой системы, не-
обходимо иметь точное представление о том, какой 
механизм лежит в основе вазодилатации при про-
ведении используемой пробы (стимула).

Цель исследования — изучить вклад основных 
эндотелиальных вазодилататоров в эндотелий-зави-
симую вазодилатацию при проведении различных 
функциональных проб.

Материалы и методы
В исследовании принимали участие 30 здоровых 

добровольцев в возрасте от 20 до 21 года (17 мужчин, 
13 женщин). Протокол исследования был одобрен 
Этическим комитетом ФГБОУ ВО ПСПбГМУ им. 
И. П. Павлова Минздрава России.

Для получения значимых измерений при про-
ведении исследования для всех проб соблюдались 
стандартные условия: за сутки перед исследованием 
исключался прием вазоактивных препаратов, кофе, 
какао, спиртных напитков, шоколада.

Перед проведением всех проб пациент в тече-
ние 30 минут пребывал в покое в положении лежа 
на спине в закрытом помещении при температуре 
воздуха 24–25 °C. Кожный кровоток измерялся на 
передней поверхности предплечья в одной и той же 
точке с помощью прибора высокочастотной доп-
плерографии производства ООО «СП Минимакс» 
(Санкт-Петербург, Россия). Прибор оснащен дат-
чиком с частотой 25 МГц. Установка датчика осу-
ществлялась без сдавления кожи, которое может 
повлиять на состояние кровотока в исследуемом 
участке. Угол установки датчика к исследуемой 
поверхности — 60 °C. Запись допплерограммы 
выполнялась до проведения ионофореза, затем 
каждую минуту после процедуры в течение 10 

минут. Оценивалась объемная скорость тканево-
го кровотока (мл3/с). Все результаты приведены 
в процентах к исходному уровню кровотока для 
усреднения показателей [8].

Мы исследовали три различных вазодилати-
рующих стимула: ацетилхолин-индуцированную 
вазодилатацию, постокклюзионную реактивную 
гиперемию и температурную пробу.

Ацетилхолин-индуцированная вазодилатация
Ацетилхолин-индуцированная вазодилатация 

выполнялась с помощью ионофореза 0,3 % раство-
ра ацетилхолина гидрохлорида (МП Биомедикалс, 
США) в течение 1 минуты при помощи прибора 
«Поток-1» производства ЗАО «Завод ЭМА», Екате-
ринбург, Россия. Для приготовления растворов ис-
пользовали деионизированную дистиллированную 
воду с целью исключения электрофоретического вли-
яния примесей других ионов. Анод располагался на 
тыльной поверхности кисти, катод — на ладонной, 
сила тока до 50–80 мкА. Проведение ионофореза при 
более высокой силе тока не рекомендуется, так как 
он сам может являться эффективным раздражите-
лем, вызывающим гиперемию [9]. Ацетилхолин не 
накапливается в тканях, чем обусловлено быстрое 
снижение объемной скорости кровотока после пре-
кращения ионофореза [9].

Постокклюзионная реактивная гиперемия
На плечо накладывалась манжета механиче-

ского тонометра, в которой нагнеталось давление 
до 200 мм рт. ст. (компрессия плечевой артерии). 
Манжета тонометра пережимала плечевую артерию 
в течение 3 минут, вызывая остановку кровотока 
и, соответственно, ишемию. Затем производилась 
быстрая декомпрессия сосуда, кровоток восстанав-
ливался, и развивалась постокклюзионная реактив-
ная гиперемия, которая проявлялась в увеличении 
показателей микроциркуляции до уровня, превы-
шающего исходный.

Температурная проба
Нагрев поверхности кожи предплечья был вы-

полнен с помощью электрического нагревательно-
го элемента до 42 °C в течение 3 минут. Измерение 
температуры кожи выполнялось до, во время и по-
сле окончания теплового воздействия при помощи 
дистанционного инфракрасного термометра.

Анализ механизмов вазодилатации при различ-
ных функциональных пробах производился с по-
мощью ионофореза веществ, блокирующих обра-
зование или действие различных эндотелиальных 
вазодилататоров:
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1. При помощи ионофореза раствора N-нитро-L-
аргинин-метилового эфира (L-NAME) производства 
фирмы «Сигма-Алдрич» (Швейцария) в концен-
трации 456,204 мкмоль/л осуществлялась блока-
да оксида азота (ингибитор эндотелиальной NO-
синтазы, eNOS);

2. При помощи ионофореза раствора тетраэти-
ламмония хлорида (TEA) в концентрации 301,74 
мкмоль/л производства фирмы «Сигма-Алдрич» 
(Швейцария) проводили блокаду гиперполяризу-
ющего фактора (EDHF);

3. При помощи ионофореза раствора диклофе-
нака натрия производства фирмы «Хемофарм А. Д.» 
(Сербия) в концентрации 3,144 ммоль/л вызывали 
блокаду простациклина.

Роль оксида азота в эндотелий-зависимой вазо-
дилатации оценивалась с помощью одновременной 
блокады EDHF и простациклина, значение эндоте-
лиального гиперполяризующего фактора — с помо-
щью блокады оксида азота и простациклина. Наши 
предварительные данные показали, что самостоя-
тельный вклад простациклина в эндотелий-зависи-
мую вазодилатацию кожи минимален [8], поэтому 
отдельно исследование значения вклада простаци-
клина не изучалось.

Статистическая обработка результатов: про-
граммный пакет IBM SPSS Statistics Version 20. С по-
мощью непараметрического критерия Вилкоксона 
оценивали значимость различий между значения-
ми объемной скорости кровотока при проведении 
пробы. Критерий Манна–Уитни использовался для 
оценки значимости различий результатов разных 
проб для независимых выборок.

При указании P-значений использовалась следу-
ющая нотация. Различие между значениями в двух 
временных точках t1 и t2 для одного исследования 
и, выражалось через Pt1-t2, и. Различие в точке t между 
исследованиями и1 и и2 выражалось через Pt, и1-u2. На-
конец, различие между разностью значений в точках 
t1 и t2 исследования и1 и разностью значений в тех же 
точках исследования и2 выражались через Pt1-t2, и1-u2.

Результаты
Проба с ацетилхолином
Для действия ацетилхолина характерно бы-

строе увеличение объемной скорости кровотока  
в ходе проведения ионофоретической пробы в те-
чение 2 минут, P0–120, без инг < 0,001, затем, в тече-
ние двух минут, — медленное снижение скорости, 
P120–240, без инг < 0,001. Далее, начиная с 4-й минуты, 
наблюдается ускоренное снижение объемной ско-
рости кровотока, P240–300, без инг < 0,001, в течение од-
ной минуты (рис. 1).

Для комбинации ацетилхолина с L-NAME и ди-
клофенаком характерна задержка объемной скоро-
сти кровотока в течение первой минуты, затем бо-
лее резкое повышение в течение второй минуты, на 
обоих отрезках увеличение значимо (P0–60, L-NAME < 
0,001, P60–120, L-NAME < 0,001). На третьей минуте ско-
рость не изменялась (P120–180, L-NAME > 0,05). После 3-й 
минуты динамика кровотока не отличалась от кон-
троля (P180–240, L-NAME-без инг > 0,05, P240–300, L-NAME-без инг> 
0,05). При использовании TEA и диклофенака ско-
рость кровотока увеличивалась медленнее, чем 
в контроле, на первой минуте (P0–60, ТЕА-без инг < 0,001). 
На второй минуте динамика не отличалась от кон-
троля (P60–120, ТЕА-без инг > 0,05). Далее в течение двух 
минут скорость снижалась быстрее, чем в контроле 
(P120–180, ТЕА-без инг < 0,001; P180–240, ТЕА-без инг < 0,001), по-
ка не достигла значения 103 % от исходного в конце 
четвертой минуты. За пятую минуту скорость кро-
вотока вернулась к исходному значению.

Постокклюзионная проба
В постокклюзионной пробе при прекращении 

поступления крови в артерию объемная скорость 
кровотока в микрососудах кожи предплечья резко 
снижалась (Pисх-окк < 0,001 для всех графиков). По-
сле быстрого спуска манжеты сфигмоманометра 
развивалась реактивная постокклюзионная гипе-
ремия с максимальным приростом кровотока до 
164 % от исходного уровня сразу после декомпрес-
сии (Pокк-0 < 0,001 для всех графиков), после чего 

Рисунок 1. Фармакологическая проба. 
Планки погрешностей соответствуют 95-процентному доверительному интервалу
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наблюдалось постепенное снижение кровотока до 
исходного уровня (рис. 2).

Блокада эндотелиального гиперполяризующего 
фактора не изменяла динамику кровотока при по-
стокклюзионной пробе (Pt, TEA-без инг > 0,05 на всех 
отсечках по времени). Блокада оксида азота приво-
дила к «ликвидации» эффекта реактивной гипере-
мии (Pокк, L-NAME-без инг > 0,05 и Pt, L-NAME-без инг < 0,001 на 
всех точках t по времени в дальнейшем), и кожный 
кровоток в течение всего времени после декомпрес-
сии сохранялся на уровне, близком к исходному  
(P0-x, L-NAME > 0,05 для всех временных точек x, изме-
нения колеблются в пределах 3 %) (рис. 1).

Температурная проба
При выполнении температурной пробы мы на-

блюдали плавное нарастание объемной скорости 
кровотока в течение 3 минут (период нагрева кожи) 
до 237 % от исходного уровня (Pисх-180, без инг < 0,001) 
(рис. 3).

Далее, при прекращении действия теплово-
го фактора, скорость кровотока линейно снижа-
лась до исходной величины в течение 2 минут  

(P0–300, без инг > 0,05). Как и в опытах с реактивной ги-
перемией, только оксид азота оказался вовлеченным 
в гиперемию, вызванную локальным нагреванием 
кожи (Pt, L-NAME-без инг < 0,001 для t от 30 до 270 °C,  
P300, L-NAME-без инг > 0,05), в то время как эндотелиальный 
гиперполяризующий фактор и диклофенак никако-
го влияния на эту сосудистую реакцию не оказали 
(Pt, TEA-без инг > 0,05 на всех точках, кроме t = 150 с, 
в которой P150, TEA-без инг < 0,001, но разность между 
средними не превышает 8 %) (рис. 3).

Обсуждение
При изучении микроциркуляции для оценки со-

стояния механизмов нарушения регуляции тканевого 
кровотока, а также для диагностики ранних форм 
дисфункции эндотелия традиционно используют 
функциональные пробы: тепловые, окклюзион-
ные, фармакологические и так далее [9]. Наш опыт 
свидетельствует о высокой информативности проб 
с местным введением ацетилхолина для оценки эн-
дотелийзависимой дилатации сосудов кожи, а также 
рефлекторных температурных проб, позволяющих 
оценить механизмы регуляции тонуса сосудов.

Рисунок 2. Постокклюзионная реактивная гиперемия

Рисунок 3. Температурная проба
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В наших исследованиях мы получили данные, 
свидетельствующие о том, что оксид азота является 
ключевым вазодилататором во всех проведенных 
пробах, в то время как гиперполяризующий фактор 
оказался важным только в ацетилхолин-индуциро-
ванной вазодилатации.

При анализе результатов ионофоретической про-
бы с ацетилхолином мы подтвердили полученные 
нами ранее данные [8]. В целом, что касается данных 
по оксиду азота, это согласуется и с результатами 
других исследователей [10–12].

Традиционно считается, что постокклюзионная 
гиперемия не связана с эндотелиальным оксидом 
азота, поскольку вызывается миогенной релакса-
цией и действием метаболических вазодилатато-
ров, накапливающихся в ходе ишемии ткани, пре-
жде всего углекислого газа, аденозиндифосфата, и 
компонентами гиперполяризующего фактора [9, 
13]. Так, S. Lorenzo и соавторы (2007) показали, 
что сенсорные нервы и кальций-активируемые ка-
лиевые каналы играют главную роль в реактивной 
гиперемии [13]. Их наблюдения о том, что блокада 
сенсорных нервов в окклюзионной пробе может 
значительно повлиять на реактивную гиперемию, 
подтверждались исследованиями и других авто-
ров [14]. Однако при оценке вазодилатации после 
принятых в диагностике краткосрочных режимов 
окклюзии плечевой артерии ишемия тканей не 
является ведущим механизмом, и мы оцениваем 
поток-зависимую вазодилатацию, которая вызыва-
ется увеличением напряжения сдвига [15, 16], тем 
более на уровне системы микроциркуляции кожи. 
Поэтому мы получили данные о важнейшей роли 
эндотелий-зависимой вазодилатации и оксида азо-
та в развитии постокклюзионной гиперемии, что 
также согласуется с результатами многих авторов, 
которые получили сходные данные на плечевой 
артерии [16] и на уровне микроциркуляторного 
русла [7, 9].

При выборе оптимальной температуры кожи при 
локальном нагревании мы опирались на результаты 
других исследователей. Так, по данным W. F. Taylor 
и соавторов (1984), нагрев поверхности кожи до 
42 °C сопровождается максимальным расширением 
сосудов кожи [17]. Аналогичные данные получили 
и другие авторы [18, 19]. Однако болевым порогом 
считается температура около 42–43 °C [9], поэтому 
температура выше 42 °C может быть некомфортной 
для проведения функциональной пробы. В нашем 
исследовании мы остановились на температуре 
кожи 42 °C. В этой части исследования нами так-
же получены результаты об исключительной роли 
оксида азота в развитии вазодилатации, вызванной 
локальным нагреванием кожи.

Важно упомянуть, что существует нейрогенный 
механизм вазодилатации. Так, Hodges и Cheung [21] 
в 2018 году и ранее публиковали данные о вкладе 
кожных сенсорных нервов в гиперемию после оцен-
ки кровотока при изменении напряжения сдвига. 
В приведенных исследованиях блокада сенсорных 
нервов ослабила кожный сосудистый ответ в по-
стокклюзионной и температурной пробах. Однако 
данные, полученные N. Charkoudian и соавторами 
(2002), свидетельствуют о том, что функция эндоте-
лия в коже человека в значительной степени сохра-
няется даже после симпатэктомии [22]. В исследо-
вании C. T. Minson и соавторов (2001) на основании 
полученных данных было высказано предположение 
о том, что в температурной пробе присутствуют 2 
механизма вазодилатации: быстро реагирующие 
нейрогенные механизмы и более медленно реагиру-
ющие механизмы, связанные с оксидом азота [23]. 
Данные этих авторов согласуются с результатами 
А. И. Крупаткина [9], которые подтверждают связь 
температурной пробы и эндотелий-зависимой ва-
зодилатации.

Что касается простациклина, то в наших иссле-
дованиях блокада его синтеза ионофорезом дикло-
фенака не вызывала значимых изменений кровотока 
при проведении функциональных проб. Эти данные 
согласуются с результатами, полученными други-
ми авторами [13, 25]. Однако есть сведения, что 
при введении ингибитора циклооксигеназы (ЦОГ) 
возникает значительное ослабление кожной реак-
тивной гиперемии [20]. Расхождения в результатах 
вероятнее всего связаны с различием в методике 
введения препаратов.

Таким образом, основным вазодилататором при 
оценке эндотелий-зависимой реакции является ок-
сид азота, причем в наших исследованиях темпе-
ратурной пробы и теста с реактивной гиперемией 
оксид азота оказался главным медиатором сосудо-
расширения. При проведении ацетилхолин-стиму-
лированной вазодилатации окcид азота участвует 
наравне с эндотелиальным гиперполяризующим 
фактором, который при этом не является дублером 
оксида азота, а имеет самостоятельное значение для 
продления реакции расширения сосудов во второй 
половине этой реакции.

Выводы
1. Оксид азота — ведущий фактор в темпера-

турной, постокклюзионной и фармакологической 
пробах, приводящих к расширению кровеносных 
сосудов, в то время как гиперполяризующий фактор 
принимает участие только в механизме ацетилхо-
лин-индуцированной вазодилатации.
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2. Обе пробы — и температурная, и с реактивной 
гиперемией — отражают, в первую очередь, пре- 
имущественное влияние оксида азота, но не других 
эндотелиальных вазодилататоров.
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