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Резюме
Введение. Сахарный диабет II типа (СД-II) представляет собой хроническое заболевание, характеризующееся 
инсулинорезистентностью, нарушенной толерантностью к глюкозе и гипергликемией. СД-II является доказанным 
фактором риска развития как периферических нейропатий, так и нарушений мышечной сократимости и функции. 
Производное бигуанида метформин, экспериментальное соединение малобен и препараты различных видов женьшеня 
(Panax spp.) обладают значительным потенциалом для лечения СД-II и его скелетно-мышечных осложнений. В качестве 
теста для оценки мышечной сократимости и эффективности ее восстановления Gregory et al. был предложен протокол 
электростимуляционного утомления (ЭСУ), включающий измерение силы хвата перекладины после утомления  
двуглавой мышцы плеча высокочастотной электростимуляцией с помощью имплантированных электродов.
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Цель. В настоящей работе нами была проведена оценка применимости модификации данного протокола для оценки 
миотропных эффектов метформина, малобена и экстрактов суспензионных культур клеток женьшеня обыкновенного  
Panax ginseng C.A. Mey. (ЖОЭ), ж. вьетнамского P. vietnamensis Ha & Grushv. (ЖВЭ) и ж. японского P. japonicus (T. Nees) 
C.A. Mey. (ЖЯЭ) у лептинрезистентных мышей db/db, являющихся одной из наиболее популярных современных  
моделей СД-II.
Материалы и методы. Эксперименты были выполнены на 60 молодых взрослых (2 мес.) мышах-самцах линии  
C57Bl/Ks-db+/+m (db/db) массой 45–50 г, рандомизированных на 6 групп: 1) контроль (n = 10; 0,9 % физиологический 
раствор); 2) ЖОЭ (n = 10; 50 мг/кг); 3) ЖВЭ (n = 10; 50 мг/кг); 4) ЖЯЭ (n = 10; 50 мг/кг); 5) малобен (n = 10; 60 мг/кг);  
6) метформин (n = 10; 300 мг/кг). Все препараты вводили внутрижелудочно с помощью зонда 1 р/д в течение 2 мес. По 
окончании периода лечения измеряли силу хвата (г) передними и всеми четырьмя конечностями с помощью аппарата 
Grip Strength Meter (TSE Systems, Германия). Методом стимуляционной электронейромиографии анализировали  
амплитуду М-ответов икроножной мышцы на стимуляцию седалищного нерва одиночными стимулами, а также 
регистрировали изменение амплитуды М-ответов в течение 5 мин после проведения ЭСУ.
Результаты и обсуждение. По окончании периода лечения не наблюдали значимых межгрупповых различий в 
силе хвата и амплитуде М-ответов икроножной мышцы при ее стимуляции одиночными стимулами. Контролируемое 
ЭСУ мышцы приводило к снижению амплитуды ее М-ответа на 18,83–35,23 % от исходного уровня (p < 0,01 для всех 
групп), причем выраженность этого снижения была значимо меньше в группах ЖВЭ, ЖЯЭ и малобена по сравнению с  
контролем (p < 0,05). Восстановительный период (5 мин) после ЭСУ характеризовался увеличением амплитуды М-ответа  
на 10,18–14,79 %, имевшим статистическую значимость во всех группах, кроме ЖОЭ (p < 0,01 в группах контроля, ЖВЭ  
и ЖЯЭ; p < 0,05 в группах малобена и метформина). Значимые отличия от контроля по результатам восстановительного 
периода в опытных группах не наблюдались.
Заключение. Предлагаемый протокол ЭСУ представляет собой функциональную пробу, позволяющую оценить 
эффективность восстановления электрической активности скелетной мышцы после ее контролируемого утомления. 
Применение описываемого протокола позволило выявить положительное влияние ЖВЭ, ЖЯЭ и малобена, но не ЖОЭ и 
метформина на краткосрочное восстановление сократимости икроножной мышцы после тетанизации у диабетических 
мышей db/db. Проба с ЭСУ чувствительна к миотропным эффектам препаратов метаболического действия, сравнительно 
малоинвазивна и подходит для использования в хроническом эксперименте.
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Abstract
Introduction. Type 2 diabetes mellitus (T2DM) is a chronic condition characterized by insulin resistance, impaired glucose 
tolerance, and hyperglycaemia. T2DM is a proven risk factor for peripheral neuropathies as well as muscle contractility and  
function impairments. The biguanide metformine, experimental compound maloben, and preparations of various Panax  
species have a considerable potential for the treatment of T2DM and its skeletal muscle complications. As a test to evaluate muscle 
contractility and the effectiveness of its recovery, Gregory et al. have developed a protocol of electrical stimulation-induced  
fatigue (ESIF) which includes measuring grip strength after fatiguing the biceps brachii muscle with high-frequency electrical 
stimulation using implantable electrodes.
Aim. In this work, we attempted to assess the applicability of a modification of said protocol in order to evaluate the myotropic 
effects of metformin, maloben, and extracts from suspension cell cultures of Panax ginseng C.A. Mey. (PGE), P. vietnamensis  
Ha & Grushv. (PVE), and P. japonicus (T. Nees) C.A. Mey. (PJE) in the leptin-resistant db/db mice, one of the most popular modern 
T2DM models.
Materials and methods. The experiments were carried out in 60 young adult (2 months old) male C57Bl/Ks-db+/+m  
(db/db) mice weighing 45–50 g, randomized into 6 groups: 1) Control (n = 10; 0.9 % saline); 2) PGE (n = 10; 50 mg/kg); 3) PVE  
(n = 10; 50  mg/kg); 4) PJE (n = 10; 50 mg/kg); 5) maloben (n = 10; 60 mg/kg); 6) metformin (n = 10; 300 mg/kg). All drugs 
were administered via oral gavage using a feeding tube once daily for 2 months. Following the treatment period, forelimb 
and all-four limb grip strength (g) was assessed using the Grip Strength Meter (TSE Systems, Germany). Using stimulation  
electroneuromyography, we measured the compound muscle action potential (CMAP) amplitudes in the gastrocnemius  
induced by single-stimulus sciatic nerve stimulation, and assessed the dynamics of CMAP amplitudes during the first 5  min 
following the ESIF protocol completion.
Results and discussion. Following treatment period completion, no significant changes were observed between the groups 
in grip strength or gastrocnemius CMAP amplitude under single-stimulus stimulation. Controlled ESIF of the muscle caused  
a 18.83–35.23 % (relative to baseline) decrease in CMAP amplitudes (p < 0.01 for all groups) that was significantly smaller in  
the PVE, PJE, and maloben groups vs. control (p < 0.05). The post-ESIF recovery period was associated with a 10.18–14.79 %  
increase in CMAP amplitudes that was significant in all groups except PGE (p < 0.01 for control, PVE, and PJE; p < 0.05 for 
maloben and metformin). No significant differences from control were observed in any of the treatment groups regarding  
net recovery.
Сonclusion. The proposed protocol represents a functional test suitable to assess the recovery effectiveness of electrical  
activity of a skeletal muscle following its controlled fatigue. Using the described protocol, we were able to detect beneficial  
effects of PVE, PJE, and maloben (but not PGE or metformin) on the recovery of gastrocnemius contractility following  
tetanization in diabetic db/db mice. The ESIF test is sensitive to the myotropic effects of metabolic agents, minimally invasive,  
and acceptable under chronic experiment conditions.

Keywords: electrical stimulation-induced fatigue, electroneuromyography, muscle contractility, myotropic agents, type  II 
diabetes mellitus, obesity, db/db mice, plant cell cultures
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ВВЕДЕНИЕ 
Сахарный диабет II типа (СД-II) представляет со-

бой хроническое эндокринологическое заболевание 
с чрезвычайно высокой медико-социальной значи- 
мостью. Согласно критериям, установленным реко-
мендациями Российской ассоциации эндокриноло-
гов (2022), диагноз СД-II подразумевает наличие по-
вышенного уровня гликированного гемоглобина и/
или нарушенной гликемии натощак, отражающее не-
адекватную регуляцию углеводного обмена организ-
ма инсулином. По последним данным, общемировая 
и российская распространенность СД-II находится  
на уровне 3,3–6,3 % населения и характеризуется не- 
уклонным ростом [1−3].

В число состояний и заболеваний, имеющих под-
твержденную патогенетическую взаимосвязь с СД-II,  
входит саркопения, характеризующаяся потерей мы- 
шечной массы и снижением мышечной функции, 
ведущими к снижению качества жизни, инвалиди-
зации и повышенной смертности. Считается, что 
основными факторами развития саркопении у боль-
ных СД-II являются инсулинорезистентность и ги-
перинсулинемия, миостеатоз, хроническое систем-
ное воспаление и оксидативный стресс, а также 
накопление токсичных конечных продуктов глики- 
рования [4].

Мыши C57Bl/Ks-db+/+m (db/db) являются одной из 
наиболее распространенных генетически детерми- 
нированных in-vivo-моделей СД-II. Вследствие гомо-
зиготности по миссенс-мутантному гену рецептора 
лептина эти мыши нечувствительны к эффектам леп- 
тина во всех тканях и органах. Начиная со второй  
недели жизни мыши db/db демонстрируют гиперфа-
гию, гиперинсулинемию и гипергликемию с после- 
дующим формированием морбидного ожирения, тя-
желого СД-II и сопутствующих органных поражений [5]. 

Известно, что мыши db/db предрасположены к 
развитию диабетической полинейропатии и патоло-
гии скелетных мышц. Согласно данным исследований, 

для мышей этой линии характерны аксонально-де- 
миелинизирующее поражение периферических нер- 
вов, ультраструктурные изменения нейромышечно-
го синапса [6, 7], а также дисрегуляция нейрональных  
и сарколеммальных ионных токов [8–10], приводя-
щие к нарушению процессов сокращения и релакса-
ции скелетных мышц [11]. С молодого возраста мыши  
db/db подвержены замедленной регенерации мы-
шечных волокон [12] и патологически повышенному 
протеолизу  [13], что приводит к развитию мышечной 
атрофии со снижением моторных функций [14, 15]. 
Считается, что скелетно-мышечные осложнения, вы-
являемые у мышей db/db, с высокой точностью вос-
производят нарушения, наблюдаемые в клинической  
практике у пациентов с СД-II [16].

Для оценки функции нейромоторного аппарата мо- 
жет быть использован метод стимуляционной элект- 
ронейромиографии (ЭНМГ), основанный на регистра-
ции биоэлектрической активности скелетных мышц в 
ответ на электрическую стимуляцию нервов [17]. Раз-
личные разновидности метода ЭНМГ (поверхностная, 
игольчатая) обладают высокой чувствительностью 
в отношении диагностики и количественной оценки 
саркопении у мелких лабораторных животных, вклю-
чая Danio rerio [18], мышей [19] и крыс [20]. Ранее c  
помощью стимуляционной игольчатой ЭНМГ были 
описаны фоновые нарушения нейромышечной пе-
редачи у мышей db/db, включавшие снижение мак-
симальных амплитуд, увеличение латентности и дли- 
тельности М-ответов скелетных мышц на электрости- 
муляцию нервов [21].

В качестве дополнительного теста для оценки  
мышечной силы и эффективности ее восстановления  
Gregory et al. был предложен протокол электрости- 
муляционного утомления (ЭСУ), включающий изме- 
рение силы хвата перекладины после утомления дву-
главой мышцы плеча высокочастотной электрости-
муляцией с помощью имплантированных электро-
дов  [22]. Данный тест был впоследствии успешно 
применен для изучения молекулярных механизмов 
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ноцицепции [23], антиноцицептивных свойств тесто-
стерона [24] и оценки миотропной активности новых 
производных хромон-3-альдегида [25]. Ввиду того, 
что тест ЭСУ представляется весьма перспективным 
для анализа миотропных эффектов фармакологиче-
ских агентов различных групп, в настоящей работе  
нами была предпринята попытка модификации спо-
соба его использования с целью упрощения и умень- 
шения инвазивности процедуры. Кроме этого, пред- 
лагаемая модификация теста направлена на мини-
мизацию влияния дополнительных факторов, с нали- 
чием которых ассоциирована оценка силы хвата ко-
нечностями у животных [26].

Несмотря на распространенность скелетно-мы-
шечных и нейрональных нарушений среди больных 
СД-II, возможности их фармакологической коррек-
ции изучены недостаточно. Потенциалом для тера- 
пии указанных нарушений могут обладать как препа- 
раты с прямой гипогликемизирующей активностью, 
так и средства с более широким спектром метаболи-
ческого действия. До настоящего времени оценка на-
личия у подобных препаратов миотропных эффектов 
электрофизиологическими методами не проводилась 
или проводилась очень ограниченно.

Метформин – производное бигуанида, на сегод-
няшний день являющееся препаратом выбора для те-
рапии СД-II благодаря своей выраженной гипоглике-
мизирующей и инсулинсенситизирующей активности, 
наличию плейотропных эффектов и хорошему профи-
лю безопасности [27]. В пилотном эксперименте  [28],  
а также в клиническом исследовании (n = 20)  [29] мет-
формин продемонстрировал потенциальную эффек-
тивность при саркопении. Малобен (4,4’-(пропанди- 
амидо)дибензоат натрия) – экспериментальное со- 
единение, показавшее в доклинических исследова- 
ниях наличие гипогликемической [30], антистеатоз-
ной, антиапоптотической и регенераторной активно-
сти у мышей с СД-II [31].

Женьшень (Panax) – род многолетних травяни-
стых растений семейства аралиевых, включающий 
12  видов, произрастающих в Азии и Северной Аме-
рике. Практически все виды рода Panax проявляют 
широкий спектр биологической активности, вклю-
чая адаптогенную, антиоксидантную, вазодилатиру-
ющую и антиишемическую активность, благодаря 
чему их использование при метаболических и кар-
диоваскулярных заболеваниях считается перспек-
тивным  [33]. Культуры клеток различных видов жень-
шеня, выращиваемые биотехнологическим способом 
в стерильных контролируемых условиях, являются 
перспективным лекарственным сырьем, обладающим 
рядом преимуществ перед выращенными на планта-
циях или собранными в природе растениями: отсутст- 
вием контаминантов (бактерий, грибов), стабильно-
стью роста и биохимического состава вне зависимо-
сти от региона и сезонности, наличием стратегий по 
управлению биосинтезом целевых метаболитов и 
др. [33–35].

Таким образом, целью настоящего исследова-
ния стала оценка применимости модифицированно- 
го метода ЭСУ для выявления миотропных эффек-
тов препаратов метаболического действия – экстрак-
тов женьшеня обыкновенного Panax ginseng C.A.  Mey., 
ж. вьетнамского P. vietnamensis Ha & Grushv. и ж. япон-
ского P.  japonicus (T. Nees) C.A. Mey., метформина и  
малобена – у лептинрезистентных мышей db/db.

МАТЕРИАЛЫ И МЕТОДЫ
Исследование проводили в соответствии с Ба-

зельской декларацией и Правилами надлежащей ла-
бораторной практики Евразийского экономическо-
го союза в сфере обращения лекарственных средств 
после одобрения биоэтической комиссией ФГБОУ ВО  
СПХФУ. Эксперименты были выполнены на 60  моло-
дых взрослых (2 мес.) мышах-самцах линии C57Bl/Ks-
db+/+m (db/db) массой 45–50 г, полученных из филиала 
«Столбовая» ФГБУН НЦБМТ ФМБА России (Московская 
область, Россия) одной партией и прошедших каран-
тин в течение 14 дней. Мыши получали «Полнора-
ционный комбикорм для лабораторных животных» 
(ООО  «Лабораторкорм», Россия) и воду, соответст- 
вующую требованиям ГОСТ 2874-82 «Вода питьевая». 
Доступ к корму и воде был обеспечен ad libitum.

Непосредственно перед началом эксперимента 
мыши были рандомизированы на 6 групп: 
1) контроль (n = 10; 0,9 % физиологический раствор); 
2) женьшеня обыкновенного экстракт (ЖОЭ; «Экст- 

ракт MR.LT Ginseng», ООО «Торгово-Производст- 
венная Компания «Саморазвитие», Россия) (n = 10; 
50 мг/кг); 

3) ж. вьетнамского экстракт (ЖВЭ) (n = 10; 50 мг/кг); 
4) ж. японского экстракт (ЖЯЭ) (n = 10; 50 мг/кг); 
5) малобен (n = 10; 60 мг/кг; синтезирован отделом 

органического синтеза ФГБОУ ВО СПХФУ); 
6) метформин (n = 10; 300 мг/кг; «Метформин-Акри-

хин», АО «АКРИХИН», Россия). 
Все препараты вводили внутрижелудочно с по- 

мощью зонда 1 р/д в течение 2 мес. 
Суспензионные культуры клеток женьшеня обык-

новенного Panax ginseng C.A. Mey., женьшеня вьет-
намского P. vietnamensis Ha & Grushv. и женьшеня 
японского P. japonicus (T. Nees) C.A. Mey. были получе-
ны в Институте физиологии растений им К. А. Тимиря-
зева РАН. Культуры выращивали в 20 л барботажных 
биореакторах (рабочий объем 15 л) при 26,0 ± 0,5  °С 
в темноте, при отъемно-доливном режиме культи-
вирования, воздушная смесь подавалась со скоро-
стью от 0,1 до 1,0 v/vpm в зависимости от фазы роста 
культуры. Биомассу клеток собирали в точке дости- 
жения максимального накопления биомассы, отде-
ляли от культуральной среды под вакуумом и высу-
шивали до постоянного веса при 40  °С. Высушенную  
биомассу использовали для приготовления экстрак-
тов. Для получения пробы биомассы каждого вида 
объединяли биомассу, полученную как минимум в 
трех циклах выращивания.
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Экстракты из культур клеток ЖВЭ и ЖЯЭ были по-
лучены из лекарственного растительного сырья на  
кафедре фармакогнозии ФГБОУ ВО СПХФУ путем на- 
стаивания с 70%-м спиртом этиловым при соотно- 
шении сырья и экстрагента 1 : 20. В дальнейшем из-
влечения сгущали под вакуумом, высушивали при 
температуре не выше 37  °С и стандартизировали  
по сумме гинзенозидов. Эффективные дозы метфор- 
мина  [36], малобена  [37] и препаратов женьшеня  [38]  
были определены на основании литературных данных.

По окончании периода лечения у мышей изме-
ряли силу хвата (г) передними и всеми четырьмя ко-
нечностями с помощью аппарата Grip Strength Meter 
(TSE Systems, Германия). Исследование биоэлектри-
ческой активности скелетных мышц проводили мето-
дом стимуляционной ЭНМГ с помощью 4-канального 
электронейромиографа «Нейро-МВП-8» и программы 
«Нейро-МВП.NETω» 3.7.3.7 (ООО «Нейрософт», Россия). 
Перед проведением исследования животных нарко- 
тизировали хлоралгидратом (380  мг/кг, внутрибрю- 
шинно; MilliporeSigma, США).

В режиме стимуляции одиночными стимулами ре-
гистрировали моторные ответы (М-ответы) икронож-
ной мышцы m. gastrocnemius на стимуляцию седалищ-
ного нерва n.  ischiadicus слева. Мышь фиксировали в 
положении лежа на брюшке; стимулирующие элект- 
роды устанавливали подкожно по обе стороны от се-
далищного бугра (анод – ростральнее, катод – кау-
дальнее), пишущий электрод – подкожно перпенди-
кулярно ходу m. gastrocnemius в ее наиболее широкой 
части, референтный электрод – подкожно в области 
ахиллова сухожилия (рисунок 1, А) [17].

Стимуляцию нервных волокон осуществляли при 
прямоугольной форме стимула и длительности 0,1  мс 
в диапазоне сил тока от 1 до 10 мА с последователь-
ным увеличением с шагом 1 мА до достижения супра-
максимальной величины. Для минимизации случай-
ной погрешности для каждого животного проводили  
3  повторные регистрации М-ответов с повторной  
установкой всех электродов. Измеряли средние зна- 
чения максимальных амплитуд М-ответа (мВ), ла-
тентности (мс), длительности (мс) и площади (мВ · мс)  
М-ответа с максимальной амплитудой, а также силы 
тока (мА), вызывавшие М-ответы с минимальной (по-
роговая сила тока) и максимальной амплитудами.

В рамках протокола электростимуляционного 
утомления мышь фиксировали в положении лежа на 
брюшке; стимулирующие, пишущий, референтный и 
заземляющий электроды устанавливали как описано 
выше. Дополнительную пару стимулирующих элект- 
родов устанавливали поперек брюшка m. gastrocne-
mius в промежутке между пишущим и референтным 
электродами (рисунок 1, А). 

Определяли фоновую амплитуду М-ответов мыш-
цы на супрамаксимальную стимуляцию (10 мА) нерва, 
как описано выше, затем осуществляли стимуляцию 
мышцы по незначительно модифицированному про-
токолу Gregory et al. [22]: 3 трейна (серии) по 50 стиму-
лов (10 мА, 100 Гц), 57 трейнов по 90 стимулов (10  мА, 
40  Гц), 3 трейна по 50 стимулов (10 мА, 100  Гц). По-
вторно определяли амплитуду М-ответов на супра-
максимальную стимуляцию (10 мА) нерва через 1, 
2, 3, 4 и 5  мин после окончания периода стимуляции 
(рисунок 1, Б).

Рисунок 1. Расположение электродов и протокол электростимуляции.
A – рсположение электродов при проведении исследования методом электростимуляционного утомления: 
1 – участок стимуляции нерва; 2 – участок стимуляции мышцы; + – анод, − – катод; A – пишущий электрод; R – ре- 
ферентный электрод. 
B – протокол электростимуляции. ДС – длительность стимула

Figure 1. Electrode placement and electrical stimulation protocol.
A – Electrode placement during the electrical stimulation-induced fatigue (ESIF) protocol: 
1 – nerve stimulation pair; 2 – muscle stimulation pair; + – anode; − – cathode; A – active electrode; R – reference electrode. 
B – ESIF protocol. SD – stimulus duration
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Статистическую обработку данных проводили с 
помощью пакета программного обеспечения Prism 
9.0.0 (GraphPad Software Inc., США). Нормальность 
распределения количественных признаков прове-
ряли с помощью W-критерия Шапиро – Уилка. При 
нормальном распределении значимость различий 
в пределах одной группы в различных временных 
точках оценивали с помощью t-критерия Стьюден-
та, между группами – с помощью однофакторного 
дисперсионного ANOVA с post-hoc-тестом по Дан-
нетту. При распределении, отличном от нормально-
го, значимость различий в пределах одной группы 
оценивали с помощью теста Манна – Уитни, между 
группами – с помощью непараметрического крите-
рия Краскела – Уоллиса с post-hoc-тестом по Данну.  
Порог статистической значимости устанавливали на 
уровне p < 0,05. Числовые данные на графиках пред-
ставлены в виде средних арифметических; план-
ки погрешностей отражают стандартные ошибки 
средних.

РЕЗУЛЬТАТЫ И ОБСУЖДЕНИЕ
Сила хвата перекладины как передними, так и  

всеми четырьмя конечностями была одинакова во 
всех экспериментальных группах (рисунок 2).

Параметры М-ответов икроножной мышцы на  
стимуляцию седалищного нерва одиночными сти-
мулами также не отличались у животных различных  
экспериментальных групп (рисунок 3).

Проведение ЭСУ приводило к снижению ампли-
туды М-ответа икроножной мышцы животных на  
18,83–35,23 % от исходного уровня (p < 0,01 для всех 
групп). Величина падения амплитуды была значимо 
меньше (по модулю) в группах ЖВЭ, ЖЯЭ и малобе-

на по сравнению с контролем (p < 0,05 для всех). Че-
рез 5  мин после окончания ЭСУ во всех группах было 
зафиксировано увеличение амплитуды М-ответа на 
10,18–14,79 % (от исходных значений), имевшее ста-
тистическую значимость во всех группах, кроме ЖОЭ 
(p < 0,01 в группах контроля, ЖВЭ и ЖЯЭ; p < 0,05 в 
группах малобена и метформина). Значимые отличия 
от контроля по результатам восстановительного пе- 
риода в опытных группах не наблюдались.

Амплитуда М-ответа в группе ЖВЭ во всех вре-
менных точках была значительно выше по сравнению 
с контрольными животными (p < 0,05 для всех точек); 
в группе ЖЯЭ – в точках 1, 2 и 3 мин (p < 0,05 для 1 и 
3 мин, p < 0,05 для 2 мин); в группе малобена – в точ- 
ках 1–4 мин (p < 0,05 для всех точек). Амплитуда  
М-ответа мышцы в группе метформина в течение вос-
становительного периода изменялась в диапазоне от 
74,54 до 87,36 % от исходного значения, ни в одной  
из точек не отличаясь значимо от контрольной груп- 
пы (рисунок 4, таблица 1).

В настоящей работе был изучен in vivo процесс 
восстановления сократимости икроножной мышцы в 
ответ на непрямую супрамаксимальную электрости-
муляцию в остром периоде после ее утомления тета-
низацией. Во всех экспериментальных группах была 
показана устойчивая динамика, характеризующаяся 
падением амплитуды М-ответа мышцы на ~20–35 %  
по истечении ~6-минутного периода ЭСУ с последую-
щим восстановлением на ~10–15 % от исходной ве- 
личины в течение 5 мин. Качественно и количествен-
но идентичный характер изменения амплитуды мо-
торных ответов был определен нами ранее для взрос-
лых беспородных мышей [39] и мышей линии C57Bl/6 
(данные не опубликованы), не подвергавшихся како-
му-либо воздействию. Снижение силы сокращения 

Рисунок 2. Сила хвата передними и всеми четырьмя конечностями. 
C – контроль; PGE – женьшеня обыкновенного экстракт; PVE – женьшеня вьетнамского экстракт; PJE – женьшеня 
японского экстракт; Mal – малобен; Met – метформин

Figure 2. Fore- and all-limb grip strength. 
C – control; PGE – Panax ginseng extract; PVE  – P.  vietnamensis extract; PJE – P. japonicus extract; Mal  – maloben; 
Met – metformin
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при длительной (от 30  с) тетанизации (от 40 [40] до  
80 Гц [41]) было ранее показано для изолированных 
мышечных волокон японской бурой лягушки [40] и 
мыши [42], а также мышц-разгибателей нижней ко-
нечности у здоровых добровольцев [41]. Таким об-

разом, наблюдаемая динамика, предположительно,  
является типичной для животных, подвергающихся 
ЭСУ, и отражает развитие и компенсацию краткосроч-
ного мышечного утомления. Считается, что кратко-
срочное утомление, вызываемое продолжительной 

Таблица 1. Изменение относительной амплитуды М-ответа икроножной мышцы в результате  
ее электростимуляционного утомления (ЭСУ) и в восстановительном периоде после ЭСУ

Table 1. Net change of relative compound muscle action potential amplitude in the gastrocnemius muscle resulting  
from its electrical stimulation-induced fatigue (ESIF) and during the post-ESIF recovery period

Группа
Group

Изменение в результате ЭСУ
Change induced by ESIF

Изменение от 1 до 5 мин после ЭСУ
Change over 1 to 5 min following ESIF

Δ, % p против себя
p vs. self

p против К
p vs. Control Δ, % p против себя

p vs. self
p против К

p vs. Control
C −35.23 ± 2.21 ** − +14.62 ± 3.00 ** −

PGE −33.49 ± 4.97 ** >0.05 +12.74 ± 1.88 >0.05 >0.05
PVE −21.50 ± 1.18 ** * +14.79 ± 1.75 ** >0.05
PJE −20.01 ± 2.24 ** * +10.18 ± 0.85 ** >0.05
Mal −18.83 ± 4.16 ** * +10.69 ± 2.98 * >0.05
Met −26.17 ± 3.77 ** >0.05 +12.54 ± 1.83 * >0.05

Примечание. C – контроль; PGE – женьшеня обыкновенного экстракт; PVE – женьшеня вьетнамского экстракт; PJE  – 
женьшеня японского экстракт; Mal – малобен; Met – метформин.

Note. C – control; PGE – Panax ginseng extract; PVE – P. vietnamensis extract; PJE – P. japonicus extract; Mal – maloben; 
Met – metformin.

Рисунок 3. Параметры М-ответов икроножной мышцы на электростимуляцию седалищного нерва одиночными 
стимулами. 
C – контроль; PGE – женьшеня обыкновенного экстракт; PVE – женьшеня вьетнамского экстракт; PJE – женьшеня 
японского экстракт; Mal – малобен; Met – метформин

Figure 3. Parameters of compound muscle action potentials in the gastrocnemius muscle to single-stimulus sciatic nerve 
electrical stimulation. 
C – control; PGE – Panax ginseng extract; PVE  – P.  vietnamensis extract; PJE – P. japonicus extract; Mal  – maloben; 
Met – metformin
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тетанической стимуляцией, происходит вследствие 
изменения величины ионных градиентов, приводя- 
щего к уменьшению амплитуды или даже исчезно-
вению потенциала действия, в результате развиваю-
щейся гипоксии и ишемии ткани, а также, в меньшей 
степени, вследствие накопления продуктов обмена и 
истощения резерва макроэргов [43, 44].

Большинство известных методов оценки мышеч-
ной утомляемости выполняются в условиях in vit- 
ro  [40, 45–47] или ex vivo [48–49], что делает невоз-
можным их повторное применение у одного и то-
го же экспериментального животного. Описанный 
нами протокол является минимально инвазивным 
и может быть использован многократно (при заме-

не хлоралгидрата, используемого только в терми-
нальных экспериментах) в условиях хроническо-
го эксперимента. Кроме этого, оценка миотропных 
эффектов фармакологических агентов непосредст- 
венно в живом организме позволяет избежать воз-
можного невоспроизведения результатов, получен- 
ных in vitro, что нередко наблюдается в области экс-
периментального изучения нейромышечных забо- 
леваний [50–52].

Как и некоторые другие существующие методики 
моделирования краткосрочного мышечного утомле-
ния in vivo [53, 54], описанный протокол предполагает 
проведение интермиттирующей тетанизации в тече-
ние ~6 мин. Использование продолжительного пе- 

Рисунок 4. Динамика амплитуды М-ответа икроножной мышцы на супрамаксимальную стимуляцию седалищного 
нерва до (–1 мин) и после (1–5 мин) электростимуляционного утомления (ESIF). 
C – контроль; PGE – женьшеня обыкновенного экстракт; PVE – женьшеня вьетнамского экстракт; PJE – женьшеня 
японского экстракт; Mal – малобен; Met – метформин. 
* p < 0.05, ** p < 0,01 (против себя на участках «Утомление» и «Восстановление»; против контроля в остальных 
случаях)

Figure 4. Amplitude dynamics of the compound muscle action potentials (CMAP) invoked in the gastrocnemius muscle  
by supramaximal sciatic nerve stimulation before (–1 min) and after (1–5 min) electrical stimulation-induced fatigue (ESIF). 
C – control; PGE – Panax ginseng extract; PVE  – P.  vietnamensis extract; PJE – P. japonicus extract; Mal – maloben; 
Met – metformin.
* p < 0,05, ** p < 0,01 (vs. self in the “Fatigue” and “Recovery” blocks; vs. control elsewhere)
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риода тетанизации позволяет продлить и период 
восстановления сократимости мышцы, который мо-
жет укладываться в несколько секунд при кратко-
срочной (до 30 с) тетанической стимуляции [43]. На-
блюдение изменения амплитуды ответа мышцы в 
течение нескольких минут после окончания ЭСУ, в 
свою очередь, создает возможность для детального 
анализа и статистической обработки данных, полу- 
чаемых в нескольких временных точках. Одновре-
менно с этим весь описываемый протокол уклады- 
вается в 15 мин, что позволяет проводить исследова-
ние без необходимости длительной и/или повторной 
анестезии животного.

ЖВЭ и ЖЯЭ, но не ЖОЭ, оказывали значимое по-
ложительное влияние на динамику восстановления 
сократимости икроножной мышцы после ЭСУ. В экс-
периментальных и клинических исследованиях были 
ранее показаны стимуляция миогенеза и улучшение  
энергетического метаболизма скелетно-мышечных 
волокон [55], активация митохондриального биогене-
за  [56], уменьшение выраженности постнагрузочно-
го повреждения мышц [57] и облегчение восстанов- 
ления их сократимости [58] при применении неко-
торых видов женьшеня (ж. обыкновенный [55, 59], 
ж.  американский Panax quinquefolius L. [55, 57]) и его  
отдельных активных соединений (гинзенозидов Rc  [56] 
и Rg1 [60]). Основными механизмами действия пре-
паратов женьшеня считаются активация сигналинга  
Akt/mTOR, индукция миогенина и фактора детермина-
ции миобластов MyoD, угнетение активности проат- 
рофических факторов (атрогина-1, миостатина, актив- 
ных форм кислорода) и экспрессии провоспалитель-
ных цитокинов (фактора некроза опухоли-α (ФНО-α), 
интерлейкина-6) [60]. 

В природе для растений ж. вьетнамского по срав-
нению с ж. обыкновенным характерно более высо-
кое содержание вина-гинзенозида R2 (VR2) и про-
топанаксатриола, а также наличие дополнительных 
сапонинов  – производных окотиллола [в том числе 
маджонозида R2 (MR2)] и даммарана [61]. Показано, 
что VR2 и MR2 обладают выраженной противовос-
палительной активностью in vitro [62], а MR2 также 
ингибирует TNF-α-индуцированный апоптоз гепа-
тоцитов [63] и стимулирует биогенез митохондрий 
в кардиомиоцитах [64], что гипотетически может 
опосредовать влияние этих соединений на скелет-
но-мышечную функцию. Состав ж. японского изучен  
в меньшей степени, однако также сообщается о при-
сутствии в его частях некоторых уникальных соеди-
нений, таких как панаяпонол и псевдогинзенозид 
RT1-бутиловый эфир [65]. 

Для культуры клеток женьшеня японского, ис-
пользованной в данной работе, было показано на-
личие широкого спектра гинзенозидов с суммарной 
концентрацией 7,54 % сухого веса. Среди них значи-
тельную часть составляют гинзенозиды группы олеа-
ноловой кислоты R0 и ChIVa (43,84 и 16,25 мг/г сухо- 

го веса соответственно). Также были найдены гин-
зенозиды группы протопанаксадиолов (Rb1, Rc, Rb2, 
Rb3, Rg3 и Rd), протопанаксатриолов (Re, Rf, Rg1, Rh1, 
R1) и их малонильные производные [34]. В культу- 
рах клеток женьшеня вьетнамского были иденти- 
фицированы 13 основных гинзенозидов групп про-
топанаксадиолов, олеаноловой кислоты, а также 
окотиллоловый гинзенозид винагинзенозид R1, в то 
время как для культуры клеток женьшеня обыкно-
венного было характерно преобладание гинзенози-
да R0  [34]. Таким образом, наблюдаемые различия в 
эффективности ЖОЭ, ЖВЭ и ЖЯЭ могут быть связаны 
с фитохимическими особенностями культур клеток 
данных видов.

Наряду с ЖВЭ и ЖЯЭ малобен повышал степень 
сохранения сократимости икроножной мышцы при 
использовании протокола ЭСУ. В проведенных ра-
нее экспериментальных исследованиях это соеди- 
нение уменьшало проявления миостеатоза при стеа- 
тозе печени [37], способствовало уменьшению на- 
копления висцерального жира при алиментарном 
ожирении [31], а также ингибировало реакции апоп-
тоза гепатоцитов при неалкогольном стеатогепати-
те  [30]. Предположительно, антистеатотический и  
антиапоптотический эффекты малобена могут лежать 
в основе его положительного влияния на мышечную 
сократимость.

Несмотря на присутствие некоторой тенденции к 
улучшению, не было зафиксировано значимых отли-
чий динамики восстановления мышечной сократимо-
сти между контрольными животными и особями, по-
лучавшими терапию метформином. Литературные 
данные о влиянии метформина на функцию скелетных 
мышц неоднозначны. В работах, выполненных на гры-
зунах с применением методик in vivo и ex  vivo, сооб- 
щается как о положительном влиянии препарата на 
миогенез и анаболические процессы в мышцах  [66], 
так и об уменьшении диаметра мышечных волокон, а 
также снижении силы хвата у животных, получавших 
метформин [67]. При этом отмечается, что мыши db/db  
могут быть менее чувствительны к миотропным эф-
фектам метформина по сравнению с животными ди- 
кого типа [67].

Установлено, что прием метформина во вре-
мя соблюдения постельного режима способствует 
уменьшению тяжести мышечной атрофии и миофиб- 
роза на момент восстановления подвижности  [29].  
В то же время результаты исследования, проведен-
ного с участием здоровых добровольцев старше 
65  лет, свидетельствуют о замедлении набора мы-
шечной массы при прогрессивных тренировках с 
отягощением на фоне приема метформина [68]. Про-
веденный в 2021 г. метаанализ 15 клинических ис-
следований не выявил положительного или отри-
цательного влияния препарата на мышечную массу 
и силу ввиду высокой гетерогенности имеющихся 
данных [69].
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Характерным явлением, наблюдаемым нами в 
эксперименте, было отсутствие корреляции резуль-
татов оценки максимальной мышечной силы (силы 
хвата), а также параметров М-ответов икроножной 
мышцы на стимуляцию одиночными стимулами с ре-
зультатами, полученными при применении ЭСУ. Ис-
пользование тестов хвата перекладины и удержа-
ния на перевернутой сетчатой платформе для оценки 
мышечной функции у животных сопряжено с неиз- 
бежным искажением результата под влиянием по- 
веденческого (мотивационного) фактора [26, 70]. От-
мечается, что снижение мотивации к хвату перекла-
дины или удержанию на платформе более характер-
но для возрастных животных [70]; вероятно, наличие 
депрессивноподобного фенотипа у взрослых мышей 
db/db [71, 72] может также способствовать сниже-
нию их мотивации к выполнению подобных тестов и 
затруднять оценку моторных функций в чистом ви-
де. Дополнительной неконтролируемой переменной  
может быть наличие сенсорных нарушений, оказы- 
вающее значительное влияние на силу хвата [26] и 
характерное для мышей db/db [73]. 

Таким образом, отсутствие значимых эффектов 
ЖЯЭ, ЖВЭ и малобена на силу хвата перекладины при  
одновременном положительном влиянии на мышеч-
ную сократимость по данным ЭНМГ может быть свя- 
зано с низкой специфичностью теста силы хвата и 
большим количеством переменных, оказывающих 
влияние на его конечный результат. Предлагаемый 
протокол исследования, в отличие от теста силы хва-
та  [26], также минимизирует влияние оператора, по-
скольку выполняется в условиях однократной уста-
новки всех электродов и последующей регистрации 
сигнала в полуавтоматическом режиме.

Следует остановиться на основных недостатках  
описываемого протокола. Отсутствие корреляции дан- 
ных ЭНМГ и результатов, полученных при измере-
нии силы хвата, хотя и может быть объяснено значи-
тельным влиянием дополнительных факторов, мо- 
жет также указывать на то, что анализируемый на-
ми параметр – амплитуда М-ответа – является ско-
рее суррогатным и может не отражать полной кар-
тины моторной функции животных. Невозможность 
установления однозначного равенства между ампли- 
тудой сигнала и реальной эффективностью рабо-
ты скелетных мышц является известным недостатком 
ЭНМГ-исследований [74].

Вследствие необходимости выполнения прото- 
кола в условиях общей анестезии важным пред-
ставляется потенциальное влияние используемого 
анестетика, а также глубины наркоза на результат 
анализа. В различных исследованиях биоэлектриче- 
ской активности скелетных мышц in vivo в качест- 
ве анестетиков используются изофлуран [17, 49], ме-
токсифлуран [75], пентобарбитал-натрий  [76], фен-
танил  + дроперидол  + диазепам, кетамин  + кси-
лазин  [75]. Имеется сообщение, что у человека 
гипнотические дозы хлоралгидрата (200–1000  мг/кг) 

могут избирательно угнетать сократимость отдель-
ных скелетных мышц (подбородочно-язычной, но 
не диафрагмы) [77], однако входит ли в число этих 
мышц икроножная – неизвестно.

В отличие от предлагаемой нами методики ис-
пользование имплантируемых электродов для даль-
нейшей стимуляции мышцы у бодрствующего жи-
вотного, как описано в работе А. В.  Воронкова и 
соавторов  [25], позволяет избежать необходимости 
повторной анестезии для каждого измерения. Реше-
нием проблемы также могут стать имплантируемые 
электромиографические системы, обеспечивающие 
возможность регистрации спонтанных и вызванных 
потенциалов в режиме реального времени у бодрст- 
вующих животных [78].

ЗАКЛЮЧЕНИЕ 
Описанный в работе протокол ЭСУ представляет  

собой малоинвазивную методику, позволяющую про- 
водить динамический анализ сократимости скелет-
ных мышц без значимого влияния поведенческого 
фактора со стороны экспериментального животно-
го. Данный протокол может быть использован для 
выявления миотропных эффектов средств с раз-
личным характером фармакологической активно-
сти и подходит для использования в хроническом 
эксперименте.
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