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АКТИВНОСТЬ СВОБОДНЫХ РАДИКАЛОВ 
КИСЛОРОДА У ЛОШАДЕЙ ПРИ ФИЗИЧЕСКИХ 

НАГРУЗКАХ РАЗНОЙ ИНТЕНСИВНОСТИ

О.А. Коленчукова, Л.В. Степанова, А.С. Федотова,                                        
А.В. Коломейцев, А.В. Макаров

Целью исследования являлось изучение активности свободных радикалов 
кислорода у спортивных лошадей до и после физических нагрузок разной 
интенсивности. Для этого у 21 спортивной лошади тракененской породы 
со специализацией «выездка» в возрасте от 4 до 18 лет отбирались нейтро-
фильные гранулоциты, сыворотка крови и слюна. Тестирование лошадей 
проводили до и после тренировок с низкой, средней и высокой интенсивно-
стями. Определяли частоту дыхательных движений, сердечных сокращений 
и электрокардиограмму. Гематологический и биохимический анализ крови 
лошадей проводили по общепринятой методике. Первичные, вторичные и 
третичные радикалы кислорода в образцах оценивали с помощью хемилюми-
несцентного анализа. В результате отмечали повышенную активность ок-
сидантной и антиоксидантной ферментативных систем при минимальной и 
средней нагрузках и антиоксидантной системы при максимальной физической 
нагрузке. При постепенном повышении физической активности происходит 
адаптация организма лошадей к испытываемым нагрузкам и, в результате, 
не происходит изменения активности свободных радикалов (прооксидантов 
и оксидантов). При этом систолический показатель лошадей – зубец Р, до-
стоверно повышен для физической нагрузки малой интенсивности относи-
тельно показателей средней интенсивности. Результаты гематологических 
и биохимических исследований крови находились в диапазоне физиологической 
нормы до и после тренировок. При этом количество гемоглобина повышалось 
на большую величину при физической нагрузке малой интенсивности и на 
меньшую величину – при высокой интенсивности. Количество эритроцитов 
снижалось с повышением интенсивности физической нагрузки, а количество 
лейкоцитов, наоборот, возрастало. Выявлено повышение общего белка и сни-
жение концентрации глюкозы с ростом интенсивности физической нагрузки. 
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несценция; свободные радикалы кислорода
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The aim of the study was to study the activity of prooxidants, oxidants and antiox-
idants in sports horses before and after intense physical activity of varying intensity. 
Neutrophilic granulocytes, blood serum and saliva were collected from 21 dressage 
Trakehner sports horses aged 4 to 18 years. Horses were tested before and after 
training at different intensities (low, medium and high). Respiratory rate, heart rate, 
electrocardiogram, hematological and biochemical blood parameters were deter-
mined. Primary, secondary and tertiary oxygen radicals in the samples were assessed 
using chemiluminescence analysis. As a result of the study, an increased activity of the 
oxidative and antioxidant enzymatic systems was revealed at minimum and medium 
loads and of the antioxidant system at maximum physical exertion. Horses adapt to 
the increased physical activity. As a result, there is no change in the activity of free 
radicals (prooxidants and oxidants). At the same time, the systolic indicator of horses, 
the P wave, was significantly increased with low physical activity relative to the indi-
cators of average intensity. Hematological and biochemical blood parameters before 
and after training were within the physiological norm. The amount of hemoglobin 
was higher at low exercise and lower at high exercise. The number of erythrocytes 
decreased with increasing intensity of physical activity, and the number of leukocytes 
increased. An increase in total protein and a decrease in glucose concentration with 
an increase in the intensity of physical activity were revealed. 
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Обоснование
Спортивные лошади подвергаются значительным перегрузкам в про-

цессе тренировки и, особенно в период соревнований, что может приве-
сти к различным расстройствам физиологического состояния и развитию 
патологий [7, 8, 12, 17].

Для профилактики и коррекции экстремальных перегрузок необходима 
разработка и использование новых методов исследования физиологиче-
ских параметров организма животных. К таким методам можно отнести 
биофизическое тестирование [9]. Биофизические методы разработаны для 
комплексной оценки физиологического состояния организма и дают воз-
можность сделать вывод о наличии или отсутствии в клетках глубоких 
метаболических изменений [18, 21]. Также важную роль играют процес-
сы адаптации спортивной лошади к физическим нагрузкам различного 
объема и интенсивности. При этом биофизические методы позволяют от-
следить малейшие сдвиги в окислительно-восстановительных реакциях в 
клетках. Таким образом, на сегодняшний момент в спортивном коневод-
стве актуальным является оценка уровня тренированности и факторы, вли-
яющие на работоспособность лошадей для предотвращения перегрузок, 
которые могут привести к патологиям [3, 13, 14, 19].

Адаптационная перестройка организма влияет на уровень его функцио-
нальной активности. Одним из ее критериев является баланс в работе окис-
лительно-восстановительных реакций, в результате которых образуются 
свободные радикалы кислорода и липидов [1, 2, 15]. При этом свободные 
радикалы оказывают обширное цитотоксическое воздействие, повреждая 
мембраны и разрушая генетический аппарат клетки [11, 20]. Изменение мета-
болических реакций в организме под влиянием экстремальных физических на-
грузок может отражаться на составе слюны и плазмы лошади [3, 4, 5, 6, 10, 16]. 

Цель
Изучение активности свободных радикалов кислорода у спортивных 

лошадей до и после физических нагрузок разной интенсивности.

Материалы и методы
Объектами являлись нейтрофильные гранулоциты, сыворотка крови и 

слюна, отобранные у 21 спортивной лошади тракененской породы со специ-
ализацией «выездка» в возрасте от 4 до 18 лет до и после физической нагруз-
ки. Нейтрофильные гранулоциты были выделены из цельной крови. Лошади 
содержались в стандартных условиях учебно-спортивного комплекса коне-
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водства Красноярского государственного аграрного университета (ФГБОУ 
ВО Красноярский ГАУ). Тестирование лошадей, сбор их слюны и крови про-
водили до и после тренировок с низкой, средней и высокой интенсивностями.

Физическая нагрузка низкой интенсивности включала тренировку ло-
шади в течение часа, средней интенсивности – в течение полутора часов 
и высокой интенсивности – в течение двух часов на корде или под седлом. 
Программа тренировок включала в себя следующие этапы: на свободном 
поводу, в сборе на рыси с включением боковых элементов, сокращение и 
раздвижение аллюров и переходы из одного аллюра в другой, заминку на 
рыси на длинном поводу, шаг. 

Функциональные показатели организма лошадей определяли по часто-
те дыхательных движений (ЧДД), частоте сердечных сокращений (ЧСС) 
и электрокардиограмме (ЭКГ). ЧДД определяли визуально, оценку ЧСС 
проводили по электрокардиограмме (ЭКГ) на электрокардиографе ЭК3Т-
01-Р-Д («Монитор», Россия). Снятие ЭКГ проводили в трех стандартных 
и трех усиленных отведениях от конечностей. Анализ ЭКГ лошадей про-
водили по общепринятой методике, включающей в себя определение ха-
рактера сердечного ритма; систолический показатель желудочков (СПЖ); 
высоту и ширину зубцов и интервалов [8].

Гематологический анализ крови лошадей проводили по общепринятой 
методике с подсчетом количества эритроцитов и лейкоцитов в камере Го-
ряева, содержание гемоглобина – по методу Сали. Биохимический анализ 
сыворотки крови проводили по общепринятой методике, тестировали со-
держание белка и уровень глюкозы [16].

Первичные (Супероксидный анион-радикал) и вторичные (H2O2, OH, 
1O2, HClO) радикалы кислорода в нейтрофильных гранулоцитах оцени-
вали с помощью люцигенин- и люминол-зависимой хемилюминесценции 
(ХЛ) [4]. Нейтрофильные гранулоциты выделяли в двойном градиенте 
фиколл-урографин. Далее отмывали в растворе Хенкса (без фенолового 
красного) дважды по 10 мин при 500g. Клетки разводили в 1 мл Хенкса 
для дальнейшего подсчета (необходимое количество клеток 2*106 /мл). 

Для проведения хемилюминесцентного анализа использовали акти-
ваторы ХЛ (люминол и люцигенин в концентрации 100 мкг/мл); донор-
скую сыворотку (группа крови АВ, резус-фактор отрицательный), раствор 
Хенкса (без фенолового красного), зимозан как индуктор респираторного 
взрыва. Проба включала: 200 мкл взвеси нейтрофильных гранулоцитов, 
20 мкл донорской сыворотки, 240 мкл раствора Хенкса, 50 мкл люминола 
или люцигенина (спонтанная реакция) и 40 мкл зимозана (индуцирован-
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ная реакция). Хемилюминесцентный анализ осуществляли при помощи 
анализатора «CL3604» в течение 90 мин. Определяли величину Tmax (мак-
симальное время), Imax (максимальная интенсивность), Smax (площадь 
под кривой) и ИА (индекс активации) соотношение Smax зимозан-инду-
цированной реакции / Smax спонтанной реакции для каждого показателя.

Концентрацию каталазы (антиоксиданты) в сыворотке крови и слюне 
оценивали с помощью люминол-Н2О2-зависимой хемилюминесценции. Хе-
милюминесцентное исследование проводили на планшетном люминометре 
«TriStar LB 941», производства Berthold. Проба включала: 200 мкл слюны, 
25 мкл люминола. После фиксации фонового свечения автоматически впры-
скивалось 25 мкл 3% Н2O2 (источник свободных радикалов). Измерение ХЛ 
проходило в течение 5 мин. Определяли величину Т0 (начальное время), 
Tmax (максимальное время выхода на пик), Imax (максимальная интенсив-
ность) и Smax (площадь под кривой) для каждого показателя.

По результатам исследования формировали базу данных в пакете элек-
тронных таблиц MSExcel 7,0 и осуществляли статистический анализ в 
пакете прикладных программ Statistica 10.0 (StatSoftInc., 2014). Достовер-
ность различий до и после физической нагрузки определяли по критерию 
Вилкоксона (p<0,05).

Результаты
Анализ первого этапа минимальной физической нагрузки показал уве-

личение таких физиологических параметров, как ЧСС и ЧДД после на-
грузки, относительно показателей, полученных в покое (рис. 1). 

Рис. 1. ЧДД и ЧСС у лошадей при физической нагрузке низкой интенсивности
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Результаты исследования проводящей системы сердца показали, что 
сердечный ритм исследуемых лошадей оставался синусовым регулярным. 
До начала тренировок электрокардиологические показатели лошадей со-
ответствовали средним нормативным показателям.

Физическая нагрузка малой интенсивности повышала амплитуды зуб-
ца P до 4,0 [3,0; 4,0] мм и зубца R до 13,0 [12,0; 14,0] мм относительно 
показателей до тренировок. Также отмечено уменьшение интервалов P-Q 
до 0,07 [0,06; 0,1] с, QRS до 0,06 [0,06; 0,08] с, QPST до 0,5 [0,5; 0,5] с, ТР 
до 0,6 [0,5; 0,8] с, RR до 1,3 [1,0; 1,5] с. Систолический показатель желу-
дочков (СПЖ) возрастал до 36,1 [31,1; 46,2] %. Таким образом мы видим 
изменение физиологического состояния спортивных лошадей под влия-
нием физической нагрузки низкой интенсивности (рис. 1).

Хемилюминесцентное определение функциональной активности 
нейтрофильных гранулоцитов базировалось на характеристике базовой 
активности и резервных возможностей клеток при воздействии на них 
неспецифического индуктора в виде зимозана. Отдельно исследована спо-
собность нейтрофильных гранулоцитов к образованию первичных ради-
калов кислорода (супероксидного аниона) при активации люцигенином и 
образование общего пула вторичных свободных радикалов кислорода при 
активации люминолом. Супероксидный анион-радикал образуется в ре-
зультате ферментативных реакций и является источником для образования 
вторичных радикалов (H2O2, OH, 1O2, HClO), выделяемых фагоцитами. 

Рис. 2. Показатели Imax и Smax спонтанного люцигенин-зависимого                               
хемилюминесцентного свечения нейтрофильных гранулоцитов у лошадей                     

при физической нагрузке низкой интенсивности
 

Было обнаружено статистически значимое повышение интенсивности 
(в 2,6 и 2,4 раза) и площади (в 2,2 и 2,5 раза) спонтанного люцигенин- и 
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люминол-зависимого хемилюминесцентного свечения после минималь-
ных физических упражнений (рис. 2 и 3 соответственно) относительно 
показателей, полученных до нагрузки. Результаты могут указывать на ак-
тивизацию выработки первичных и вторичных радикалов кислорода после 
тренировочной нагрузки у спортивных лошадей.

Рис. 3. Показатели Imax и Smax спонтанного люминол-зависимого                               
хемилюминесцентного свечения нейтрофильных гранулоцитов у лошадей                   

при физической нагрузке низкой интенсивности

Далее, мы провели исследование антиоксидантов в сыворотке крови у ло-
шадей до и после физической нагрузки, и обнаружили, статистически значи-
мое повышение площади хемилюминесцентной кривой (в 2,5 раза) и снижение 
времени выхода на пик (в 1,2 раза) в люминол-зависимом свечении в присут-
ствии Н2О2 после физической нагрузки относительно состояния покоя (рис. 4). 

Рис. 4. Показатели Smax и Tmax люминол-зависимого                                                         
хемилюминесцентного свечения в присутствии Н2О2 в сыворотке крови                        

у лошадей при физической нагрузке низкой интенсивности
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Полученные результаты указывают на повышение активности антиок-
сидантов в сыворотке крови после нагрузки у спортивных лошадей.

Таким образом, при минимальной физической нагрузке у спортивных 
лошадей наблюдается активизация метаболических процессов, приводя-
щая к образованию прооксидантов, оксидантов и антиоксидантов, направ-
ленная на интенсификацию физиологических процессов в организме.

Исследование физиологических параметров спортивных лошадей при 
средней физической нагрузке показало увеличение таких характеристик, как 
частота сердечных сокращений и дыхательных движений после нагрузки от-
носительно измерений в покое (рис. 5). Результаты исследования проводящей 
системы сердца показали, что физическая нагрузка средней интенсивности не 
изменяла амплитуду зубца Р (2,0 [2,0; 2,0] мм) и повышала амплитуду зубца 
R до 11,0 [7,0; 12,0] мм относительно показателей до тренировок. Отмечено 
также укорочение интервалов QPST до 0,4 [0,4; 0,5] с, ТР – до 0,4 [0,3; 0,7] с, 
RR – до 1,2 [1,1; 1,5] с. СПЖ возрастал до 35,9 [33,3; 37,0] %.

Рис. 5. ЧДД и ЧСС у лошадей при физической нагрузке средней интенсивности

Исследование хемилюминесцентных параметров при физической на-
грузке среднего уровня показало увеличение интенсивности (2,4 и 2,5 раза) 
и площади под кривой (2,4 и 1,2 раза) в зимозан-индуцированном люциге-
нин и люминол-зависимом процессе (рис. 6 и 7 соответственно), а также 
площади под кривой спонтанной реакции. Что также указывает на активи-
зацию выработки и выброс первичных и вторичных радикалов кислорода 
в организме спортивных лошадей при увеличении физической нагрузки.

Исследование антиоксидантной активности в сыворотке крови и слю-
не у лошадей до и после средней физической нагрузки, также показало 
статистически значимое повышение интенсивности (в 3 раза) и площади 
(в 4,8 и 17 раз) в люминол-зависимом хемилюминесцентном свечении в 
присутствии Н2О2 относительно состояния покоя (рис. 8). 
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Рис. 6. Показатели Imax и Smax зимозан-индуцированного                                               
люцигенин-зависимого хемилюминесцентного свечения нейтрофильных                       

гранулоцитов у лошадей при физической нагрузке средней интенсивности 

(a)

(b)

Рис. 7. Показатели Imax и Smax спонтанного (a) и зимозан-индуцированного (b)                                                                                                                                    
люминол-зависимого хемилюминесцентного свечения нейтрофильных                              

гранулоцитов у лошадей при физической нагрузке средней интенсивности



148 Siberian Journal of Life Sciences and Agriculture, Vol. 13, №3, 2021

При средней нагрузке активность антиоксидантных радикалов у спор-
тивных лошадей продолжала увеличиваться после физических упражнений.

(a)

(b)

Рис. 8. Показатели Imax и Smax люминол-зависимого                                                        
хемилюминесцентного свечения в присутствии Н2О2 в слюне (a) и в сыворотке 

(b) у лошадей при физической нагрузке средней интенсивности

Анализ физической нагрузки высокой интенсивной показал увеличе-
ние частоты сердечных сокращений и дыхательных движений после на-
грузки относительно состояния покоя (рис. 9).

В результате исследования проводящей системы сердца обнаружено, 
что сердечный ритм исследуемых лошадей оставался синусовым регуляр-
ным. До начала тренировок электрокардиологические показатели лошадей 
соответствовали средним нормативным показателям. Физическая нагрузка 



149Siberian Journal of Life Sciences and Agriculture, Том 13, №3, 2021

высокой интенсивности повышала амплитуды зубца Р до 4,0 [4,0; 4,0] мм 
и зубца R до 24,0 [23,0; 26,0] мм относительно показателей до тренировок. 

Рис. 9. ЧДД и ЧСС у лошадей при физической нагрузке высокой интенсивности

Также отмечено уменьшение интервалов ТР до 0,2 [0,2; 0,2] с, RR – 
до 0,9 [0,8; 0,9] с. СПЖ возрастал до 49,3 [31,0; 46,9] %. Исследование 
интенсивности и площади спонтанного люцигенин- и люминол-зависи-
мого хемилюминесцентного процесса до и после интенсивных физиче-
ских упражнений не показали достоверных изменений. Таким образом, 
при повышении физической нагрузки происходит адаптация организма 
спортивных лошадей.

      (a)                                                                      (b)

Рис. 10. Показатели Imax и Smax люминол-зависимого                                                         
хемилюминесцентного свечения в присутствии Н2О2 в слюне (a) и в сыворотке 

(b) у лошадей при физической нагрузке высокой интенсивности
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Оценка антиоксидантных ферментов в сыворотке крови и слюне до и 
после максимальной нагрузки показала статистически значимое повыше-
ние интенсивности люминол-зависимого хемилюминесцентного свечения 
(в 1,1 и 1,3 раза соответственно) после физических упражнений относи-
тельно состояния покоя (рис. 10). Антиоксидантные радикалы продолжа-
ют активно вырабатываться.

Заключение
В результате исследования выявлено, что физическая нагрузка высо-

кой интенсивности влияла на изменения систолических и диастолических 
показателей лошадей. Так, выявлено достоверное повышение амплитуды 
зубца P (р=0,0043) и зубца R (р=0,0043), достоверное сокращение интер-
валов P-Q (р=0,0043), ТР (р=0,017), RR (р=0,017) относительно показате-
лей средней интенсивности. Систолический показатель лошадей - зубец 
Р, достоверно повышен (р=0,004) для физической нагрузки малой интен-
сивности относительно показателей средней интенсивности. 

Результаты гематологических и биохимических исследований крови 
показали, что исследуемые параметры находились в диапазоне физиологи-
ческой нормы как до тренировок, так и после физических нагрузок. Опре-
делено, что количество гемоглобина повышалось на большую величину 
(до 14,0 [11,8; 15,6] г/%) при физической нагрузке малой интенсивности и 
на меньшую величину (до 13,1 [11,8; 13,8] г/%) – при высокой интенсив-
ности. Количество эритроцитов снижалось с повышением интенсивно-
сти физической нагрузки, а количество лейкоцитов, наоборот, возрастало. 
Выявлено повышение общего белка и снижение концентрации глюкозы с 
ростом интенсивности физической нагрузки. 

Проанализировав действие физической нагрузки разной интенсивно-
сти на уровень выработки свободных радикалов у спортивных лошадей 
можно отметить повышенную активность оксидантной и антиоксидант-
ной ферментативных систем при минимальной и средней нагрузках и 
антиоксидантной системы при максимальной физической нагрузке. При 
постепенном повышении физической активности происходит адаптация 
организма спортивных лошадей к испытываемым физическим нагрузкам 
и, в результате, не происходит изменения выработки свободных радикалов 
(прооксидантов и оксидантов).

Таким образом, интенсивные физические нагрузки приводят к нару-
шению гомеостаза, который поддерживается сбалансированной работой 
защитных систем организма от оксидативного стресса, в частности, ан-
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тиоксидантной, тиолдисульфидной и системой оксида азота. Исследова-
ние данных показателей позволит понять механизмы адаптации организма 
спортивных лошадей к физическим нагрузкам различного объема и ин-
тенсивности. Биофизические методы дают возможность для изучения ак-
тивности оксидантов и антиоксидантов при различных физиологических 
процессах и могут быть использованы для оценки и корректировки тре-
нировочных программ спортивных лошадей.

Исследование выполнено при финансовой поддержке РФФИ и Красно-
ярского краевого фонда науки в рамках научного проекта № 19-41-000001.
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