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АННОТАЦИЯ. Введение. В статье представили динамку и математические модели процессов аутофлуоресценции кофер-
ментов никотинамидадениндинуклетида (НАДН), флавинадениндинуклетида (ФАД) и редокс-отношения (РО) в скелетной 
мышце крысы в первые сутки после смерти. Цель — обоснование закономерности изменения интенсивности флуоресценции 
коферментов НАДН, ФАД и их отношения в скелетной мышце в первые сутки после смерти с помощью математического 
моделирования. Материал и методы. Эксперимент проводили на крысах линии Sprague Dawley. Интенсивность флуорес-
ценции коферментов ФАД и НАДН в скелетной мышце измеряли in situ при жизни под общей анестезией, после  эвтаназии 
через 5 минут после смерти, через интервалы 1,5–3 ч в течение 24 часов посмертного периода. Для оценки интенсивности 
флуоресценции коферментов НАДН и ФАД и расчета РО использовали аппарат «Лазма МЦ-3» с про граммным обеспечени-
ем. Полученные данные анализировали методом нелинейного регрессионного анализа. Вывод, оценку точности и значимость 
коэффициентов уравнения регрессии проводили с использованием программы SigmaPlot 10.0. Проверку значимости модели 
регрессии проводили с использованием F-критерия Фишера. Результаты. В первые 3 часа посмертного периода выявили 
возрастание средних значений РО и показателей флуоресценции НАДН, с 4,5 ч до 24 ч — постепенное их снижение. Зави-
симость НАДН и РО от времени после смерти наиболее точно характеризуется уравнением Вейбулла. Статистическая 
значимость моделей, построенных на основании полученных уравнений, высокая. Заключение. Анализ полученных данных 
позволил построить математические модели, описывающие зависимость РО и  интенсивности флуоресценции НАДН 
от времени после смерти, что подтверждает неслучайность и закономерность выявленной динамики.
Ключевые слова: давность наступления смерти, НАДН, ФАД, аутофлуоресценция, редокс-отношение, ранние посмерт-
ные изменения.
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ABSTRACT. Background. Th e paper presents changes and mathematical models of autofl uorescence of reduced nicotinamide 
adenine dinucleotide (NADH) and fl avin adenine dinucleotide (FAD) and their redox ratio (RR) in rat skeletal muscle during the 
fi rst 24 hours aft er death. Aim: to establish a pattern of change in the fl uorescence intensity of NADH and FAD coenzymes, as well 
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ВВЕДЕНИЕ
Проблема определения давности наступления 

смерти (ДНС) является одной из  основных в  науке 
и  практике судебной медицины. Начиная с  середины 
двадцатого века, когда в судебно-медицинской танато-
логии стали активно использоваться биохимические, 
биофизические, физические методы, по  настоящее 
время отечественными и зарубежными исследователя-
ми интенсивно разрабатываются и совершенствуются 
методы определения ДНС. К сожалению, большинство 
разработанных методов, позволяющих с высокой точ-
ностью определить ДНС, так и не были внедрены в экс-
пертную практику. Зачастую это связано либо со слож-
ностью выполнения, дороговизной или отсутствием 
серийных приборов [1]. Однако трудности внедрения 
в практику полученных результатов и новых методов 
нисколько не  обесценивают исследования в  данной 
области, так как изучение темпов посмертных изме-
нений в органах, тканях, клетках позволяет выяснить, 
уточнить механизмы умирания и дезорганизации био-
логических структур и их функций, что имеет большое 
значение в клинической и фундаментальной медицине. 
В. Н. Крюков отмечал значимость результатов исследо-
ваний «ранних посмертных изменений с помощью со-
временных лабораторных методов … для транспланто-
логов, реаниматологов, патофизиологов, биохимиков 
и  представителей других медицинских специально-
стей» [2]. Разработка методов определения ДНС в ран-
нем постмортальном периоде находится в тесной связи 
с изучением устойчивости тканей к гипоксии и анок-
сии, а также механизмов и закономерностей тканево-
го метаболизма в  условиях аноксии. Следовательно, 
посмертные процессы, происходящие в тканях, долж-

ны рассматриваться не  только в  прикладном аспекте, 
но и в фундаментальном.

Новым направлением, разрабатываемым в  насто-
ящее время кафедрой судебной медицины РУДН со-
вместно с  НИИ общей реаниматологии В. А. Негов-
ского Федерального научно-клинического центра 
реа ниматологии и реабилитологии, является изучение 
закономерностей посмертного метаболизма в  пере-
живающих тканях методом лазер-индуцированной 
спектроскопии. Использование интенсивности ауто-
флуоресценции коферментов НАДН и ФАД в ультрафио-
летовом и синем спектрах соответственно, а также их 
отношение в  качестве маркеров окислительно-восста-
новительных процессов обусловлено множеством ис-
следований в области биологии, клинической и фунда-
ментальной медицины, которые доказали возможность 
использования показателей аутофлуоресценции вну-
триклеточных коферментов с целью оценки метаболи-
ческой и  митохондриальной активности [3–5]. Выбор 
метода лазер-индуцированной спектроскопии продик-
тован простотой использования, а также возможностью 
проводить исследование in situ, не изымая и не подго-
тавливая ткань.

Ранее в  результате проведенного нами эксперимен-
тального исследования была выявлена зависимость ин-
тенсивности флуоресценции коферментов НАДН, ФАД 
и редокс-отношения в скелетной мышце от времени по-
сле смерти [6].

Целью исследования является обоснование законо-
мерности изменения интенсивности флуоресценции 
коферментов НАДН, ФАД и их отношения в скелетной 
мышце в первые сутки после смерти с помощью матема-
тического моделирования.

as their relationship in skeletal muscle during the fi rst 24 hours aft er death using mathematical modeling. Material and methods. 
The experiment was performed on Sprague Dawley rats. Th e fl uorescence intensity of FAD and NADH coenzymes in skeletal muscle 
was measured in situ in living rats under general anesthesia, 5 minutes aft er euthanasia, and at intervals of 1.5–3 h during the  24-hour 
postmortem period. To estimate the fl uorescence intensity of NADH and FAD coenzymes and to calculate the RR, a Lasma MC-3 
fl uorescence measuring device with special soft ware was used. Th e obtained data were analyzed by non-linear regression analysis. 
Th e summary, accuracy estimation, and signifi cance of the regression equation coeffi  cients were assessed using SigmaPlot 10.0 soft ware. 
Th e signifi cance of the regression model was tested using the Fisher F-criterion. Results. During the fi rst 3 hours of the postmortem 
period, an increase in the mean values of RR and NADH fl uorescence was detected; starting from 4.5 and lasting until 24 hours post 
mortem, their gradual decrease was observed. Th e relationship between NADH, RR, and time since death is characterized by the 
Weibull equation. Th e statistical signifi cance of the NADH and RR models, based on the obtained equations, was considered high. 
Conclusion. Th e analysis of the obtained data allowed us to create mathematical models describing the relationship between RR and 
NADH fl uorescence intensity and time aft er death, which confi rms the non-randomness and regularity of the discovered patterns. 
Keywords: time of death, NADH, FAD, auto-fl uorescence, redox ratio, early post-mortem changes.
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МАТЕРИАЛ И МЕТОДЫ
Эксперимент проведен на  самцах и  самках крыс ли-

нии Sprague Dawley (n = 30) с массой 250–300 г в соответ-
ствии с требованиями Директивы 2010/63/EU Европей-
ского парламента и Совета Европейского союза по охране 
животных, используемых в  научных целях. Протокол 
проведения эксперимента был одобрен Локальным био-
этическим комитетом ФНКЦ РР. Перед проведением ис-
следования животные находились в одинаковых услови-
ях. Эвтаназию осуществляли цервикальной дислокацией 
под общей анестезией хлоралгидратом. Трупы животных 
находились при комнатной температуре.

Измерения интенсивности флуоресценции кофер-
ментов ФАД и НАДН проводились при жизни под об-
щей анестезией хлоралгидратом, через 5  мин после 
смерти, каждые 1,5 ч или 3 ч (в случае необходимости 
перерыва в работе аппарата) в течение 24 ч посмертно-
го периода. Для оценки интенсивности флуоресценции 
коферментов НАДН и  ФАД использовали лазерный 
диагностический аппарат «Лазма МЦ-3» (ООО НПП 
«Лазма», Россия, № РЗН 2015/3142 от 29.10.2015) с зон-
дирующем излучением с  длиной волны 365  нм (UV) 
и  450  нм (B) с  программным обеспечением. Доступ 
к мышце бедра крысы обеспечивали через разрез кожи 
длиной 1  см, устанавливали волоконно-оптический 
зонд анализатора коферментов на участок поверхности 
скелетной мышцы. Измерение исследуемых показателей 
проводилось в течение 4 мин у каждого животного.

Показатели флуоресценции НАДН, ФАД, РО были 
автоматически рассчитаны программным обеспечени-
ем к  аппарату «Лазма МЦ-3» (ООО НПП «ЛАЗМА», 
Москва), зафиксированы и сохранены в ПК.

Полученные данные анализировали методом нели-
нейного регрессионного анализа. Вывод, оценку точно-
сти и значимость коэффициентов уравнения регрессии 
проводили с использованием программы SigmaPlot 10.0. 
Проверку значимости модели регрессии проводили 
с использованием F-критерия Фишера. Анализ коэффи-
циентов регрессионной модели проводили с использо-
ванием критерия Стьюдента.

РЕЗУЛЬТАТЫ
Возрастание средних значений показателей флуо-

ресценции НАДН было отмечено с 5-й мин посмертно-
го периода. Пик флуоресценции отмечался в 3 ч, а с 4,5 
до  24  ч  — постепенное снижение. Средние значения 
интенсивности флуоресценции ФАД менялись незначи-
тельно, с 9 до 24 ч была отмечена тенденция к возрас-
танию (рис. 1).

Анализ изменения средних значений показателя 
флуоресценции НАДН в зависимости от времени после 
смерти позволил предположить, что обнаруженная за-
висимость описывается уравнением Вейбулла (уравне-
ние 1) или логнормальным уравнением (уравнение 2). 
В результате анализа для построения зависимости было 
выбрано уравнение 1, так как оно давало большую точ-

Рис. 1. Зависимость интенсивности флуоресценции коферментов НАДН и ФАД от времени после смерти
Примечание: значения показателей представлены в виде средних значений и стандартных ошибок среднего.

Fig. 1. The relationship between NADH, FAD and time after death
Note: the index values are given as means ± standard errors of means.
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ность приближения (R 2 = 0,77, F(4,109) = 87,4, р < 0,001) 
по сравнению с уравнением 2 (R 2 = 0,70, F(2,109) = 123,3, 
р < 0,001).

                                                                          (уравнение 1) 
где y  — величина показателя НАДН; x  — время после 
смерти, ч; а, b, c, y0 и x0 — коэффициенты уравнения ре-
грессии.

                         (уравнение 2) 

где y  — величина показателя НАДН; x  — время после 
смерти, ч; а, b, y0 и x0 — коэффициенты уравнения ре-
грессии.

Анализ остатков предварительно построенной ре-
грессионной модели на  основании уравнения 1  позво-
лил исключить из выборки 4 наблюдения, абсолютные 
значения которых превышали 3.

По результатам анализа была построена модель, опи-
сывающая зависимость флуоресценции НАДН от  вре-
мени после смерти на основании уравнения 1 (рис. 2).

Коэффициент детерминации (R 2) полученной ре-
грессионной модели составил 0,85, стандартная ошибка 
модели — 0,17, то есть полученное уравнение описывало 
анализируемую зависимость достаточно точно. Оценка 
статистической значимости полученного уравнения на ос-
новании критерия Фишера при эмпирическом значении 
критерия Фишера F = 146,3 и числах степеней свободы 4 
и  105  составила р  <  0,001. Таким образом, полученное 
уравнение было статистически значимым, то есть характе-
ризовало зависимость в генеральной совокупности.

Коэффициенты полученной модели были статисти-
чески значимыми по критерию Стьюдента (табл. 1).

Значения интенсивности флуоресценции ФАД мало 
изменялись в течение всего времени исследования, по-
этому подобрать модель не представлялось возможным.

Возрастание отношения коэффициентов флуорес-
ценции НАДН к ФАД (редокс-отношение, РО) было за-
регистрировано с 5-й минуты до 3 ч посмертного пери-
ода включительно. Начиная с  4,5  до  24  ч наблюдалось 
постепенное снижение РО (рис. 3).

Рис. 2. Математическая модель динамики интенсивности флуоресценции НАДН в первые сутки после смерти

Fig. 2. A mathematical model of the dynamics of NADH fl uorescence intensity during the fi rst 24 hours after death
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Анализ изменения средних значений показате-
ля РО в  зависимости от  времени после смерти более 
точно описывается уравнением 1, где y  — величи-
на показателя РО; x  — время после смерти, ч; а, b, c, 
y0 и x0 — коэффициенты уравнения регрессии, так как 
оно давало большую точность приближения (R 2 = 0,79, 
F(4,109) = 97,0, р < 0,001) по сравнению с уравнением 2 
(R 2 = 0,65, F(2,109) = 101,3, р < 0,001).

Анализ нормированных остатков обнаружил 6  значе-
ний, модуль нормированного остатка которых превышал 3. 
Эти значения были исключены из дальнейшего анализа.

В итоге на  основании уравнения 1  была построена 
модель, описывающая зависимость изменения значений 

показателя РО от  времени после смерти, представлен-
ная графически на рис. 4.

Коэффициент детерминации (R 2) полученной ре-
грессионной модели составил 0,86, стандартная ошибка 
модели — 0,43, то есть полученное уравнение зависимо-
сти РО от  времени после смерти является достаточно 
точным. Оценка статистической значимости получен-
ного уравнения на основании критерия Фишера при эм-
пирическом значении критерия Фишера F = 173,5 и чис-
лах степеней свободы 4 и 103 составила р < 0,001. Таким 
образом, полученное уравнение было статистически 
значимым, то есть характеризовало зависимость в гене-
ральной совокупности.

Таблица 1. Результаты анализа статистической значимости коэффициентов регрессионной модели зависимости флуоресценции 
НАДН от времени после смерти 

Table 1. Results of statistical signifi cance analysis of regression equation coeffi  cients of mathematical models describing the relationship between 
NADH fl uorescence intensity and time after death

Коэффициент Значение 
коэффициента

Стандартная 
ошибка

Значение критерия 
Стьюдента (t)

Уровень 
значимости (р)

a 1,27 0,06 21,99 < 0,0001
b 4,53 0,72 6,28 < 0,0001
c 2,81 0,54 5,19 < 0,0001
x0 2,64 0,14 18,69 < 0,0001
y0 0,25 0,02 11,96 < 0,0001

Рис. 3. Зависимость РО от времени после смерти
Примечание: значения показателей представлены в виде средних значений и стандартных ошибок среднего.

Fig. 3. The relationship between RR and time after death
Note: the index values are given as means ± standard errors of means.
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Коэффициенты полученной модели были статисти-
чески значимыми по критерию Стьюдента (табл. 2).

ОБСУЖДЕНИЕ
Выявленная закономерность обусловлена воз-

действием гипоксии/аноксии на  внутриклеточный 
метаболизм, переходом клеток на  анаэробное дыха-
ние в  раннем постмортальном периоде. Полученные 

нами данные не  противоречат результатам исследо-
ваний коферментов НАДН и ФАД при тканевой ише-
мии. С  момента открытия в  1950  году способности 
к  аутофлуоресценции восстановленного НАДН было 
проведено множество исследований интенсивности 
аутофлуоресценции кофермента в  тканях в  условиях 
кислородного голодания [7–9]. Большинство работ 
были и  остаются экспериментальными и  касаются 

Рис. 4. Математическая модель динамики РО в первые сутки после смерти

Fig. 4. A mathematical model of the dynamics of RR during the fi rst 24 hours after death
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Таблица 2. Результаты анализа статистической значимости коэффициентов регрессионной модели зависимости РО от времени 
после смерти 

Table 2. Results of statistical signifi cance analysis of regression equation coeffi  cients of mathematical models describing the relationship between 
RR and time after death

Коэффициент Значение 
коэффициента

Стандартная 
ошибка

Значение критерия 
Стьюдента (t)

Уровень 
значимости (р)

a 3,41 0,14 23,94 < 0,0001
b 4,87 0,32 15,39 < 0,0001
c 2,08 0,23 9,16 < 0,0001
x0 2,88 0,16 17,52 < 0,0001
y0 0,71 0,06 12,54 < 0,0001
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только кратковременной ишемии. В  исследовании 
F. H. Tomlinson было обнаружено, что ишемия мозга 
сопровождается увеличением флуоресценции NADH 
на 150% через 15 мин после окклюзии сонной артерии 
[8]. Horvath и соавт. была изучена динамика лазер-ин-
дуцированной флуоресценции НАДН и  ФАД в  тка-
нях миокарда при окклюзии в  течение 2  ч ишемии, 
которая характеризовалась в первые 5 мин быстрым 
ростом флуоресценции НАДН и  медленным спадом 
до  конца исследования, уменьшением аутофлуорес-
ценции ФАД в первые 5 мин, медленным спадом в те-
чение 30  мин, стационарным уровнем в  течение 1  ч 
и  медленным подъемом до  окончания исследования 
[10]. Из этого следует, что характер изменений пока-
зателей интенсивности флуоресценции НАДН и ФАД, 
выявленных нами, схож с характером изменений, по-
лученных при исследовании ишемизированного мио-
карда, но процесс имеет разные темпы. Возможно, это 
связано с  разной устойчивостью различных тканей 
к  гипоксии. Увеличение аутофлуоресценции НАДН 
легко объясняется накоплением восстановленного 
НАДН в отсутствии кислорода [11]. Также известно, 
что на  аутофлуоресценцию коферментов влияет их 
связь с  белком: НАДН флуоресцирует в  связанной 
с  белком форме, а  ФАД — в  свободной [11–13]. Ис-
ходя из этого можно предположить, что угасание ау-
тофлуоресценции НАДН и тенденция к возрастанию 
в конце исследования ФАД связаны с распадом связей 
коферментов с белками в результате аутолитических 
процессов.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
В результате проведенного исследования была выяв-

лена закономерность изменения флуоресценции НАДН, 
РО и  описана уравнением, по  которому была созда-
на математическая модель. Зависимость НАДН и  РО 
от времени после смерти, характеризуется уравнением 
 Вейбулла: 

 

где y — величина показателя НАДН или РО; x — время 
после смерти, ч; а, b, c, y0 и x0 — коэффициенты уравнения 
регрессии. На основании полученных уравнений были 
построены математические модели. Статистическая 
значимость моделей НАДН (R 2 = 0,85, F(4,105) = 146,3, 
р  <  0,001) и  РО (R 2  =  0,86, F(4,103) =  173,5, р  <  0,001) 
оказалась высокой. Возможность математического опи-
сания наблюдаемых изменений и  полученная высокая 
точность моделей обусловливают дальнейшие перспек-
тивы использования исследуемых показателей как мар-
керов изменения тканевого метаболизма в  различные 
сроки после смерти. Полученные результаты уточняют 
механизмы внутриклеточных процессов в  условиях 
длительной аноксии, в процессе умирания тканей, а так-
же представляют возможность использования метода 
флуоресцентной лазер-индуцированной спектроскопии 
для диагностики давности наступления смерти, создают 
предпосылки для изучения и моделирования процессов, 
выявленных нами в эксперименте, на трупах людей.
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